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Einleitung

1. Einleitung

Vektor-Ubertragene Erkrankungen machen einen Anteil von 17 % an allen Infektions-
krankheiten aus und sind der Grund fur eine Million Tode jahrlich (WHO, 2017).

In den letzten Jahren wurde zunehmend von einer Ausbreitung verschiedener Vektor-
Ubertragener Erkrankungen in ganz Europa berichtet (Baneth et al., 2012; Otranto et al.,
2013; Savic et al., 2014). Dabei wurde auch das Auftreten von autochthonen Infektionen in
Betracht gezogen, sowohl bei Hunden (Jolly et al., 2015; Silbermayr et al., 2014; Staebler et
al., 2005) als auch beim Menschen (Tappe et al., 2014).

Aufgrund der globalen Erwarmung und veranderten Bodennutzung, sowie den damit
verbundenen klimatischen und Vegetationsveranderungen, kommt es zu einem Wandel der
geografischen Verteilung von Vektorspezien. So zeigt sich, dass sich die Pravalenz vieler
Parasiten in Regionen mit gemafigtem Klima erhoht. Dies ist darin begriindet, dass die
Parasiten, welche wechselwarme Zwischenwirte nutzen, bestimmte Schwellenwerte der
Temperaturen Uber eine gewisse Zeit des Jahres bendtigen, um ihren Entwicklungszyklus in
den Wirten vervollstdndigen zu kénnen. Mit steigender Gesamttemperatur wird dieser Teil
des Entwicklungszyklus beschleunigt. AuRerdem kommt es durch die verlangerten
Zeitabschnitte mit Temperaturen Uber dem bendtigten Schwellenwert zu einer langeren
saisonalen Aktivitat der Zwischenwirte.

Weiterhin verantwortlich fur die globale Umstrukturierung der Endemiegebiete sind weltweite
Handelstransporte, gestiegene Reiseaktivitat der Bevdlkerung, aber auch der Hunde, durch
Ausstellungen, als Begleiter auf Reisen und Importe durch beispielsweise Tierschutz-
organisationen oder zu Zuchtzwecken, sowie weitere soziodkonomische Faktoren (Kramer
and Mencke, 2011).

In Bezug auf die Gesundheit der domestiziert gehaltenen Hunde ist es erforderlich, die
Ausbreitung von Parasiten wie Dirofilaren, Babesien und Leishmanien zu Gberwachen, da
anzunehmen ist, dass sie bereits in naher Zukunft gehauft in bisher nicht endemischen
Gebieten auftreten werden. Bei vielen der Erreger handelt es sich zudem um die Gesundheit
des Menschen gefahrdenden Zoonosen.

Muicken, welche positiv fur beide Dirofilariaspezien getestet wurden, sind in den letzten
Jahren bereits in Brandenburg gefunden worden und es wurden auch Ausbriiche von
D. repens dokumentiert (Czajka et al.,, 2014; Sassnau et al.,, 2013). Die aufgrund dessen
durchgefiihrten Uberpriifungen von (iber 1000 Blutproben von Hunden in Brandenburg
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR), konnten keinen Nachweis fir autochthone
Infektionen erbringen (Liesner et al., 2016). Aullerdem liegen bisher nur wenige

Informationen Uber die generelle Ausbreitung von Vektor-lUbertragene Krankheiten im Raum
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Berlin/Brandenburg vor, was aber in Anbetracht der hohen Dichte von in diesem Gebiet
lebenden Hunden und dem daraus resultierenden Infektionsdruck von grofdem Interesse ist.

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die aktuelle Pravalenz bestimmter Vektor-
Ubertragener Erreger, die Krankheiten wie die Leishmaniose, Babebiose, Dirofilariose,
Angiostrongylose, Anaplasmose, Borreliose, Hepatozoonose sowie Ehrlichiose bei Hunden
im Raum Berlin/Brandenburg zu untersuchen, mdgliche autochthone Infektionen zu

identifizieren, sowie das Infektionsrisiko besser einschatzen zu kbnnen.
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2. Literatur

2.1. Verwendete Untersuchungsverfahren

Nachweisverfahren

Nachgewiesenes Agens

Serologisch
Babesien-ELISA (Afosa)

Leishmanien-ELISA (Afosa)
Anaplasmen-ELISA (Afosa)
Leishmanien-ELISA (NovaTec)
Filarien-ELISA
A. vasorum-Antigen-ELISA
A. vasorum-Antikorper-ELISA
SNAP®4Dx®Plus D. immitis
A. phagocytophilum/
A. platys
B. burgdorferi
E. canis/
E. ewingii

Anaplasmen-IFAT (Megacor)

Leishmanien-IFAT (Megacor)

Molekularbiologisch
Babesien-PCR
Ehrlichien-PCR
Anaplasmen-PCR
Filarien-PCR
Hepatozoon-PCR

spezifische IgG-Antikérper durch Vollzellantigen
spezifische IgG-Antikérper durch Vollzellantigen
spezifische IgG-Antikérper durch Vollzellantigen
spezifische Antikérper

spezifische Antikérper durch E/S Antigen
spezifische Antikérper durch E/S Antigen

A. vasorum-Antigen

zirkulierendes D. immitis-Antigen

Antikdrper, die an das p44 Peptid APH-4 binden

Antikdrper, die an das Cs-Peptid binden
Antikérper, die an das rekombinante Analog
wichtiger Membranproteine binden
spezifische Antikérper durch fixiertes
Vollzellantigen

spezifische Antikorper durch fixiertes

Vollzellantigen

Fragment des 18S rRNA-Gen
Fragment des 16SrRNA-Gen
Fragment des 16SrRNA-Gen
Fragment der ITS-1 Region

Fragment des 18S rRNA-Gen

Tabelle 1: verwendete Untersuchungsverfahren
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2.1.1. Vor-und Nachteile von Untersuchungsverfahren in epidemiologischen

Studien

Bei der Auswahl eines Untersuchungsverfahrens zum Erregernachweis sind neben den
Kosten und der Durchfiihrbarkeit, die Verfligbarkeit des zu untersuchenden Materials sowie
der Probenentnahmezeitpunkt und die Limitationen des Tests durch Sensitivitat und
Spezifitat zu beachten.

Im Folgenden werde ich auf die Vor- und Nachteile von serologischen im Vergleich zu
molekularbiologischen Methoden eingehen. Dass zwischen den mit verschiedenen
Nachweismethoden ermittelten Pravalenzen grof3e Unterschiede liegen kdnnen, ist bereits in
vielen Studien gezeigt worden und sollte deshalb unbedingt immer bei der Einordnung der
Pravalenz beachtet werden. So zeigten beispielsweise Studien Uber das Vorkommen von
A. phagocytophilum bei Hunden in Deutschland deutliche Unterschiede zwischen der
Seropravalenz und dem Erregernachweis mittels PCR. Es wurde bei 111 der auf
A. phagocytophilum untersuchten Hunde eine Seropravalenz von 43,2 % ermittelt,
wahrenddessen die mittels PCR Untersuchungen festgestellte nur bei 6,3 % lag (Jensen et
al., 2007a). Auch in einer Studie an der 522 Hunde teilnahmen, konnte dieses Ergebnis
bestatigt werden. Die Seropravalenz lag bei 43 %, dagegen konnten mittels der PCR nur bei
5,7 % der Hunde ein positives Ergebnis gezeigt werden (Kohn et al., 2011).

Dieser Unterschied kommt dadurch zu Stande, dass die direkte Nachweisbarkeit des
Erregers zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion mdglich ist (Granick et al., 2009),
wahrenddessen Antikorper eher zu einem spateren Zeitpunkt der Erkrankung gebildet
werden (Chandrashekar et al., 2010; Eberts et al., 2011) und dann zum Teil Gber Monate bis
zu einem Jahr persistieren konnen (Egenvall et al., 1997). AuRerdem ziehen sich viele
Erreger in bestimmte Organe zurlick, weshalb die Erregerdichte tageszeitlich aber auch im
Infektionsverlauf unterschiedlich sein kann und so nicht immer ausreichend DNA fir ein
positives PCR Ergebnis in der entnommenen Probe zu finden ist. Somit ist ein negatives
PCR Ergebnis nur bedingt aussagekraftig, da damit eine Infektion nicht ausgeschlossen
werden kann. Antikdrper-basierte Tests sind haufig auch nach der Behandlung eine gewisse
Zeit lang positiv, da zwar der Erreger im besten Fall eliminiert wurde, aber Antikorper weiter
persistieren. Weiterhin sind serologische Tests oft nicht in der Lage geimpfte von
ungeimpften, infizierten Tieren zu unterscheiden. Insgesamt liefern serologische
Nachweisverfahren eine groflere Bandbreite an Testergebnissen, die dann eingeschatzt
werden missen und wenn moglich in Zusammenhang mit der Klinik zu sehen sind.
Schwierig macht dies das Vorkommen von Kreuzreaktionen. Im Falle einer PCR kann ein
positives Ergebnis auRerdem durch Sequenzierung Gberprift und der Erreger belegt werden.
Aber auch bei den serologischen Testverfahren existieren teils groRe Unterschiede zwischen

den ermittelten Pravalenzergebnissen.
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Dabei sind Schnelltests, wie der SNAP®4Dx®Plus von IDEXX, durch die Mdglichkeit im
Vergleich kostengiinstig und schnell ein Ergebnis zu erhalten fir die Praxis sehr attraktiv,
wobei zu beachten ist, dass jeder serologische Test zum Nachweis eine Antigenpraparation
verwendet, die variieren kann. So verwendet der SNAP-Test beispielsweise synthetische,
hochspezifische Peptide aus den Oberflachenproteinen und kein Vollantigen wie viele
andere ELISAs oder IFATs. Dadurch wurde versucht einen Test zu entwickeln der moglichst
akute Infektionen nachweist und nicht durch lange Antikérperpersistenz oder Impfantikérper
beeinflusst ist (Chandrashekar et al., 2010). Des Weiteren unterliegt der IFAT subjektiven
Einflissen durch den Durchfliihrenden und seine Erfahrung, was eine Standardisierbarkeit

erschwert. Dies ist beim ELISA besser moglich.

2.2. Vektor-ubertragene Erkrankungen bei Hunden

Zu den Vektor-lUbertragenen Erkrankungen gehoéren unter anderem die Anaplasmose,
Ehrlichiose, Babebiose, Borreliose, Dirofilariose, Leishmaniose, Bartonellose, Rickettsiose,
sowie die Thelaziose (Baneth et al., 2012). Es handelt sich dabei um Erkrankungen, die
durch Vektoren Ubertragene Viren, Bakterien und Parasiten ausgeldst werden, bei Tieren zu
schweren, zum Teil lebensbedrohlichen Krankheitsverlaufen fiihren kénnen und oftmals
auch eine Gefahr fur die menschliche Gesundheit darstellen. Aus diesem Grund sind
aktuelle Untersuchungen Uber die Ausbreitung der Erreger und ihrer Vektoren, die Therapie-
und Prophylaxemdglichkeiten, sowie die Aufklarung und Sensibilisierung, sowohl der
Tierhalter als auch der Tierarzte, von groRer Bedeutung (Baneth et al., 2012) und waren
auch bereits in den letzten Jahren Gegenstand vieler Studien (Trotz-Williams and Trees,
2003).

2.2.1. Aktuelle Ausbreitung und Entwicklung

In den letzten Jahren haben Vektor-Ubertragene Erkrankungen stark an Bedeutung
zugenommen, wie verschiedene Autoren beschrieben haben (Beugnet and Chalvet-Monfray,
2013; Mencke, 2013; Schaffner et al., 2013; Semenza and Menne, 2009; Suk et al., 2014).
Dies wird durch viele Faktoren beglnstigt, so zum Beispiel durch den Klimawandel, das
erhdhte Reise- und Handelsaufkommen, auch (ber gréRere Entfernungen, sowie die
Renaturierung landwirtschaftlicher Nutzflachen und die dadurch begunstigte Vermehrung
von Reservoirwirten (Semenza and Menne, 2009; Suk et al., 2014). Besonders wenn
infizierte Vektoren und Wirte bei passenden klimatischen Bedingungen lokal und temporar
aufeinandertreffen, steigt die Wahrscheinlichkeit der Ausbreitung rasch an. In solchen Fallen

sind dann auch schnell humane Populationen bedroht (Savic et al., 2014).



Literatur

Dieses Risiko wird oft unterschatzt. Allerdings ist an Situationen, wie 2009 in Griechenland,
als die seit 1974 eliminierte Malaria wieder ausbrach und es zu mehreren humanen
Erkrankungsfallen kam (Zeller et al., 2013), zu sehen, wie groRe Relevanz solche
Erkrankungen immer wieder bekommen koénnen. Weiterhin gilt der West-Nil-Virus als
mdgliche zoonotische Bedrohung, da hierzulande Culex und Aedes als endemisch
angesehen werden (Becker et al., 2014). Ebenso werden immer wieder neue Vektoren auch
in Deutschland zufallig importiert, wie die durch mehrere Autoren beschriebene asiatische
Tigermulcke Aedes albopictus (Becker et al., 2014; Semenza and Menne, 2009) und Aedes
japonicus (Kampen et al., 2012; Werner and Kampen, 2013; Werner et al., 2012). AuRerdem
ist von einer moglichen Expansion (Suk and Semenza, 2014) und einer dadurch gestiegenen
Bedrohung durch Erkrankungen, wie dem Dengue-Fieber und Chikungunya die Rede, da
bereits 2004 nachgewiesen werden konnte, dass Ae. albopictus Ubertrager dieser
Pathogene ist (Gratz, 2004). Auch flir Ae. japonicus konnte diese Erkenntnis einige Jahre
spater gewonnen werden (Schaffner et al., 2011).

Bei meinen Untersuchungen handelt es sich um eine Folgestudie eines bereits beendeten
Projekts. In diesem wurden ebenfalls Hunde in Brandenburg auf das Vorkommen von
Erregern wie Dirofilarien, Babesien, Anaplasmen und Ehrlichien untersucht, allerdings mit
molekularbiologischen Methoden (Liesner et al., 2016). Dabei wurden insgesamt 1023
Hundeblutproben, sowie einige Fuchsblut- und Fuchsmilzproben in die Studie einbezogen.
Es wurden insgesamt sechs Hunde positiv auf Filarien getestet, wobei es sich bei zweien um
D. repens und bei zwei weiteren um D. immitis handelte. AuRerdem wurde in 15 von 1023
Hunden ein Vorhandensein von A. phagocytophilum festgestellt. Weiterhin konnte in einer
Probe E. canis nachgewiesen werden. Diese Probe wies ebenfalls eine Infektion mit
D. repens auf. Ebenfalls eine Probe wurde positiv auf B. canis getestet. Insgesamt konnte
kein endemisches Vorkommen von Dirofilarien bei Hunden oder Flichsen in Brandenburg
bestatigt werden (Liesner et al., 2016). Die Gefahr ist trotzdem als hoch einzustufen, da die
Erreger immer wieder in Hunden aus dieser Region nachgewiesen wurden.

So gab es in Deutschland bereits 2004 den ersten autochthonen D. repens Fall bei einem
Hund in Baden-Wirttemberg (Hermosilla et al., 2006). Aufierdem berichtete Reinhold
Sassnau 2009 sowie 2012 von autochthonem Vorkommen in einem Schlittenhundrudel in
Brandenburg (Sassnau et al., 2009; Sassnau et al., 2013). In einer daraufhin 2009
durchgefiihrten Studie im Havelland in Brandenburg konnte in keiner der 122 genommen
Fuchsblutproben das Vorhandensein von D. repens DNA nachweisen werden (Hartwig et al.,
2016). Einige Jahre spater konnte jedoch sowohl das Vorkommen von D. immitis als auch
von D. repens in einheimischen Miickenpopulationen in einer deutschlandweiten Studie 2014
(Czajka et al.) und in einer in Brandenburg 2013 von Sassnau et. al. (2014a) durchgeflhrten

Studie belegt werden. In Deutschland spielen als Vektoren vor allem die Gattungen Aedes,
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Culex und Anopheles eine Rolle, in welchen bereits zwischen 2011 und 2013 von Becker et
al. (2014) die DNA von D. repens nachgewiesen wurde. Obwohl damit ein moglicher Hinweis
fur das endemische Vorkommen dieser beiden Dirofilarienarten erbracht worden ist, sind in
Studien bisher eher geringe Pravalenzen festgestellt worden.

Auch Babesien sind in Deutschland in verschiedenen Regionen nachgewiesen worden, wie
2014 durch Schreiber et al. und ebenso 2016 durch Liesner et al. in Brandenburg (Liesner et
al., 2016; Schreiber et al., 2014). Die Seropravalenz bei Reise- und Importhunden aus
Deutschland lag laut einer Studie von 2011 bei 4,9 % fur B. canis (Hamel et al., 2011).
Ebenso wird von autochthonen Fallen berichtet, wie 2005 in Norddeutschland (Jensen and
Nolte, 2005) und im Saarland, sowie in Oberbayern (Naucke, 2008). Aullerdem wurden
zwischen April und Juni 2015 vier weitere Falle in Zusammenarbeit der Klinik fiur kleine
Haustiere mit dem parasitologischen Institut der FU Berlin beschrieben. Dabei handelte es
sich um Hunde, die mit typischen Symptomen und Laborveranderungen in der Klinik fir
kleine Haustiere vorgestellt wurden und bis auf einen, der 8 Monate zuvor in Polen war, den
Norden Deutschlands nicht verlassen hatten. Nachgewiesen wurde die Babesieninfektion im
Blutausstrich und sie wurde mittels PCR bestatigt (Kriicken et al., 2016).

Ebenfalls die Ausbreitung des Vektors Dermacentor reticulatus in bestimmten, vor allem
sudlichen, Regionen Deutschlands und Europas (Rubel et al., 2016) sowie das Vorkommen
von Ixodes ricinus in Deutschland sind durch Studien von Rubel et al. (2014) belegt. Auch in
Berlin/ Brandenburg konnte sie bereits in relativ hoher Dichte nachgewiesen werden (Kohn
et al., 2019).

Die Pravalenz von A. phagocytophilum in Zecken im Raum Berlin/ Brandenburg wurde von
Schreiber et al. (2014) mittels PCR untersucht. In weiteren Studien, zum Beispiel von Jensen
et al. (2007a) und Kohn et al. (2011) wurde ein deutlicher Unterschied gezeigt zwischen der
Seropravalenz, welche um 43 % lag, und der mit PCR festgestellten von 5,7 % bzw. 6,3 %.
Des Weiteren existieren Studien Uber das Vorkommen des Vektors der Leishmaniose, die
beweisen, dass sich das Endemiegebiet erweitert. Zum Bespiel Richtung Frankreich
(Peyrefitte et al., 2013), dem nérdlichen Osterreich, Belgien und den Niederlanden (Poeppl
et al.,, 2013). Als endemisch kann aber bisher nur das Gebiet bis in die nérdlichen Alpen
angesehen werden. Auch in Deutschland wurden bereits einige Funde gemacht, allerdings
bisher nur vereinzelt. Aufgrund der klimatischen Bedingungen ware ein Vorkommen entlang
des Rheingrabens bis Koln denkbar, denn es wurde herausgefunden, dass Phlebotomen ab
einer Jahresisotherme von 10 °C dauerhaft tGberleben kénnen. Dies ist in Deutschland nur
dort gegeben (Steinhausen, 2005).

In den letzten Jahren gab es immer mehr Untersuchungen in Deutschland, welche im
Ergebnis einen deutlichen Anstieg der diagnostizierten Leishmanioseinfektionen (Kaszak et

al., 2015; Mencke, 2013), darunter auch immer wieder autochthone Infektionen (Kellermeier
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et al., 2007; Naucke and Lorentz, 2012), zeigten.

Auch im Falle von H. canis ist eine Ausbreitung in nordlichere Gebiete zu erkennen. So
konnten drei importierte Falle in GroRRbritannien durch PCR und Blutausstrich nachgewiesen
werden (Attipa et al., 2018a). In der Tschechischen Republik konnten autochthone
Infektionen bei Hunden festgestellt werden, nachdem diese engen Kontakt zu Fuchsen bei
einer Fuchsjagd hatten (Mitkova et al., 2016). Des Weiteren wurde 2014 vom ersten Fall von
caniner Hepatozoonose in Deutschland berichtet (Najm et al., 2014b).

Diese Bespiele zeigen die Wichtigkeit weiterer Untersuchungen, die der Beobachtung von
Vorkommen, der Ausbreitung und Ubertragungswegen dienen, sowohl von Krankheitsfallen,
als auch der Verbreitung der notwendigen Vektoren. Weiterhin ist der Entwicklung von
Bekampfungsstrategien groflere Aufmerksamkeit zu widmen, was bereits mit der Aufklarung
Uber die aktuelle epidemiologische Lage und die Prophylaxemdglichkeiten beginnt (Baneth
et al., 2012).

Diese Arbeit soll sich auf solche Vektor-libertragenen Erreger fokussieren, welche im Raum
Berlin/Brandenburg von Bedeutung sind bzw. bei denen es Hinweise gibt, dass ihr
Vorkommen von hoher Relevanz ware. Diese sind in einer anschlieBenden Tabelle

ausgefiihrt und werden in der Literaturlibersicht erlautert.

2.3. Untersuchte Erreger

Vektor Pathogen

Schildzecken (Ixodidae) Anaplasma phagocytophilum
Anaplasma platys

Babesia canis canis

Babesia canis vogeli
Babesia canis rossi

Babesia gibsoni

Borrelia burgdorferi sensu lato
Ehrlichia canis

Ehrlichia ewingii
Hepatozoon canis
Stechmicken (Culicidae) Dirofilaria repens

Dirofilaria immitis
Sandmucken (Phlebotomus) Leishmania infantum

Schnecken (Pulmonata) Angiostrongylus vasorum

Tabelle 2: Untersuchte Erreger
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2.3.1. Leishmanien

2.3.1.1.  Taxonomie und Morphologie

Leishmanien zahlen zur Ordnung der Kinetoplastida und darin zur Familie der
Trypanosomatidae (Garnham, 1971). Leishmania spp. wird in drei Subgenera unterteilt:
Leishmania, Vianna und Sauroleishmania. Weiterhin wird innerhalb des Subgenus
Leishmania in die Erreger viszeraler Erkrankungen, Leishmania infantum und Leishmania
donovani, sowie die cutanen Spezien der Alten Welt, Leishmania tropica, Leishmania major
und Leishmania aethiopica, und der Neuen Welt, Leishmania mexicana und Leishmania
amazonensis, unterschieden (Bates, 2007). Die beim Hund in europaischen
Endemiegebieten anzutreffende Spezies ist L. infantum (Tyzzer and Walker, 1919). Selten
kann auch eine Infektion mit L. tropica (Christodoulou et al.,, 2012) oder L. donovani
(Antoniou et al., 2008) festgestellt werden. Dagegen ist Leishmania chagasi in Sudamerika
der Erreger der Hundeleishmaniose. Die genetischen Unterschiede sind allerdings nur gering
und haufig wird Leishmania chagasi als Synonym von L. infantum betrachtet. Insgesamt ist
es morphologisch nicht mdglich die Leishmania-Arten zu differenzieren. Sie werden auf
Grund biologischer, immunologischer sowie biochemischer Merkmale unterschieden.

Leishmanien sind charakterisiert durch ein stumpfes Hinterende und einen kleinen
Kinetoplasten, der subterminal gelegen ist. Sie sind ca. 10-20 um lang und liegen im Vektor
in der promastigoten, der begeilielten Form, sowie innerhalb des Wirbeltieres in der
amastigoten, unbegeiselten Form, vor (Jacobson, 2003). Die Geisel ist kurz und berragt die
Zelloberflache nicht. In der amastigoten Form sind die Leishmanien rundoval und enthalten

einen grofRen Kern (Garnham, 1971).

2.3.1.2. Wirtsspektrum
Leishmania spp. infizieren eine Vielzahl von Saugetieren. Leishmania infantum ist vorrangig
in domestizierten, aber auch in Wildcaniden (Criado-Fornelio et al., 2000; Karayiannis et al.,
2015; Sastre et al., 2008) zu finden. Weiterhin konnte ein Vorkommen in Katzen (Maroli et
al.,, 2007), Hasenartigen (Molina et al., 2012), Nagern (Tsakmakidis et al., 2017),
Beuteltieren (Montoya et al., 2016), Primaten (Malta et al., 2010) und Equiden (Fernandez-

Bellon et al., 2006) nachgewiesen werden.

2.3.1.3. Entwicklungszyklus und Ubertragungswege

Die Phlebotomenweibchen kénnen bei der Blutmahlzeit, die sie vor der Eiablage bendtigen,
an einem infizierten Wirt die amastigoten Stadien aufnehmen, welche sich in Makrophagen

und Monozyten befinden. Im Mitteldarm der Phlebotomen wandeln sich die amastigoten in
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promastigote Zellen um. Durch Zweiteilungen vermehren sich diese und besiedeln zum Teil
in freier und zum Teil in an die Darmwand gebundener Form den Vektor (Deplazes et al.,
2012a). Der sich zum metazyklischen, promastigoten Stadium entwickelnde Teil wird durch
den Saugrussel der Micke beim nachsten Stich in die Haut des Wirtes injiziert (Bates, 2007).
Die promastigoten Leishmanien binden Opsonine, durch welche sie an Rezeptoren des
Mononukledres Phagozyten-System (MPS) andocken kdnnen. Auf diesem Weg gelangt der
Erreger Gber ein Phagosom in ein Phagolysosom, wo sich die amastigote Form entwickelt
und wiederum durch asexuelle Zweiteilung vermehrt. In dieser intrazelluldren Lage im
Phagolysosom sind Leishmanien durch Mechanismen der Zellumprogrammierung vor den
eigentlich dort stattfindenden Immunabwehr geschutzt (Barbieri, 2006). Beim Zerfall der Zelle
werden die amastigoten Stadien frei und kénnen so weitere Makrophagen infizieren (Bates,
2007).

Neben dem Stich von Phlebotomen stellen Kontaktinfektionen zwischen Hunden durch
Wunden oder Bisse (Naucke et al., 2016), pranatale Infektionen (Naucke and Lorentz, 2012;
Naucke and Lorentz, 2013), sowie mechanische Ubertragung, wie die iatrogene und solche
durch Bluttransfusionen (de Freitas et al., 2006; Owens et al., 2001) weitere
Transmissionswege dar. Weiterhin wurde von zwei moglicherweise autochthon infizierten
Golden Retrievern berichtet, welche untereinander sexuellen Kontakt hatten, sowie mit
einem Hund, welcher einen Auslandsaufenthalt in Spanien als Reisevorgeschichte hatte
(Kellermeier et al., 2007). Sexuelle und transplazentare Ubertragung von Leishmanien wurde
bereits bei Mausen (Rosypal and Lindsay, 2005), Menschen (Pagliano et al., 2005;
Symmers, 1960) und Hunden (Naucke and Lorentz, 2012; Rosypal et al., 2005; Silva et al.,
2009) gezeigt. Genitale Lasionen im Zusammenhang mit Leishmaniose sind bei Hunden gut
dokumentiert (Junior et al., 2017; Silva et al., 2008). Des Weiteren konnte Leishmania spp.
immer wieder in Proben von Totgeburten oder Neugeborenen von symptomatisch oder
asymptomatisch natlrlich infizieten HUndinnen nachgewiesen werden, die mit
nekrotisierender Plazentitis und Abort oder mikroskopischen Veranderungen in der Plazenta
assoziiert sind (Dubey et al., 2005; Masucci et al., 2003). Insgesamt unterstiitzen diese
Studien die Vorstellung, dass die canine Leishmaniose vertikal Ubertragen wird. Auch stehen
andere blutsaugende Arthropoden, wie Zecken oder Fldhe im Verdacht Leishmanien zu
Ubertragen (Oliveira et al., 2015). Es gibt bisher keine endgiltigen Aussagen Uber die Rolle

dieser Ektoparasiten im Ubertragungszyklus der Leishmaniose (Baneth, 2014).

2.3.1.4. Diagnostik
Aufgrund der zum Teil unspezifischen klinischen Symptome und der langen Inkubationszeit
kann sich die Diagnostik im Fall der Leishmaniose schwierig gestalten. Obwohl sich

Antikorper erst einige Wochen nach der Infektion bilden, werden zumeist serologische
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Testverfahren, wie ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Immunfluoreszenz-
Antikorper-Test (IFAT) oder Westernblot verwendet, welche die Anti-Leishmanien-Antikorper
im Serum messen. Diese Tests sind, aufgrund der langen Inkubationszeit, bereits oft vor
dem Eintreten klinischer Erscheinungen positiv, so dass ein Hund mit Symptomen und
positivem Testergebnis sehr sicher an einer Leishmaniose erkrankt ist (Oliva et al., 2006).
Allerdings kann es immer wieder auch zu falsch positiven Ergebnissen kommen (Wolf et al.,
2014). So ist es beispielsweise nicht mdglich mit serologischen Testverfahren geimpfte von
infizierten Tieren zu unterscheiden. Aufllerdem kann es zu Kreuzreaktionen mit
Trypanosomen oder anderen Hamoparasiten kommen (de Castro Ferreira et al.,, 2007;
Krawczak Fda et al., 2015; Porrozzi et al., 2007). Insgesamt konnte festgestellt werden, dass
der IFAT vor allem in asymptomatischen Fallen unspezifischer ist als der ELISA. Aul3erdem
scheinen sich ELISA mit I16slichen promastigoten oder amastigoten Antigenen am besten flir
die serologische Diagnostik zu eigenen (Mettler et al., 2005).

Weiterhin wurden verschiedene immunochromatografische Assays als Schnelltests
entwickelt, welche in der Regel rekombinante Proteine der Leishmanien enthalten (Fraga et
al., 2016).

Aulerdem gibt es Untersuchungen, die die Konzentration von Akute-Phase Proteinen (APP)
zur Einschatzung der klinischen Situation zu nutzen versuchen. Es wurde in diesem
Zusammenhang eine Einteilung der erkrankten Hunde in drei Gruppen vorgeschlagen, wobei
Gruppe 1 die Hunde ohne klinische Symptome und APP-Werte im Referenzbereich enthielt,
Gruppe 2 solche, die keine klinischen Anzeichen, aber leicht erhéhte APP-Werte zeigten und
Gruppe 3 die Hunde, welche klinische Symptome und leicht bis stark erhdhte APP-Werte
aufwiesen (Ceron et al., 2018). Damit kénnte eine Uberwachung der klinischen Entwicklung
von asymptomatischen Hunden oder welchen mit fraglichem serologischen Testergebnis
mdglich sein.

Eine andere Studie untersuchte den Anstieg des spezifischen Anti-Phlebotomus perniciosus
IgG2 in natirlich und experimentell durch Phlebotomus perniciosus infizierten Hunden. Eine
Messung mittels ELISA konnte als Risikomarker nitzlich zu sein, denn es konnte eine
negative Korrelation zwischen der caninen Antikérperreaktion auf Phlebotomenstiche und
dem Risiko der Leishmanienibertragung nachgewiesen werden (Vlkova et al., 2011).
Allerdings sind auch molekularbiologische oder histopathologische sowie zytologische
Nachweise mdgliche Verfahren, wobei sich vor allem Proben aus lymphatischen Organen
zur Diagnostik eignen (Nunes et al., 2018; Solano-Gallego et al., 2009).

Die PCR und gPCR stellen sehr sensitive und spezifische Methoden des Nachweises dar.
Bei Verwendung einer nested PCR konnte eine hohe Sensitivitat selbst bei
asymptomatischen Hunden erzielt werden (Albuquerque et al., 2017). Es werden vorrangig

periphere Blutproben, Knochenmarksaspirate, sowie Lymphknoten- und Hautbiopsien
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verwendet (Silva et al., 2017). Aber auch Konjunktivalabstriche kdnnen mittels PCR
analysiert werden und es ist dabei mdglich, eine Sensitivitat von bis zu 78,4 % und eine
Spezifitat von bis zu 93,8 % zu erreichen (Geisweid et al., 2013).

Die entstehende granulomatdse Entzindungsreaktion ist, zusammen mit den amastigoten
Stadien der Leishmanien in den Makrophagen, histopathologisch zu erkennen (Baneth et al.,
2008) und stellt einen eindeutigen Erregernachweis dar. Eine Hautbiopsie oder
Aspirationsbiopsie aus Lymphknoten, Knochenmark oder Milz kdénnen als gefarbte
Ausstriche analysiert werden (Tafuri et al., 2001). Dabei erzielen Milzaspirate das beste
Ergebnis (Barrouin-Melo et al., 2004).

Auch Abstriche sind mdéglich, werden aber in der kurativen Praxis seltener angewendet. Die
Sensitivitdt des Knochenmarkabstrichs betragt etwa 60-85% und bei einem
Lymphknotenabstrich 30-40 % (Sundar and Rai, 2002).

2.3.1.5. Verbreitung

Die canine Leishmaniose ist in Gber 70 Landern weltweit endemisch (Moreno and Alvar,
2002). Leishmania infantum kommt bereits seit Iangerem im Nahen Osten und in Gebieten in
Asien, Afrika und Sud- und Zentralamerika vor (Baneth et al., 2008), sowie in den Tropen
und Subtropen (Naucke and Lorentz, 2012). Auch in Europa konnten, vor allem in der
Mittelmeerregion, verschiedene Endemieherde lokalisiert werden, welche sich in immer
nordlichere Regionen ausdehnen.

Beispielsweise galt der Norden ltaliens 1983 noch als Leishmaniose-frei. Im Laufe der 90er
Jahre etablierten sich Herde in verschiedenen Gegenden, wie der Toskana, Umbrien und
den Abruzzen. Mit Hilfe von ,LeishMap®“ konnten 2003 auch in den Regionen Lombardei und
Sudtirol neue Herde gefunden werden. Ebenso konnte eine Ausweitung der bereits
bestehenden endemischen Gebiete gezeigt werden (Capelli et al., 2004; Maroli et al., 2008).
Diese Ausbreitung in Richtung Norden wurde auch in Frankreich (Chamaillé et al., 2010;
Kasbari et al., 2012) und Spanien (Amusategui et al., 2004) nachgewiesen. Eine Umfrage in
Frankreich, Griechenland, Spanien, Italien und Portugal 2014 zeigte, dass die Pravalenz
sehr unterschiedlich ist. So wurden in Frankreich 0,71 %, in Portugal 3,71 % und in
Griechenland 7,80 % ermittelt (Mattin et al., 2014). Eine andere Veroffentlichung berichtet
von einer Pravalenz von 9,1 % bei Hunden in Portugal, welche mit serologischen Methoden
untersucht wurden (Menn et al., 2010). Auf Mallorca wurden 100 Hunde mittels Serologie
sowie PCR aus Kojunktivalabstrich, Haut- und Knochenmarksproben untersucht und eine
Gesamtpravalenz von 67 % festgestellt (Solano-Gallego et al., 2001). Mittels PCR konnte in
Barcelona eine Pravalenz von 29,4 % bei der Untersuchung von 153 Hunden ermittelt
werden (Tabar et al., 2009).
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In Deutschland zeigten serologische Untersuchungen (IFAT) bei Hunden mit
Reisevorgeschichte eine Pravalenz von 3,6 % (Hamel et al., 2011) bzw. 12,2 % (Menn et al.,
2010). Eine weitere mittels IFAT durchgeflhrte Studie bei Hunden, die eine Reiseanamnese
aufwiesen, ergab eine Pravalenz von 17,7 % (Hirsch and Pantchev, 2008). Retrospektiv
wurden Ergebnisse von Untersuchungen auf Leishmanien bei Hunden in Deutschland mit
Reisehintergrund zwischen 2004 und 2008 analysiert und dabei mit serologischen Verfahren
eine Pravalenz von 9,6 % und mit PCR von 14,9 % ermittelt (Rohrig et al., 2011).

Studien Uber das Vorkommen der Phlebotomen zeigen, dass der Vektor auch in weiten
Gebieten Europas nérdlich der Endemiegrenze der Leishmaniose vorkommt, wenn auch nur
in geringen Populationsdichten. So gab es Funde in der Stdschweiz (Knechtli and Jenni,
1989), im Norden Osterreichs (Poeppl et al., 2013) und Frankreichs (Lewis, 1982; Peyrefitte
et al., 2013), sowie in den Niederlanden (Teske et al., 2002). Auch in Deutschland wurden
bereits vereinzelte Phlebotomen in Rheinland-Pfalz (Naucke and Schmitt, 2004) und Baden-
Wiirttemberg (Naucke and Pesson, 2000) gefangen, wobei es sich teilweise auch um zufallig
importierte Individuen handeln kénnte. Als endemisch kann bisher nur das Gebiet bis in die
nordlichen Alpen angesehen werden. So konnten in einer Studie 2013 keine endemischen
Herde im Sitiden Deutschlands gefunden werden (Haeberlein et al., 2013). Allerdings ist
auch belegt, dass aufgrund der klimatischen Bedingungen ein Vorkommen entlang des
Rheingrabens bis Koln denkbar ware, da ermittelt wurde, dass Phlebotomen ab einer
Isotherme von 10 °C dauerhaft Gberleben kénnen. Diese Bedingung ware in Deutschland bis
jetzt nur dort gegeben (Steinhausen, 2005). Trotzdem gibt es immer wieder Berichte von
autochthonen Infektionen, wie zum Beispiel in Brandenburg 2007 bei zwei Golden Retrievern
(Kellermeier et al., 2007). Auch in den Nachbarlandern Deutschlands kommt es vereinzelt zu
autochthonem Vorkommen, wie bereits 1997 in den Niederlanden beschrieben (Diaz-

Espifieira and Slappendel, 1997).

2.3.1.6. Klinik

Die Intensitat der klinischen Symptome hangt von verschiedenen Faktoren der Infektion ab,
vor allem aber vom Immunstatus des Hundes. So sind manche Hunde in der Lage den
Ausbruch der Leishmaniose Uber Jahre zu kontrollieren und sogar eine spontane Heilung zu
entwickeln (Koutinas and Koutinas, 2014). Insgesamt sind die klinischen Erscheinungen sehr
variabel, da es sich um eine haufig chronisch verlaufende Erkrankung handelt, an der viele
Organe beteiligt sein kénnen (Solano-Gallego et al., 2011). Es wird davon ausgegangen,
dass ungefahr 50 % aller betroffenen Hunde keine Symptome zeigen (Mancianti et al.,
1988).

Man unterscheidet die viszerale und die cutane Form der Leishmanieninfektion. Bei der

caninen Leishmaniose sind die ersten Symptome haufig Midigkeit und ausgepragte,
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generalisierte Lymphknotenschwellung (Lima et al., 2004). Des Weiteren kommt es bei den
meisten Hunden =zu Hautveranderungen wie Alopezie, exfoliativer Dermatitis und
Schuppenbildung (Manzillo et al., 2013). Diese entstehen aber erst, wenn sich die Parasiten
bereits im Koérper ausgebreitet haben und so sind meist auch viszerale Symptome zu
bemerken (Ferrer et al., 1988). Dazu zahlen Leistungsschwache, Fieber, Muskelatrophie,
Augenveranderungen, wie Keratokonjunktivitis und Uveitis oder auch Anorexie (Ciaramella
et al., 1997). Ebenfalls wird Nasenbluten als Folge der Thrombozytopenie und verminderter
Thrombozytenfunktion beobachtet. Des Weiteren sind Nierenversagen und Proteinurie
aufgrund einer Glomerulonephritis durch die bei der humoralen Immunantwort gebildeten
Antikérper-Komplexablagerungen typisch und haufig Todesursache (de Oliveira Frazilio et
al., 2018). Diese Antikérper-Komplexe lagern sich auch in anderen inneren Organen ab und
fihren dort zu Entziindungsreaktionen mit Folgen wie Vaskulitiden, Lahmheit oder
neurologischen Symptomen (Giannuzzi et al., 2017).

Zu den haufigen Laborwertveranderungen zahlen Hyperproteindmie mit Hyperglobulinamie

und Hypoalbunamie. Weiterhin sind oft eine milde Anamie und Leukopenie zu beobachten.

2.3.1.7. Therapie

Behandlungen gegen Leishmaniose konnen die klinischen Symptome mildern, das
Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen und die Parasitdmie deutlich senken. Allerdings
gibt es keine Heilung, da es nicht mdglich ist den Erreger aus dem Korper zu eliminieren
(Alvar et al.,, 1994). Trotzdem ist auch die Behandlung von asymptomatisch Hunden
aufgrund eines moglichen akuten Ausbruchs bei Immunsupression auf jeden Fall zu
empfehlen (Miro and Lopez-Velez, 2018).

Derzeit sind einige Medikamente fir die Behandlung von Leishmaniose beim Hund
zugelassen, wie zum Beispiel das leishmanistatische Allopurinol (Gothe et al., 1997), ein
Purin-Analogon, welches zum Teil Uber Jahre per os (p.o.) verabreicht wird. Als
Nebenwirkung treten vor allem Urolithiasis auf (Oliva et al., 2010) und es konnten
mittlerweile Resistenzen von L. infantum Populationen nachgewiesen werden (Yasur-Landau
et al., 2018). Ebenso ist eine Kombination mit Antimonpraparaten, wie dem leishmaniziden
N-Methylglucamin, als Therapie moglich (Moritz et al., 1998). Weiterhin existiert ein Wirkstoff
mit leishmanizider Wirkung, welcher auch in der Onkologie eingesetzt wird, das Miltefosin
(Manna et al., 2008). Dieser Wirkstoff wird Uber den Kot ausgeschieden und eignet sich so
auch bei chronischer Niereninsuffizienz in gleichbleibender Dosierung, von 2 mg/kg
Kdrpergewicht taglich Uber 28 Tage (Solano-Gallego et al., 2009). Milteforan® ist nicht in
Deutschland zugelassen, kann aber Uber internationale Apotheken bestellt werden.
Probleme mit dem Verdauungstrakt sind die haufigste Nebenwirkung (Manna et al., 2008).
Auch hierbei ist eine Kombination mit Allopurinol mdglich. Als weiteres Medikament steht

Amphoterizin B zur Verfiigung, was wegen seiner Nephrotoxizitat aber seltener Anwendung
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findet (Oliva et al., 2010). Aufgrund der Bedeutsamkeit der Leishmaniose und der
Nebenwirkungen der bisher entwickelten Medikamente wird an neuen Formulierungen
geforscht. So ist beispielsweise Furazolidon schon langer fur seine leishmanizide Wirkung
bekannt. Allerdings sind die toxischen Nebenwirkungen umfangreich. Deshalb wurde
versucht die Ldslichkeit zu erhdhen, indem Komplexe zwischen Furazolidon und Beta-
Cyclodextrin gebildet wurden. Dadurch konnten die Nebenwirkungen bei weiterhin
vorhandener Wirksamkeit reduziert werden (Carvalho et al., 2018).

Neben leishmaniziden Wirkstoffen werden Immunmodulatoren wie Domperidon, ein
gastrointestinales Prokinetikum und Prolaktinstimulator, eingesetzt, um eine zellulare
Immunantwort auszulésen (Gémez-Ochoa et al., 2012; Sabaté et al., 2014). Ebenso wurde
berichtet, dass die Verabreichung bestimmter Nukleotide in Kombination mit den
leishmaniziden Mitteln zu einer guten klinischen Besserung flhrt (Segarra et al., 2017).
Aulerdem sollte auf eine purinarme Ernahrung geachtet werden, entsprechende Futtermittel
sind mittlerweile kommerziell erhaltlich.

Weiterhin fand man heraus, dass das Impfen von Leishmanien-positiven Hunden zu einer
Reduktion der Symptome und in diesem Zusammenhang zu einer verminderten Mortalitat
flihren kann. In einer Untersuchung wurde dazu eine doppelblinde, blockrandomisierte,
placebokontrollierte Impfstoff-lmmuntherapie-Studie durchgefiihrt, in der die Wirksamkeit
eines rekombinanten Leishmania A2-Proteins, saponinadjuvantierten Impfstoffs (LeishTec®)
Uberprift wurde (Toepp et al., 2018). Eine andere Studie zeigte die Wirksamkeit eines
Impfstoffes bestehend aus Gesamtantigenen von L. amazonensis und Saponin, der in der
Lage war hamatologische und biochemische Parameter zu erhalten, den klinischen Status
zu verbessern, den Serumspiegel von IgG zu senken, eine lymphoproliferative Kapazitat
gegen ldsliche Antigene von L. infantum zu induzieren und deutlich die Parasitenbelastung
zu senken. Es konnte jedoch keine Elimination der Infektion erreicht werden (Viana et al.,
2018).

Ungefahr 90 % der Hunde erreichen eine klinische Heilung und Normalisierung der
Laborwerte durch Gabe der beschriebenen Chemotherapien nach einigen Monaten.
Rezidive sind noch bis ca. 2 Jahre nach Absetzen der Medikamente mdglich. Aus diesem
Grund sollten die Hunde engmaschig klinisch Uberwacht werden. Die durchschnittliche

Uberlebenszeit nach der Diagnosestellung betragt 6 Jahre (Solano-Gallego et al., 2011).

2.3.1.8.  Prophylaxe
Da es sich bei der Leishmaniose um eine nicht heilbare, lebensbedrohliche und zoonotische
Erkrankung handelt, sollte der Pravention besondere Bedeutung beigemessen werden. So
sind einige Praparate mit Repellenteffekt gegen Sandmiicken erhaltlich, welche, wenn sich

der Hund in Endemiegebieten aufhalt, unbedingt angewendet werden sollten. Diese sind als
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Halsbander und Spot-on Praparate erhaltlich und enthalten Wirkstoffe, wie zum Beispiel
Deltamethrin oder Permethrin. Bei den Spot-on Praparaten muss darauf geachtet werden,
dass der Hund bei hdufigem Nasswerden o6fter behandelt wird. Auflerdem konnte in einer
Untersuchung 2004 gezeigt werden, dass selbst bei korrekter Anwendung kein topisches
Praparat einen vollstandigen Schutz vor Stichen durch die Sandmiicken darstellen konnte
(Alvar et al., 2004). So konnte in einer Untersuchung Uber den Effekt eines Praparates aus
10 % Imidacloprid und 50 % Permethrin nachgewiesen werden, dass die repellierende
Wirksamkeit am ersten Tag bei 94,6 % und die insektizide Wirkung bei 60,0 % lag. Am 29.
Tag der Untersuchung lag die repellierende Wirksamkeit nur noch bei 55,9 % und die
insektizide Wirkung bei 29,3 % (Mencke et al., 2003). Eine weitere Studie mit dem gleichen
Praparat, allerdings unter Feldbedinungen in Siditalien getestet, ergab eine protektive
Wirksamkeit 88,9 % bis 100 % in den jeweiligen Versuchsgruppen (Otranto et al., 2007).
Weiterhin bieten Insektengitter an den Fenstern und Tiren einen gewissen Schutz in den
Raumlichkeiten. Auch sollte darauf geachtet werden, dass die Brutplatze der Phlebotomen
gemieden werden und sich der Aufenthalt der Hunde im Freien auf die Zeit ungefahr eine
Stunde nach Sonnenaufgang bis eine Stunde vor Sonnenuntergang beschrankt (Martin-
Sanchez et al.,, 2009), da vor allem wahrend der Risikosaison Mai bis November in
studeuropaischen Endemiegebieten die weiblichen Phlebothomen im restlichen Zeitraum am
aktivsten sind.

Des Weiteren existieren drei fir die Veterindrmedizin zugelassene Impfstoffe, die eine
Schutzwirkung von mindestens 12 Monaten haben. Allerdings bieten sie keinen Schutz vor
den Phlebotomenstichen, sondern sollen das Risiko einer aktiven Infektion und einer
klinischen Erkrankung nach Kontakt mit L. infantum verringern. Deshalb sollte auf die
anderen genannten Praventionsmallnahmen nicht verzichtet werden. Es wurden
verschiedene Impfstoffvarianten getestet, wobei diese auf Basis rekombinanter Antigene
oder deren Ausscheidungs-Sekretionsprodukten die besten Ergebnisse erzielten (Moreno et
al., 2014; Oliva et al., 2014). Als wirksame Bestandteile enthalt der Impfstoff CaniLeish® von
Leishmanien exkretierte und sekretierte Proteine (ESP) sowie ein Adjuvans. Die ESP
enthalten sowohl Oberflachenproteine als auch intrazellulare EiweiRe und werden aus der
promastigoten und der amastigoten Form der Leishmanien gewonnen. Das Adjuvanz stellt
ebenfalls einen wirksamen Bestandteil dar und spricht vor allem die zellulare Immunabwehr
der Hunde an, was bei Erregern, die intrazellular vorkommen, wie den Leishmanien,
besonders wichtig ist (Anonym, 2012). Weiterhin sind als Anti-Leishmanien Impfstoffe ein
rekombinantes Einzelprotein-Antigen und ein rekombinantes Polypeptid-Antigen erhaltlich.
Die Wirksamkeit dieser kommerziell erhaltlichen Impfstoffe ist allerdings eingeschrankt und
liegt zwischen 68,4 und 80 % (Fernandes et al., 2014, Oliva et al., 2014; Palatnik-de-Sousa,
2008; Regina-Silva et al., 2016).
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In einigen Landern, wie beispielsweise Brasilien, werden nachweislich infizierte Hunde
euthanasiert, um die Inzidenz bei Hunden und Menschen zu senken. Eine Studie, die
durchgefihrt wurde, um die Wirksamkeit dieser MalRnahme zu Uberprifen, fand heraus, dass
es vor allem in den ersten beiden Jahren zu einer sinkenden Zahl der Neuerkrankungen bei
Hunden von 36 auf 6 % kam. Auch bei den menschlichen Krankheitsfallen konnte ein
signifikanter Rlckgang vermerkt werden. Insgesamt konnte keine Elimination der
Erkrankung erreicht werden, allerdings eine deutliche Reduzierung der klinischen Falle
(Ashford et al., 1998). Trotzdem sollte die ethische Vertretbarkeit dieser Mallnahme
Uberdacht werden. Eine weitere Studie in Brasilien untersuchte die Auswirkung der
Anwendung von Deltamethrin-impragnierten Hundehalsbandern (Scalibor®) und konnte eine
Reduzierung der Pravalenz um 53-59 % feststellen (Kazimoto et al., 2018). Dies zeigt, dass
auch die Unterbrechung des Infektionskreislaufes als PraventionsmafRnahme von grofer
Bedeutung ist. Denn es ist, wie bereits erwahnt, nicht mdglich eine Eliminierung des Erregers
trotz therapeutischer Mallnahmen zu erreichen und so kann es zu immer neuen Infektionen
der Vektoren kommen (Baneth and Shaw, 2002). Deshalb sollten infizierte Hunde zusatzlich
mit insektiziden Medikamenten behandelt werden, um eine Weiterverbreitung zu verhindern

(Ribeiro et al., 2018). Gleiches gilt, falls moglich, fir asymptomatisch infizierte Hunde.

2.3.1.9. Zoonotisches Potenzial

Die Weltorganisation fiir Tiergesundheit hat die Leishmaniose als vernachlassigte tropische
Krankheit (NTD) zu den 20 wichtigsten Krankheiten aufgrund des DALY-Systems erklart
(Mitra and Mawson, 2017). Jedes Jahr infizieren sich weltweit eine halbe Million Menschen
mit Leishmanioseerregern und 51.000 sterben daran (Desjeux, 1996; Zhao et al., 2016). Die
Inzidenz ist zunehmend (Guarga et al., 2000; Michalsky et al., 2007).

In endemischen Gebieten des Erregers L. infantum sind Kinder wie Erwachsene betroffen,
besonders anfallig sind immunsuppremierte Menschen. Im Fall von L. infantum handelt es
sich haufig um asymptomatische Infektionen (Gramiccia and Gradoni, 2005). Der Hund stellt
in diesen Gebieten ein groRes Reservoir dar und Studien belegen, dass Menschen die
Hunde in endemischen Gebieten halten ein hdheres Risiko besitzen an Leishmaniose zu
erkranken (Brodskyn and Kamhawi, 2018; Bsrat et al., 2018). Die meisten Infektionen
werden dabei durch Phlebotomenstiche Ubertragen (Courtenay et al., 2002). Auch die
Ubertragung durch Bluttransfusionen, verunreinigte Spritzen und diaplazentar spielen eine
Rolle. Immer wieder kann die Ubertragung aber auch nicht sicher abgeklart werden, wie in
einem Fallbericht Gber einen amerikanischen Mann, der Urlaub in Italien gemacht hatte, sich
aber keiner Insektenstiche oder dergleichen bewusst war (Asbury et al., 2018).

Zumeist ist die kutane Form seltener als die viszerale zu beobachten. Die Entwicklung eines

humanen Anti-Leishmanienimpfstoffes war bisher nicht erfolgreich (Gradoni et al., 2005).
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2.3.2. Babesien

2.3.2.1. Taxonomie und Morphologie

Babesien gehdren zusammen mit den Theileriidae zur Ordnung der Piroplasmida und sind
Teil der Familie der Babesiidae. Es existieren mehr als 100 verschiedene Babesienarten
(Levine, 1971). Da sich diese Studie mit Hunden beschaftigt, werde ich mich in den
folgenden Ausfiihrungen vorwiegend auf einige bestimmte Arten beschranken: Babesia
canis, Babesia vogeli, Babesia rossi, Babesia gibsoni und Babesia annae. Aufgrund der
Vielfalt dieser Gattung gab es besonders vor der Einfiihrung molekularbiologischer
Methoden groRe Schwierigkeiten bei der Zuordnung der einzelnen Spezies. So erkannte
Reichenow erst lange nach der Benennung von B. canis Unterschiede in der Pathogenitat
der Isolate und differenzierte so erstmals Babesia canis und Babesia vogeli (Reichenow,
1935). Heute werden drei Arten von B. canis aufgrund von Kreuzimmunitat, serologischen
Tests, Vektorspezifitdit und molekularer Phylogenie klassifiziert: Babesia canis, Babesia
vogeli, Babesia rossi (Carret et al., 1999; Matijatko et al., 2012).

Weiterhin ist taxonomisch, die erst vor kurzem identifizierte Art B. annae von Bedeutung.
Denn die im Jahre 2000 erstmals beschriebene Spezies (Zahler et al., 2000a) hat grol3e
phylogenetische Ahnlichkeit zu B. microti, wurde aber auch teilweise den Theilerien
zugeordnet, weshalb sie in der Literatur viele Synonyme hat, wie B. microti-like, Babesia
Spanish dog Isolat, Babesia cf. microti oder Theileria annae. Sie verursacht zumeist
subklinische Infektionen bei Rotflichsen, I6st aber auch Anadmie, Thrombozytopenie und
Azotamie bei Hunden aus. Neuere Untersuchungen zeigen eine deutliche Abgrenzung zu
den Theilerien, aber auch Unterschiede zu B. microti. Deshalb wurde der Name ,Babesia
vulpes sp. nov.“fir die neue Spezies vorgeschlagen (Baneth et al., 2015). Da aber auch hier
eine Verwandtschaft zu den Babesien impliziert wird, welche phylogenetisch so nicht belegt
werden konnte, empfiehlt Harris et al. (2016) bis zur definitiven Genotypisierung diesen
Erreger unter der ,Microti-Gruppe® zusammenzufassen.

Es ist wahrscheinlich, dass die Genotypisierung von Piroplasmen noch nicht abgeschlossen
ist und neue Isolate charakterisiert werden kénnen (Irwin, 2009).

Man unterscheidet Babesien in gro3e Arten, mit Merozoiten Uber 2,5 ym, und kleine Arten,
welche Merozoiten unter 2,5 um enthalten. Charakteristisch sind die tropfen- oder
birnenférmigen, einkernigen, 0,3-0,5 um langen Merozoiten, die meist paarweise, seltener zu

mehreren, zentral oder marginal im Erythrozyten von Saugern liegen (Irwin, 2010).

2.3.2.2. Wirtsspektrum
Babesia spp. befallen hauptsachlich Saugetiere wie Nager (Obiegala et al., 2015),

Carnivoren und Wiederkauer (Boch, 1985), selten auch Végel (Andersson et al.,, 2017a).
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Dabei sind Babesien im Allgemeinen recht wirtsspezifisch (Bauer et al., 2011). So infizieren
sich Hunde meist mit Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia rossi, Babesia gibsoni oder
Babesia annae. Auch in Fichsen und Wodlfen konnten einige dieser Babesia-Spezien
nachgewiesen werden (Farkas et al., 2015). Ebenso konnte aber auch B. equi in Hunden
gefunden werden (Beck et al., 2009). Somit scheinen Uberschneidungen bei der
Erregerspezifitdt moglich, allerdings flhren diese Infektionen selten zu klinisch manifesten
Infektionen (Criado-Fornelio et al., 2003).

2.3.2.3. Entwicklungszyklus und Ubertragung

Den wichtigsten Vektor stellen verschiedene Schildzeckenspezien dar. So wird B. canis von
Dermacentor reticulatus und B. vogeli von Ripicephalus sanguineues Ubertragen.
Haemaphysalis spp. und Dermacentor spp. sind die Vektoren fur B. gibsoni (Homer et al.,
2000). Eine Ubertragung findet ab einer Saugdauer von 24 Stunden statt. Eine Ausnahme
stellen infizierte mannliche D. reticulatus Zecken dar, die die infektiosen Stadien bei einer
zweiten Blutmahlzeit sofort Gbertragen kénnen (Heile et al., 2007).

Bei dem Stich der Zecke gelangen die mit spharoiden Merogoniestadien infizierten
Erythrozyten in den Darm des Vektors, wo sich mannliche und weibliche Gamonten bilden.
Die aus der Gamogamie hervorgegangenen Zygoten differenzieren sich zu Kineten, die in
die Darmzellen eindringen, sich vermehren und Sporokineten bilden. Diese wandern in die
Hamolymphe und befallen die Hamozyten sowie die Korperzellen verschiedener Organe der
Zecke, wie zum Beispiel die Ovarien. Bei den Zecken ist so neben der transstadialen, auch
die transovarielle Ubertragung von Babesien méglich (Reule et al., 2007). In diesen Zellen
finden weiterhin Sporogoniezyklen statt. Erst nach dem Schllpfen der Zeckenlarve aus dem
infizierten Ei, gelangen Sporokineten in die Speicheldriisenzellen, wo sie sich zu Sporozoiten
entwickeln. Mit dem Speichel der Zecke gelangen diese in die Blutbahn des Wirtes, wo sie
die Erythrozyten befallen und sich zunachst Trophozoiten bilden. Durch Exodyogenie
entstehen birnenférmige Merozoiten (Telford IIl et al., 1993), die bei der anschlieRenden

Zelllyse weitere Erythrozyten infizieren kdnnen (Bauer et al., 2011).

2.3.2.4. Diagnostik
Eine Mdglichkeit der Diagnose ist der direkte Nachweis durch eine Farbung des
Blutausstriches mit Giemsa. Die verschiedenen Spezies der Babesien lassen sich darin nicht
differenzieren, aber es kann in grofle und kleine Arten unterschieden werden. Eine
Schnellfarbung mit Diff-Quick ist weniger geeignet. Aulerdem ist zu beachten, dass
moglichst peripheres Kapillarblut aus der Ohrmuschel oder Schwanzspitze verwendet wird,

da dort oft eine hdohere Anzahl infizierter Erythrozyten zu finden ist (Bohm et al., 2006). Im
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Falle einer chronischen Infektion ist die Diagnosestellung mittels Blutausstrich meist
schwierig, da die Parasitamie geringer ausgepragt ist. Es handelt sich um ein glnstiges und
schnelles Nachweisverfahren, welches Uberall durchgefuhrt werden kann. Allerdings ist die
Sensitivitat und Spezifitdt von der Erfahrung des Durchflihrenden abhangig (Lempereur et
al., 2017).

Eine PCR stellt eine weitere Mdglichkeit des Nachweises dar. Sie ist sensitiver als die
mikroskopische Untersuchung und erméglicht eine Speziesdifferenzierung, welche fir die
Therapie von Bedeutung sein kann. Aus diesem Grund wurden PCRs mit verschiedenen
Primern etabliert, sowie nested und real-time PCRs, um eine schnelle und méglichst sichere
Speziesdifferenzierung durchfiihren zu kénnen (Irwin, 2009; Zahler et al., 1998). Mit einer
PCR ist auch die Detektion chronischer Infektionen moglich, in Kombination mit
serologischen Methoden wird die Sensitivitat noch erhoht.

Die am weitesten verbreitete Methode zum Nachweis einer Babesiose ist der IFAT
(Anderson et al., 1980; Levy et al., 1987). Wegen des akuten Verlaufs der Babesiose ist eine
alleinige serologische Untersuchung auf Antikérper mit Hilfe von IFAT oder ELISA nicht
sinnvoll, da am Anfang der Erkrankung noch keine Antikorper vorhanden sind. Diese werden
erst ab ca. 14 Tage nach Erstinfektion gebildet (Bauer et al., 2011). In der Regel zeigt ein
positiver Titer eine Exposition an. Aber auch der Nachweis von Impfantikdrpern ist méglich.
Bei einer chronischen Babesiose verlauft die Parasitdmie intermittierend und in deren Verlauf
sind dann Antikdrper und Parasiten nachweisbar (Irwin and Hutchinson, 1991). Trotz der
Verwendung von rekombinaten Antigenen ist es schwierig eine ausreichende Spezifitat fir
eine bestimmte Babesia-Spezies zu erreichen (Aboge et al., 2007; Mandal et al., 2016). Der

Nachweis von Babesia spp. ist dagegen gut moglich.

2.3.2.5. Verbreitung

Die Verbreitung der caninen Babesiose richtet sich weitgehend nach dem Vorkommen der
als Vektor bendtigten Zecken.

Babesia canis ist in Afrika (Taboada, 1998), sowie in herdférmigen Gebieten verteilt Gber
ganz Europa bis zum Baltikum und besonders in Std- und Osteuropa zu finden (Adaszek
and Winiarczyk, 2008; Beck et al., 2009; Cardoso et al., 2008; de Marco et al., 2017; Foldvari
et al., 2005; lonita et al., 2012; Solano-Gallego et al., 2008). In Deutschland konnte das
Vorkommen einer adulten D. reticulatus Zecke erstmals 1973 dokumentiert (Immler, 1973)
und nur drei Jahre spater bereits das autochthone Vorkommen belegt werden (Liebisch and
Rahman, 1976). Seither sind verschiedene endemische Herde gefunden worden (Beelitz et
al., 2012; Gothe and Wegerdt, 1991; Zahler and Gothe, 1997). Diese breiten sich aus und so
kommt es immer wieder zu autochthonen Infektionen, wie zum Bespiel am Niederrhein
(Dirbaum, 1999), in Miinchen (Zahler et al., 2000b), Niedersachsen (Jensen and Nolte,
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2005) und Brandenburg (Heile et al., 2006). Kurzlich konnte wieder das Vorkommen der
Babesiose und D. reticulatus bei Hunden in Brandenburg gezeigt werden (Liesner et al.,
2016; Schreiber et al., 2014). Eine aktuelle Studie untersuchte die rdumliche Verbreitung und
die Saisonalitat von D. reticulatus in Berlin/Brandenburg sowie das Vorkommen bestimmter
Krankheitserreger in den Zecken (Kohn et al., 2019). Dabei konnte vor allem eine
Zeckenaktivitat Uber das ganze Jahr und sogar in Frostperioden festgestellt werden. Mittels
PCR konnte in keiner der 2000 untersuchten Zecken Babesia spp. gefunden werden (Kohn
et al., 2019).

Bei B. vogeli handelt es sich um die am weitesten verbreitete Babesienspezies. Diese und
ihr Vektor R. sangiuneus sind nahezu weltweit anzutreffen im tropischen, subtropischen,
sowie mediterranen Raum (Beck et al., 2009; Cardoso et al., 2008; Carret et al., 1999;
Criado-Fornelio et al., 2003; Matjila et al., 2004; Solano-Gallego et al., 2008).

Babesia rossi kommt ausschlieBlich in Afrika stidlich der Sahara vor (Jacobson and Clark,
1994; Matjila et al., 2004; Uilenberg, 1989).

Erstmals wurde 2007 eine B. gibsoni Infektion bei Hunden in Deutschland beschrieben
(Hartelt et al., 2007). Sonst ist dieser Erreger hauptsachlich in Asien, Australien und
Nordafrika beheimatet (Bostrom et al., 2008; Jefferies et al., 2007). Aber auch in den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) treten gehauft Falle bei Hunden nach
Bissverletzungen auf (Birkenheuer et al., 2005). Besonders gefahrdet sind Hunde bei
Hundekampfen, wofir bevorzugt Pitbulls eingesetzt werden (Yeagley et al., 2009).

Das Verbreitungsgebiet von B. annae umfasst vor allem Spanien und Portugal (Camacho et
al., 2001). Aber auch in Kanada, Ungarn und Deutschland konnte der Erreger in Flchsen
nachgewiesen werden (Clancey et al., 2010; Farkas et al., 2015; Najm et al., 2014a).

Eine mit Hilfe von Fragebdgen ermittelte Inzidenz in Spanien, Frankreich, den Benelux-
Landern, Deutschland und Osterreich von klinisch an Babebiose erkrankten Hunden lag bei
0,7 % (Halos et al., 2014). In einer anderen Studie wurde retrospektiv bei Hunden in
Deutschland, welche eine Reiseanamnese aufwiesen, eine Pravalenz von 2,7 % ermittelt
(Hirsch and Pantchev, 2008). Weiterhin konnte in Deutschland eine Seropravalenz von
23,4 % fur Babesia spp. bei Hunden mit Reisehintergrund festgestellt werden (Menn et al.,
2010). In einer weiteren Untersuchung wurden Blutausstriche und PCR zu Ermittlung der
Pravalenz bei Hunden in Deutschland verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass 1,7 % der
170 Blutausstriche und 3,3 % der 502 mit PCR untersuchten Blutproben positiv fir Babesia

spp. waren. Dabei wurden auRerdem 15 autochthone Falle gefunden (Vrhovec et al., 2017).

2.3.2.6. Klinik

Die klinischen Erscheinungen einer Babebiose beim Hund reichen von subklinischen

Infektionen Gber milde Andmien und Multiorganversagen bis zum Tod. Entscheidend fiir den
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Verlauf ist das Alter, der Immunstatus, Vorerkrankungen und nicht zuletzt auch die Virulenz
der jeweiligen Babesienspezies (Welzl et al., 2001). So gilt B. vogeli als die am wenigsten
pathogene Form, wahrend B. rossi oft zu schwerwiegenden Komplikationen mit Todesfolge
fuhrt (Irwin and Hutchinson, 1991; Solano-Gallego et al., 2008). Insgesamt bedingt die
Starke der Parasitdmie die Auspragung der Symptome (Béhm et al., 2006). Dagegen
scheinen Koinfektionen mit anderen Vektor-Ubertragenen Erregern keinen signifikanten
Einfluss auf die klinische Auspragung zu haben (Krawczak Fda et al., 2015).

Die Inkubationszeit betragt 7-21 Tage. Im akuten Verlauf ist das Krankheitsbild durch
Apathie, Inappetenz, hohes Fieber und nach ca. 24 h auch durch Anamie gepragt. Zum Teil
treten Hamoglobinurie, sowie lkterus und in sehr seltenen Fallen neurologische Stérungen
auf. Auch akutes Nierenversagen sowie hamorrhagische Enteritis werden haufig kurz vor
dem Tod der Hunde beobachtet (Mathe et al., 2006). Weiterhin konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass Durchblutungsstérungen auf eine schlechte Prognose hindeuten
(Béhm et al., 2006).

Bei einer chronischen Babesiose ist die Anamie meist deutlicher ausgepragt und die
Temperaturerhéhung oft nur voribergehend. Weiterhin sind ein Konditionsverlust und
Apathie zu bemerken. Insgesamt scheinen die meisten Hunde eine chronische Infektion gut
zu Uberstehen und sogar eine gewisse humorale Immunitat gegenuber anderen vektor-
Ubertragenen Erkrankungen zu entwickeln. Allerdings besteht das Risiko durch die
vorhandene Parasitdmie im Falle einer Immunsubpression klinisch akut zu erkranken
(Brandao et al., 2003).

2.3.2.7. Therapie

Imidocarbdipropionat und Diminazinaceturat sind weit verbreitete Antipiroplasma-
Medikamente. Zur Behandlung von B. canis reicht eine Injektion mit 5-6 mg/kg und eine
Wiederholung nach 14 Tagen. Es existieren weitere Therapiemdglichkeiten, die seit vielen
Jahren verwendet werden und bei der Bewaltigung der klinischen Anzeichen einer
Babesiose unterschiedlich erfolgreich sind, wie zum Beispiel Chinuroniumsulfat, Trypanblau,
Pentamidin, Phenamidin und Parvaquon, sowie Azithromycin und Atovaquon (Baneth, 2018).
Diese Praparate sind nicht in allen Landern fur die Behandlung einer Babesieninfektion beim
Hund zugelassen. In Deutschland ist es moglich aufgrund eines Therapienotstandes
umzuwidmen.

Einige der Medikamente sind mit einer hohen Rate von Nebenwirkungen verbunden, die im
Zusammenhang mit einem Anticholinesterase-Effekt stehen. So werden bereits in
therapeutischer Dosis Nebenwirkungen wie Speicheln, Tranenfluss, Unruhe durch

Tachykardie und Tachypnoe sowie Erbrechen, Diarrhoe und Kolik verursacht. Eine Gabe
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von Atropin ca. 30 min vor der Imidocarb-Behandlung kann diese Nebenwirkungen deutlich
mildern (Bauer et al., 2011).

Bestenfalls fuhren die obengenannten Medikamente zu einer Verbesserung der klinischen
Symptome, selten kann eine vollstandige Eliminierung des Erregers erreicht werden (Baneth,
2018; Irwin, 2010).

Die erfolgreiche Behandlung der kleinen Piroplasmeninfektionen, insbesondere von
B. gibsoni, war eine besondere Herausforderung, da eine gewisse Unempfindlichkeit gegen
die aromatischen Diamidine vorzuliegen scheint (Baneth, 2018). Wirksam gegen Infektionen
mit B. gibsoni und B. annae sind Doxycyclin, Phenamidinisothionat und Pentamidin (Bauer et
al., 2011). Auch Clindamycin fihrte bei einer Gabe von 25 mg/kg alle 12h zu einer deutlich
reduzierten Parasitamie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen, eliminierte den
Erreger jedoch nicht (Wulansari et al.,, 2003). Ebenso kann eine Kombination des
Hydroxynaphthochinons Atovaquone und des antibiotischen Azithromycins zur Behandlung
in Betracht gezogen werden. Allerdings haben Atovaquone und ahnliche Formulierungen
starke gastrointerstinale Nebenwirkungen und sind sehr teuer (Irwin, 2009). Azithromycin
und andere Antibiotika mit anti-protozoalen Eigenschaften zielen auf den Apikoplast, der in
Apicomplexa vorkommt, und Uben eine verzogerte Todeswirkung aus. Die dreifach
Kombination aus Clindamycin, Diminazenaceturat und Imidocarbdipropionat ist auch gegen
B. gibsoni wirksam und wird zur Behandlung atovaquonresistenter Stamme dieser Art
eingesetzt (Baneth, 2018).

Bei schwerwiegenden Verlaufen ist eine Bluttransfusion noétig. Des Weiteren kdnnen
palliative Therapien, wie eine Schockbehandlung, Rehydratation oder eine symptomatische
Behandlung einer Niereninsuffizienz notwendig sein.

Fir die Prognose entscheidend ist eine schnelle Diagnosestellung und ein sofortiger

Therapiebeginn.

2.3.2.8. Prophylaxe
Den bedeutendsten Schutz vor einer Babesieninfektion stellt die Vermeidung der Exposition
mit dem Vektor dar. Allerdings ist dies in endemischen Gebieten oft nicht mdglich. Deshalb
sollte eine Ektoparasitenprophylaxe mit Halsbandern oder spot-on Praparaten erfolgen. Eine
neue Kombination von Permethrin und Fipronil wurde 2015 erfolgreich getestet (Navarro et
al., 2015). Es wies eine Wirksamkeit von 92,9-100 % auf und schiitzte die Hunde zwischen
dem 2. und 28. Tag nach der Anwendung. Auch die praventive Wirkung von Fluralaner
Kautabletten gegen die Ubertragung von B. canis durch Dermacentor reticulatus Zecken
wurde untersucht. Keiner der 8 einmal mit Fluralaner Kautabletten behandelten Hunde wurde
wahrend der 12-wdchigen Studie mit B. canis infiziert, wie mittels IFAT und PCR getestet

wurde. Es wurde eine 99,2-100 %ige Wirksamkeit gegen Zecken erreicht (Taenzler et al.,
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2015). Der Wirkstoff ist mittlerweile auch als spot-on Praparat zu erhalten und zeigte eine
sehr ahnliche Effektivitat wie die Kautabletten (Taenzler et al., 2016).

Eine prophylaktische Behandlung mit Imidocarb-Dipropionat subkutan in einer Dosis von
6 mg/kg verhindert zwischen zwei und vier Wochen eine Infektion mit Babesien bzw. einen
schwerwiegenden Verlauf (Uilenberg et al., 1981; Vercammen et al., 1996a). In einer
weiteren Studie wurde die prophylaktische Wirksamkeit von Doxycyclin getestet
(Vercammen et al., 1996b). In dem Experiment konnte gezeigt werden, dass eine
Tagesdosis von 5 mg/kg die klinische Erkrankung nicht vollstdndig verhinderte. Allerdings
blieben die Symptome moderat. Bei einer Dosis von 20 mg/kg pro Tag wurden keine
klinischen Symptome beobachtet, aber eine asymptomatische Infektion konnte nicht
ausgeschlossen werden.

Die genetische Vielfalt von Babesia spp. stellt eine besondere Herausforderung bei der
Entwicklung eines ausreichend wirksamen Schutzes durch einen Impfstoff dar.

In vitro aus der Kultur stammende, I6sliche Parasitenantigene (SPA) wurden seit den 1980er
Jahren zum Schutz von Hunden in Europa gegen B. canis eingesetzt. Dieses B. canis-
Derivat SPA konnte Hunde nicht vor Infektionen mit B. rossi schiitzten (Schetters et al.,
1995), was zur Entwicklung eines Impfstoffs flhrte, der eine Mischung von SPA sowohl aus
europdischem B. canis als auch aus sudafrikanischem B. rossi enthalt (Schetters et al.,
2001). Diese Impfstoffe schitzten nach Grundimmunisierung ca. 6 Monate vor schweren
klinischen Verlaufen (Schetters et al., 2006). Derzeit gibt es keinen in Europa zugelassenen

Impfstoff gegen die canine Babesiose.

2.3.2.9. Zoonotisches Potenzial

Babesia spp. sind in Europa als Zoonoseerreger bekannt. Besonders die Subtypen
B. divergens (Haselbarth et al., 2007; Herwaldt et al., 2003) und B. microti (Hildebrandt et al.,
2007) sind beschrieben. Auch Babesia venatorum spielt eine Rolle (Rizzoli et al., 2014).
Insgesamt sind ungefahr 50 klinische Falle in Europa bekannt, was vermutlich aber weit
unter der eigentlichen Infektionsrate liegt, da die Anzahl der asymptomatischen Patienten als
bedeutend eingeschatzt wird (Hildebrandt et al., 2013).

2.3.3. Anaplasmen

2.3.3.1. Taxonomie und Morphologie

Anaplasmen sind der Klasse der alpha-Proteobakterien zuzuordnen. Sie gehoéren zur
Ordnung der Rickettsiales und der Familie der Anaplasmataceae, zu der auf3erdem die

Gattungen Ehrlichia spp., Candidatus Neoehrlichia, Neorickettsia und Wolbachia zahlen
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(Bowman, 2011). Aufgrund genetischer Analysen fasste man vor einigen Jahren die Erreger
Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophilum und den Erreger der Humanen granulozytaren
Ehrlichiose zu der Spezies Anaplasma phagocytophilum zusammen (Dumler et al., 2001).
Diese Einordnung entstand aufgrund von molekularer Phylogenie und ist insofern
diskussionswurdig, als dass sich diese Erreger in ihrem Zelltropismus deutlich von denen der
bisher zur Gattung Anaplasma spp., wie Anaplasma platys und Anaplasma marginale,
Gezahlten unterscheiden (Carrade et al., 2009).

Es handelt sich bei den Anaplasmen um gram-negative, obligat intrazellulare Bakterien
(Woldehiwet, 2010). Die pleomorphen Kokken vermehren sich je nach Spezies bevorzugt in
neutrophilen oder eosinophilen Granulozyten, Erythrozyten bzw. in Thrombozyten (Dumler et
al., 2001; Woldehiwet, 2010) und bilden unter dem Mikroskop erkennbare 2-5 ym grof3e

Einschlisse, die sogenannten Morulae (Carrade et al., 2009).

2.3.3.2. Wirtsspektrum
Das Wirtsspektrum von Anaplasma phagocytophilum ist sehr vielfaltig und umfasst neben
Saugetieren, wie Pferden, Hunden, Katzen, Rindern (Pusterla et al., 1998a; Stuen et al.,
2013), Elchen, Rehen (Stigum et al., 2019) und Nagern (Silaghi et al., 2012), auch den
Menschen (Oteo et al., 2000; Pokorn et al., 2016). Ob auch Vdgel ein Reservior darstellen,
ist nicht abschliefiend geklart (Stuen et al., 2013). Dagegen ist Anaplasma platys vor allem
beim Hund beschrieben (Aguirre et al., 2006; Dyachenko et al., 2012). Es gibt auch Berichte
Uber das Vorkommen von A. platys DNA in Katzen aufterhalb von Europa (Lima et al., 2010),

sowie in Flichsen zum Beispiel in Portugal (Cardoso et al., 2015).

2.3.3.3. Vermehrung und Ubertragung

Ubertragen werden Anaplasmen durch den Stich einer Schildzecke, welche zuvor das
Bakterium bei der Blutmahlzeit von einem anderen infizierten Tier aufgenommen hat. In
Europa ist der Vektor hauptsachlich Ixodes ricinius (Parola and Raoult, 2001) bzw.
Ripicephalus sangiuneus (Sanogo et al., 2003) in mediterranen Gegenden. Wahrend in den
USA Ixodes scapularis und . pacificus, sowie in Asien I. persulcatus den Vektor darstellen
(Woldehiwet, 2010). Um eine Ubertragung des Erregers sicherzustellen, muss die Zecke
mindestens 36 bis 48 Stunden am Wirt saugen (Katavolos et al., 1998).

Es gibt Veroffentlichungen, welche auch andere Ubertragungswege nachweisen. So sind
Infektionen ohne vorherige Zeckenexposition beschrieben, bei denen vermutet wird, dass die
Ubertragung durch eine Bluttransfusion stattgefunden haben kénnte (Chirek, 2018; Zhang et

al., 2008). Ebenso wird die transplazentare Infektion diskutiert. Beim Menschen wurden

25



Literatur

Fallberichte dazu verodffentlicht (Horowitz et al., 1998). Bei Hunden konnte dieser
Ubertragungsweg nicht nachgewiesen werden.

Die Vermehrung findet durch Teilung und anschlieRendes Wachstum im Mitteldarm der
Zecke statt. Auch im Saugetier ist eine Vermehrung mdglich. Dabei werden vornehmlich
neutrophile, aber auch eosinophile Granulozyten (A. phagocytophilum) und Thrombozyten
(A. platys) genutzt (Woldehiwet, 2010). Anaplasmen kdnnen sich in Endothelzellen
zurtickziehen und dann durch direkten Zellkontakt Granulozyten bzw. Thrombozyten
infizieren (Herron et al., 2005). Dabei nutzen sie scheinbar spezifische Liganden, die direkt
an der Oberflache der Wirtszellen anheften und gelangen so Uber rezeptormedierte
Endozytose in die Zelle. Dort finden sie Nahrstoffe flir die binare Teilung. Sie reproduzieren
sich in membrangebundenen Vesikeln unter der Bildung von Morulae, die eine Art
Mikrokolonien darstellen (Carrade et al., 2009; Dumler et al., 2005). Danach erfolgt die Lyse
der infizierten Zellen und die neu gebildeten Erreger werden in die Peripherie entlassen, wo

sie erneut Wirtszellen infizieren kdnnen.

2.3.3.4. Diagnostik
Im Falle einer Anaplasmose gibt weder die Klinik noch die Anamnese eindeutige Hinweise
auf das Vorliegen einer Infektion. Somit ist ein Erregernachweis unabdingbar.
Dafir steht zum einem die Kultivierung zur Verfiigung. Allerdings ist diese sehr
zeitaufwendig, kann nicht bei vorbehandelten Tieren eingesetzt werden und ist nur im
positiven Fall beweisend fiir eine Infektion (Dyachenko et al., 2013; Ismail et al., 2010).
Auch eine mikroskopische Untersuchung ist mdglich. Dabei werden Morulae in den
Granulozyten bzw. Thrombozyten nachgewiesen. Ein solcher Nachweis ware beweisend flr
eine Infektion. Allerdings ist damit keine Unterscheidung zwischen Anaplasma spp. und
Ehrlichia spp. moglich (Carrade et al., 2009). Ein weiterer Nachteil ist, dass nicht zwingend
sichtbare Morulae gebildet werden und diese nur bei einem akuten Geschehen mit
hinreichender Sensitivitdt zu beobachten sind (Eberts et al., 2011; Egenvall et al., 1998).
Ebenfalls im frihen Stadium einer Infektion ist eine PCR als Nachweis moglich (Granick et
al., 2009). Dabei eignet sich DNA aus Blut, Knochenmark und Milzgewebe (Carrade et al.,
2009). In Studien konnte gezeigt werden, dass damit ein Erregernachweis ab dem 2. Tag bis
ca. 20 - 60 Tage nach der Infektion mdglich ist (Egenvall et al., 2000b; Scorpio et al., 2011).
Es wurden zum einen eine sondenbasierte Echtzeit-Multiplex-PCR (Jahfari et al., 2012) und
zum anderen ein Protokoll mit hochaufldésender PCR und Schmelzkurvenanalyse (Krlicken et
al.,, 2013) entwickelt, mit denen sowohl der Nachweis von Anaplasmataceae als auch die
Unterscheidung der einzelnen Spezies mdglich ist. Dabei ist die high resolution meltcurve
PCR deutlich kostengiinstiger. Generell dient ein negatives PCR Ergebnis nicht dem

Ausschluss der Diagnose und ein positives muss nicht zwangslaufig eine klinisch manifeste
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Infektion bedeuten. Aus diesem Grund sollte zur Diagnosestellung eine Kombination aus
direkten und indirekten Verfahren zum Nachweis verwendet werden.

Bei der serologischen Untersuchung stehen sowohl der ELISA als auch der IFAT zur
Verflgung. Allerdings ist eine einmalige Untersuchung nicht ausreichend, um eine Infektion
zu belegen (Kohn et al., 2011), da bereits die Exposition des Hundes zu einem erhdhten
Titer fihren kann. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass eine Serokonversion bis zu 30
Tage nach der Infektion erfolgen kann. Damit ist eine Erkennung im frihen Infektionsverlauf
nicht immer mdglich (Chandrashekar et al., 2010; Eberts et al., 2011). Deshalb wird eine
Wiederholung des IFAT nach 2-3 Wochen empfohlen, da so der Verlauf des Antikorpertiters
verfolgt werden kann. Dabei wird ein vierfacher Titeranstieg als aussagekraftig angesehen
(Sainz et al., 2015). Zu beachten ist das Risiko von Kreuzreaktionen, sowie die Subjektivitat
bei der Auswertung des IFAT (Barth, 2013). Insgesamt verwenden die meisten
serologischen Tests ein Vollzellantigenpraparat, was die bereits erwahnten Kreuzreaktionen
bedingt. Dagegen verwendet der SNAP®4Dx®Plus ein synthetisches Peptid des
Oberflachenproteins p44, was zu einer besseren Spezifitdt fihrt (Chandrashekar et al.,
2010). Eine Kreuzreaktion zwischen A. phagocytophilum und A. platys ist auch mit diesem
Test gegeben.

Zur Diagnose einer klinisch manifesten Infektion sollten 3 Nachweise erbracht sein. Ein
positiver direkter Erregernachweis, eine Thrombozytopenie und der Anstieg der

Thrombozytenzahl wahrend der Therapie (Bergmann and Hartmann, 2015).

2.3.3.5.  Verbreitung

Die Ausbreitung von A. phagocytophilum korrespondiert im Allgemeinen mit der Verbreitung
des Vektors . ricinus bzw. nahe verwandter Anaplasma-Arten. Dieser ist in Europa ubiquitar,
weshalb ganz Europa als Endemiegebiet angesehen wird.

Die ermittelten Pravalenzen sind sehr unterschiedlich, was zum Teil an der verwendeten
Testmethode, sowie den regionalen Begebenheiten liegt und anderseits im Studiendesign
sowie der Auswahl der getesteten Hunde begrindet ist. So wurde mittels IFAT in Italien eine
Pravalenz von 33 % (Torina and Caracappa, 2006) ermittelt, in Portugal von 55 % (Santos et
al., 2009), in Osterreich von 56,5 % (Kirtz et al., 2007), in Schweden von 17,7 % (Egenvall et
al., 2000a), in der Schweiz von 7,5 % (Pusterla et al., 1998b) und in Spanien von 11,5 %
(Solano-Gallego et al., 2006). Die mit PCR durchgeflihrten Studien wiesen Pravalenzen von
1 % in Polen (Skotarczak et al., 2004) nach, von 0,8 % in GroRRbritannien (Shaw et al., 2005)
und in Italien, sowie in Portugal konnten in verschiedenen Studien keine A. phagocytophilum
infizierten Hunde gefunden werden (De la Fuente et al., 2006; Santos et al., 2009; Solano-
Gallego et al., 2006). Weitere Untersuchungen wurden mit dem SNAP®4Dx®Plus gemacht

und dabei Pravalenzen von 2,7 % in Frankreich (Pantchev et al., 2009b), 3,1 % in Spanien
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(Miré et al., 2013), 5,3 % in Finnland (Vera et al., 2014) und 7,9 % in Ungarn (Farkas et al.,
2014a) ermittelt.

In Deutschland wurden ebenfalls einige Studien zum Vorkommen von A. phagocytophilum
durchgeflihrt. Dabei wurde ein deutlicher Unterschied zwischen der Seropravalenz im IFAT,
welche mit 43 % bzw. 43,2 % beziffert wurde, und der mit PCR festgestellten von 5,7 % bzw.
6,3 % (Jensen et al., 2007a; Kohn et al., 2011), nachgewiesen. Untersuchungen mit dem
SNAP®4Dx®Plus zeigten Pravalenzen von 19,4 % (Barth et al.,, 2012) bzw. 21,5 %
(Straubinger et al., 2008).

In Brandenburg wurde mit Hilfe von PCR ein Vorhandensein in 15 von 1023 Hunden
festgestellt und somit eine Pravalenz von 1,5 % nachgewiesen (Liesner et al., 2016). Schon
vorher wurde die Pravalenz von A. phagocytophilum in mit Hunden assoziierten Zecken im
Raum Berlin/Brandenburg mittels PCR untersucht und mit 3,9 % in . hexagonus und 6,5 %
in I. ricinus ermittelt (Schreiber et al., 2014). Eine weitere Studie, die an verschiedenen Orten
in Deutschland, unter anderem auch im Raum Berlin und Umland, das Vorkommen von
A. phagocytophilum in gesammelten Zecken mittels PCR untersuchte, ermittelte eine
Pravalenz von 4,1 % bei insgesamt 542 untersuchten I. ricinus (Richter and Matuschka,
2012).

Das Verbreitungsgebiet von A. platys ist eher im mediterranen Raum gelegen. Es existieren
Berichte Uber das Vorkommen in ltalien (De la Fuente et al., 2006), Spanien (Aguirre et al.,
2006), Portugal (Cardoso et al., 2010), Frankreich (Brouqui, 2002), Griechenland (Kontos et
al.,, 1991), Kroatien (Dyachenko et al., 2012), Ruméanien (Andersson et al., 2013) und der
Tarkei (Ulutas et al., 2007). Pravalenzen wurden meist mittels PCR und nicht
flachendeckend ermittelt. So wurde in Italien von Pravalenzen zwischen 4 %, bei 344 zufallig
ausgewahlten Hunden aus verschiedenen Regionen (De la Fuente et al., 2006), und bis zu
70,5 % bei Zwingerhunden (de Caprariis et al., 2011), berichtet.

2.3.3.6. Klinik

Die Inkubationszeit bei einer Infektion mit Anaplasmen betrdgt ungefahr 4 -14 Tage
(Egenvall et al., 1998). Bei einer Infektion mit A. phagocytophilum wird von der caninen
granulozytaren Anaplasmose gesprochen und bei A. platys von caniner zyklischer
Thrombozytopenie (Dumler et al., 2001).

Eine Infektion mit A. phagocytophilum verlauft haufig asymptomatisch (Sainz et al., 2015).
Bei Auftreten von klinischen Symptomen sind die Verldufe sehr vielfaltig und reichen von
mild bis schwer. Es wird vermutet und konnte auch in einer Studie durch signifikante
Unterschiede dargestellt werden, dass unterschiedliche genetische Varianten von
A. phagocytophilum zu unterschiedlichen klinischen Auspragungen beim Hund fiihren
(Silaghi et al., 2011). AuRerdem wurde in einer anderen Studie belegt, dass eine klinische

canine granulozytdre Anaplasmose immer mit einem Thrombozytenabfall einhergeht,
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wahrend dies bei einer Asymptomatischen nicht zu beobachten war (De Arcangeli et al.,
2018).

Von den infizierten Blutzellen ausgehend, breitet sich die Infektion im gesamten Organismus
aus und befallt verschiedene Organe wie Lunge, Leber, Nieren und zentrales Nervensystem.
In einer aktuellen Studie wurden die Symptome von 63 natlrlich mit A. phagocytophilum
infizierten Hunden dokumentiert und dabei festgestell, dass ein reduziertes
Allgemeinbefinden mit Apathie, Fieber und Inappetenz bei Uber 60 % der Hunde zu
beobachten war (Chirek, 2018). In friheren Studien wurden aullerdem auch vermehrt
unspezifische Symptome, wie Lahmheit, gastrointestinale Symptome und Blutungen
beschrieben (Carrade et al., 2009; Eberts et al., 2011; Kohn et al., 2008). Diese gehorten,
ebenso wie die Polyurie und Polydipsie, in der Untersuchung von Chirek zu den selteneren
Symptomen. Dies kénnte damit zu erklaren sein, dass bei dieser Untersuchung Hunde mit
Koinfektionen sehr grindlich ausgeschlossen wurden (Chirek, 2018). In einer weiteren
Studie konnte das Vorkommen von Splenomegalie mit einer caninen granulozytaren
Anaplasmose in Verbindung gebracht werden (Kohn et al., 2008). Kontrovers diskutiert wird
auch das Auftreten von zentralnervosen Symptomen sowie Meningitis (Barber et al., 2010;
Lazzerini, 2016).

Die klinischen Anzeichen einer Infektion mit A. platys sind ebenfalls sehr unspezifisch. Nicht
in allen Studien, die die klinische Symptomatik untersucht haben, wurden Koinfektionen
ausgeschlossen. Zu den haufigsten Symptomen zahlen Fieber, Apathie, Anorexie,
Petechien, Nasenausfluss und Lymphknotenschwellung (Dyachenko et al., 2012; Harrus et
al., 1997; Kontos et al., 1991).

Sowohl bei der caninen granulozytdren Anaplasmose als auch bei der caninen zyklischen
Thrombozytopenie kénnen Veranderungen des Blutbildes in Form von Thrombozytopenie,
Hyperglobulinamie, Hypalbuminamie, Andmie, Lymphopenie, sowie erhdhte Leberenzyme
auftreten (Granick et al., 2009; Kohn et al., 2011).

Chronische Verlaufe von Anaplasmose sind bisher nicht beschrieben (Chirek, 2018).

2.3.3.7. Therapie

Das Mittel der Wahl ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Tetrazykline. In den meisten
Fallen wird Doxycyclin verwendet. Es werden Uber einen Zeitraum von drei Wochen alle 12
Stunden 5 mg/kg p.o. gegeben (Sainz et al., 2015). Ungefahr 75 % der Hunde zeigen bereits
nach wenigen Tagen eine deutliche Besserung. Dabei kann auch der Anstieg der
Thrombozyten als Indikator verwendet werden (Carrade et al., 2009). Eine Erregerpersistenz
nach einer Behandlung mit Doxycyclin Gber 28 Tage besteht nicht (Yancey et al., 2018).

Alternativ kann bei Welpen Chloramphenicol eingesetzt werden (Greig and Armstrong,

2006). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Rifampicin und Levofloxacin wirksam
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gegen A. phagocytophilum sind (Maurin et al., 2003). Fir die Therapie von A. platys ist
aulerdem eine Gabe von 5 mg/kg alle 12 h fur 14-21 Tage als erfolgreich beschrieben
worden (Chang et al., 1997). Bei schweren Verlaufen ist zusatzlich eine symptomatische
Therapie angeraten und bei immunmediierten Komplikationen kann auch der Einsatz von
Glukokortikoiden in Betracht gezogen werden (Sainz et al., 2015).

Es sollten nur Hunde mit klinischen Symptomen behandelt werden (Bergmann and
Hartmann, 2015). Uber die Persistenz der Antikdrper nach der Behandlung existieren
verschiedene Angaben. So waren bei experimentell mit A. phagocytophilum infizierten
Hunden zwischen 7 und 8 Monaten nach der Behandlung keine Antikérper mehr
nachweisbar (Egenvall et al., 1997), wahrenddessen bei natirlich infizierten Hunden Berichte
vorliegen, dass noch bis zu 12 Monate lang Antikérper gefunden wurden (Poitout et al.,
2005).

2.3.3.8.  Prophylaxe
Die wichtigste ProphylaxemalRnahme gegen eine Anaplasmeninfektion ist das Verhindern
der Ubertragung durch Zeckenstiche. Dabei ist zum einen das baldige Absammeln von
Zecken hilfreich, zum anderen aber ist das Anwenden von Akariziden mit Repellenteffekt von
Bedeutung (Katavolos et al., 1998). Auch die Ubertragung durch eine Bluttransfusion ist
moglich (McQuiston et al.,, 2000; Sainz et al.,, 2015) und kann durch eine vorher
durchgefiihrte PCR vermieden werden (Chirek, 2018; Ewing et al., 1997). Es existiert kein in

Deutschland zugelassener Impfstoff (Bergmann and Hartmann, 2015).

2.3.3.9. Zoonotisches Potenzial

Bei A. phagocytophilum handelt es sich um einen zoonotischen Erreger, welche das
Krankheitsbild der Humanen Granulozytaren Anaplasmose (HGA) hervorruft. Dieses ist
durch unspezifische Symptome, wie Fieber, Muskel- und Gelenkschmerzen, sowie
Bauchschmerzen, Erbrechen und Diarrhoe gekennzeichnet. Allerdings verlaufen 67-75 %
der Infektionen asymptomatisch (Bakken and Dumler, 2015). In sehr seltenen Fallen, wie
beispielsweise bei immunsupprimierten Patienten kann es zu Multiorganversagen,
Meningoenzephalitis und akuter Atemnot kommen (Dumler et al., 2005). Auch schwere
Sekundarinfektionen kénnen in solchen Fallen auftreten (Ismail et al., 2010).
Labordiagnostische Veranderungen sind vor allem eine Thombozytopenie, Leukopenie,
Anamie sowie Veranderungen der Leberenzyme (Bakken et al., 2001).

Die HGA wird Uber einen Zeckenstich oder auch bei Bluttransfusionen Ubertragen. Bis zum
Eintritt der ersten Symptome vergeht eine Inkubationszeit von ca. 1-2 Wochen (Fishbein et

al.,, 1994). Direkte Infektionen durch infizierte Hunde sind bislang nicht beschrieben.
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Allerdings gibt es Veroffentlichungen, in denen vor Kontakt mit dem Blut von infizierten
Wildtieren gewarnt wird (Dumler et al., 2001; Poitout et al., 2005).

Der erste Bericht Uber Anaplasmose beim Menschen kam 1994 aus den USA (Bakken et al.,
1994). Danach nahmen die Fallberichte sowohl in den USA (Markowicz et al., 2016) als auch
in Europa stetig zu. So wird immer wieder von klinischen Fallen berichtet, wie beispielsweise
in Osterreich (Vogl et al., 2010), Spanien (Oteo et al., 2000), Griechenland (Tsiodras et al.,
2017) und Polen (Tylewska-Wierzbanowska et al., 2001). Auch das Vorkommen von HGA in
China konnte bestatigt werden (Zhang et al., 2008).

Insgesamt liegt die Seropravalenz in Europa regional unterschiedlich bei 1-20 % (Jin et al.,
2012). Zwischen 1994 und 2001 wurde im Raum Berlin/Brandenburg eine Studie zur
Ermittlung der Seropravalenz von A. phagocytophilum mittels IFAT beim Menschen
durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass ein Anstieg von 2,2% auf 8,7 % uber den
Untersuchungszeitraum dokumentiert werden konnte. Auferdem konnten autochthone Falle
nachgewiesen werden (Kowalski et al., 2006).

Uber das Vorkommen von A. platys beim Menschen gibt es weit weniger Berichte. So
existiert ein Bericht Uber einen Krankheitsfall in einer Familie aus den USA in
Zusammenhang mit einer Koinfektion (Maggi et al., 2013) und ein weiterer Fallbericht tber

den molekularen Nachweis bei zwei Frauen aus Venezuela (Arraga-Alvarado et al., 2014).

2.3.4. Ehrlichien

2.3.4.1. Taxonomie und Morphologie

Bei den Ehrlichien handelt es sich um gram-negative, pleomorphe Bakterien (Skotarczak,
2003), welche obligat intrazellular vorkommen. Sie sind durch ihre intrazellulare Lage vor
dem Immunsystem geschitzt und bevorzugen dabei die hamatopoetischen Zellen, wie
Lympho- und Monozyten, als Rickzugsort (Skotarczak, 2003). In diesen Wirtszellen bilden
sie Einschlusskorperchen, die sich, wie bei den Anaplasma spp., Morulae nennen (Rikihisa,
1991).

Zusammen mit den Anaplasmen und Wolbachien gehdren die Ehrlichien der Familie der
Anaplasmataceae an und der Ordnung der Rickettsiales (Bowman, 2011). Bisher wurde in
Europa nur Ehrlichia canis beschrieben (Aguirre et al., 2004; Keysary et al., 1996). Des
Weiteren gehodren dieser Gattung u.a. E. chaffeensis, E. ewingii, E. ruminantium und

E. muris an (Rar and Golovljova, 2011).
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2.3.4.2. Wirtsspektrum und Ubertragung

Das Wirtsspektrum von E. canis umfasst vor allem den Hund (Huxsoll et al., 1970), aber
auch andere Caniden, wie Rotflichse, Woélfe und Goldschakale (Criado-Fornelio et al., 2018;
Ebani et al., 2011; Waner et al., 1999). Auch Infektionen bei der Katze wurden beschrieben
(Breitschwerdt et al., 2002; Persichetti et al., 2018).

Beim Vektor handelt es sich um die Schildzecke Rhipicephlus sanguineus, auch braune
Hundezecke genannt (Groves et al., 1975). Es konnte allerdings nachgewiesen werden,
dass E. canis auch in anderen Zecken Uberleben und sich vermehren kann (Ferrolho et al.,
2016). Die Ubertragung von E. canis findet durch den Stich der Zecke statt und wurde in
einer Studie 2013 untersucht. Dabei fand man heraus, dass bereits eine Saugdauer von 3
Stunden ausreichend fiir die Ubertragung sein kann (Fourie et al., 2013c).

Auch eine Ubertragung durch Bluttransfusion ist méglich (Woody and Hoskins, 1991).

2.3.4.3. Vermehrung

Der Erreger sammelt sich in den Speicheldriisen der Zecke und wird beim Stich mit dem
Speichel Ubertragen. AnschlieBend befallt er hamatopoetische Zellen (Bauer et al., 2011)
und breitet sich in retikuloendothelialen Organen aus. In diesen Organen befallt er die
Phagozyten, wobei er innerhalb des betroffenen Phagozyten in Vakuolen liegt und sich dort
zu Mikrokolonien, die auch als Morula bezeichnet werden, mittels Zweiteilung vermehrt.
Durch anschlieRende Zelllyse ist der Befall neuer Zellen und so die weitere Ausbreitung
mdglich (Selbitz et al., 2015).

Die Zecke bendtigt vor jeder Hautung eine Blutmahlzeit, wahrend der dann eine Ubertragung
moglich ware. Es findet also eine transstadielle Ubertragung von E. canis im Vektor
R. sanguineus statt, jedoch keine transovarielle (Ipek et al., 2018). Demnach sind Nymphen

und Adulte potentiell infektits, die Larven aber nicht.

2.3.4.4. Diagnostik
Die Diagnose kann theoretisch durch den Nachweis von Moruale im Blutausstrich erfolgen.
Allerdings ist dies nur in 4-6 % der klinischen Falle erfolgreich (Mylonakis et al., 2003). Es
kann eine Sensitivitdt zwischen 60 und 74 % erreicht werden, wenn die Ausstriche vom
sogenannten buffy-coat angefertigt werden, wobei es sich um eine Schicht aus Leukozyten
und Thrombozyten zwischen Erythrozyten und Plasmid nach der Zentrifugation des Blutes
handelt. Dabei ist trotzdem Laborpersonal mit sehr guten zytologischen Kenntnissen
erforderlich (Mylonakis et al., 2003). Auch die mikroskopische Untersuchung eines

Aspirationspunktats aus einem Lymphknoten zum Nachweis ist moglich.
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Da die Sensitivitdt dieser Methoden eher gering ist, wurden serologische und
molekularbiologische Methoden entwickelt, mit denen E. canis-Infektionen nachgewiesen
werden kénnen. Die Aussagen, zu welchem Zeitpunkt nach einer Infektion Antikdrper im Blut
zu finden sind, sind unterschiedlich. Man findet Angaben zu ab 7 Tagen (Baneth et al., 2009)
oder auch ab 12-14 Tagen (Harrus et al., 1998a). Ebenfalls ist der Nachweis von Antikérpern
aus dem Knochenmark mdglich (Eddlestone et al., 2006). Der IFAT gilt als Goldstandard zur
Diagnose von E. canis-Infektionen (Waner et al.,, 2001). Allerdings kann er nur in
spezialisierten Laboren durchgefiihrt werden und unterliegt immer einer gewissen
Subjektivitdt des Durchflihrenden (Waner et al., 2000). AuRerdem sind Kreuzreaktionen
zwischen den einzelnen Ehrlichia-Spezien nicht auszuschlielten (Breitschwerdt et al.,
1998b).

Eine weitere Mdglichkeit bieten verschiedene ELISA-Systeme und Schnelltests, wie zum
Beispiel der Immunocomb Test. Insgesamt konnen serologische Tests auf Antikorper nicht
zwischen einer aktuellen und einer ausgeheilien Infektion mit Antikbrperpersistenz
unterscheiden (Belanger et al., 2002; Gaunt et al., 2010). Der SNAP®4Dx®Plus von IDEXX
verwendet rekombinante Analoge wichtiger Membranproteine, im Gegensatz zu vielen
anderen Testsystemen, die Vollzellantigene verwenden. In einer vergleichenden Studie
wurde eine 15 % hohere Sensitivitat und 2,3 % hohere Spezifitat festgestellt (Belanger et al.,
2002). Allerdings war die Probenanzahl zu gering um ein signifikantes Ergebnis zu erhalten.
In einer anderen vergleichenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass der IFAT und
der SNAP®4Dx®Plus von IDEXX eine Ubereinstimmung von 91 % aufwiesen (Harrus et al.,
2002). Es wird empfohlen serologische Tests im Abstand von 2 bis 4 Wochen zu
wiederholen, um die Aussagekraft zu erhéhen. Da das Vorhandensein von bakterieller DNA
ein Zeichen flr eine aktive Infektion ist, wird weiterhin angeraten positive Antikdrpertests
durch Nachweis mit Hilfe einer PCR abzuklaren (Sainz et al., 2015).

Mittels PCR kann der Erreger auch im Gewebe nachgewiesen werden. Wahrend der
klinischen Phase ist dabei die Menge an DNA im Blut 10-fach hoéher als in
asymptomatischen Phasen (Baneth et al., 2009). Allgemein eignet sich Blut, Knochenmark
oder auch Milzgewebe gut zur Diagnostik von E. canis (Baneth et al., 2009; Eddlestone et
al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass eine PCR aus DNA einer Milzaspiration sehr
geeignet ist (Harrus et al., 1998b). Dagegen scheint der Nachweis aus dem Kot nicht
moglich zu sein (Criado-Fornelio et al., 2018). Bei der PCR aus konjuktivalen Abstrichen
kommt es immer wieder zu falsch negativen Ergebnissen (Baneth et al., 2009). Es existieren
etablierte real-time PCR Protokolle, welche eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweisen
und Kreuzreaktionen mit zum Beispiel Anaplasmen ausschlieRen kénnen. Auch eine neu
entwickelte TagMan PCR ist vergleichbar geeignet (Thomson et al., 2018). Ebenso kdnnen

konventionelle nested PCRs fur die Diagnostik oder fur eine Therapieerfolgskontrolle
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verwendet werden (Wen et al., 1997). Weiterhin wurden Protokolle publiziert, welche eine
Erregerdifferenzierung moglich machen. So wurde zum einen eine sondenbasierte Echtzeit-
Multiplex-PCR (Jahfari et al., 2012) und zum anderen ein Protokoll einer hochauflosenden
PCR mit Schmelzkurvenanalyse (Kricken et al., 2013) entwickelt, mit denen sowohl der
Nachweis von Anaplasmataceae als auch Unterscheidung der einzelnen Spezies und der

Nachweis von E. canis mdglich ist.

2.3.4.5. Verbreitung

Ehrlichia canis kommt in den verschieden Landern Europas vor. Aufgrund des bendtigten
Vektors hangt die Ausbreitung der Erkrankung stark von dessen Vorkommen ab (Gray et al.,
2009). Dabei ist ein gehauftes Auftreten in mediterranen Gegenden zu bemerken. In
Portugal wurden beispielsweise Pravalenzen von bis zu 22 % durch PCR (Alexandre et al.,
2009) und 24,8 % mittels IFAT (Menn et al., 2010) ermittelt. In einer Studie in Spanien 2006
wurden Hunde mittels IFAT untersucht und dabei eine Pravalenz von 16,7 % festgestellt
(Solano-Gallego et al., 2006). Dagegen konnte in Barcelona mittels PCR nur eine Pravalenz
von 4 % nachgewiesen werden (Tabar et al., 2009). In Italien gab es Untersuchungen, die
eine Pravalenz von 1,8-13 % mittels PCR und 25-73 % mittels serologischer Methoden in
den unterschiedlichen Regionen zeigten (Trotta et al., 2009). Eine Studie in der Schweiz
wies mit Hilfe des IFAT eine Pravalenz von 2,2 % nach (Pusterla et al.,, 1998b). Deutlich
geringer war die mittels SNAP®4Dx®Plus festgestellte Haufigkeit von 0,26 % in der
polnischen Hundepopulation (Kramer et al., 2014). Auch eine mit SNAP®4Dx®Plus
durchgefiihrte Studie in Frankreich konnte nur eine Pravalenz von 0,33 % nachweisen
(Pantchev et al., 2009b). In Ruméanien wurden in 96 Hunden, welche unspezifische klinische
Anzeichen zeigten, mittels PCR keine Ehrlichien nachgewiesen (Andersson et al., 2017b).
Einige Jahre zuvor wurde mittels SNAP®4Dx®Plus eine Pravalenz von 2,1 % festgestellt
(Mircean et al., 2012).

Obwohl der Lebensraum von R. sanguineus hauptsachlich in mediterranen, ganzjahrig
warmen Regionen liegt, wird die Zecke auch immer wieder an anderen Orten angetroffen,
was durch die Reiseaktivitat, vor allem mit Hunden und dem Uberleben in beheizten Rdumen
oder Zwingern ermdglicht wird (Dongus et al., 1996; Sainz et al., 2015). So wurde in
Deutschland von Hunden mit wahrscheinlich autochthonen E. canis-Infektionen berichtet
(Dongus et al., 1996; Gothe, 1998). Eine retrospektive Untersuchung von Hunden ohne
Auslandsaufenthalt konnte bei 6,3 % Antikdrper gegen Ehrlichien nachweisen, wahrend in
der PCR kein Hund positiv war (Jensen et al., 2007b). Insgesamt handelt es sich also bei der
caninen Ehrlichiose vorrangig noch um eine Reise- und Importerkrankung (Jensen et al.,
2007b).
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AulRerdem gibt es einige Verdéffentlichungen, die retrospektiv Proben einbeziehen, welche in
Labore zur Untersuchung auf Reisekrankheiten eingesendet wurden und dadurch als
Schwerpunkt Hunde mit Reise- oder Importvergangenheit untersuchen. So wurde in einer
retrospektiven Studie zwischen 2004 und 2006 eine Pravalenz von 15,8 % mittels IFAT und
3,2 % mittels PCR ermittelt (Vrhovec et al., 2017). Eine weitere Studie in diesem Zeitraum
stellte bei 12,5-14,5 % der getesteten Hunde Antikorper fest (Hirsch and Pantchev, 2008). In
einer Studie, welche sich ausschlieBlich mit Reise- und Importhunden in Deutschland
beschaftigte, wurde eine Pravalenz von 10,1 % mittels IFAT ermittelt (Menn et al., 2010).
Aullerdem stellte eine in Siddeutschland durchgefihrte Untersuchung in 2,2 % der
gesammelten Zecken ein Vorkommen von Ehrlichia canis fest (Baumgarten et al., 1999),

was einen Hinweis auf ein mogliches Vorkommen autochthoner Falle darstellt.

2.34.6. Klinik

Die klinischen Anzeichen einer E. canis-Infektion kénnen je nach Belastung, Immunantwort
des Hundes und dem Vorliegen von Begleitinfektionen mit anderen Krankheitserregern
variieren. Es ist zu beachten, dass einige Hunde mdglicherweise keine klinischen oder
Blutbildveranderungen im Zusammenhang mit einer Ehrlichia-Infektion aufweisen, wahrend
andere schwere Anzeichen zeigen konnen. Im Allgemeinen scheint eine Ehrlichiose
schwerwiegendere klinische Symptome zu verursachen als eine Anaplasmose (Egenvall et
al., 1998; Harrus et al., 1997; Tabar et al., 2009).

Die canine monozytare Ehrlichiose hat eine Inkubationszeit von 9-12 Tagen (Baneth et al.,
2009) und verlauft zumeist in drei Stadien, welche unterschiedliche Auspragungen zeigen
kénnen. Die erste akute Phase kann Wochen bis hin zu einem Monat andauern und ist
gekennzeichnet von Fieber, Anorexie, Schwache, Durchfall, Erbrechen, erniedrigter Zellzahl
im Blut, blassen Schleimhauten und Knochenmarksdepression. In der zweiten, subklinischen
Phase, sind keine Symptome feststellbar. Einige Hunde kdnnen den Erreger in dieser Zeit
eliminieren. Das letzte Stadium ist die chronische Phase, welche tdédlich verlaufen kann. Es
finden sich in dieser Zeit verschiedenste Symptome, wie Odeme, Dyspnoe, Blutungen,
Anamie, Niereninsuffizienz und neurologische sowie ophthalmologische Ausfélle
(Skotarczak, 2003).

Trotz klinisch relevanter Thrombozytopenie zeigen nicht alle Hunde Blutungen. Dafir
verantwortlich sind wahrscheinlich aktivierte Thrombozyten und ein hyperkoagulabler,
hypofibrinolytischer Zustand (Shropshire et al., 2018).

Lahmheit und Polyarthritis wurden lange Zeit zu den Symptomen der Ehrlichiose gezahlt
(Bellah et al., 1986). Allerdings existieren keine evidenzbasierten Untersuchungen, die das
belegen. Somit ist eine Koinfektion mit A. phagocytophilum oder B. burgdorferi

auszuschlieRen (Sainz et al., 2015).
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2.3.4.7. Therapie

Die Therapie der caninen monozytaren Ehrlichiose erfolgt mit Tetrazyklinen. Dabei wird
zumeist Doxycyclin verwendet, in einer Dosierung von zweimal 5 mg/kg Uber 21 Tage
(Egenvall et al., 1997; Harrus et al., 1998a). Es wird diskutiert, ob mit dieser Therapie eine
Erregerelimination mdglich ist. In einer Untersuchung 2009 konnte eine Elimination bei einer
akuten experimentellen Infektion mittels PCR nachgewiesen werden (Baneth et al., 2009). In
einer anderen Studie wurde gezeigt, dass trotz Langzeittherapie oft eine
Antikorperpersistenz zu sehen war, sowie eine verlangerte subklinische Phase und
verzogerte Rickfélle (Bartsch and Greene, 1996). Daraus lasst sich schlieRen, dass akute
Infektionen gut mit Doxycyclin zu therapieren sind, wahrend dies bei chronischen Verldufen
noch fraglich ist (Breitschwerdt et al., 1998a). Insgesamt ist deshalb eine Therapie
anzuraten, die solange weitergefuhrt wird, bis Pathogenfreiheit in der PCR besteht (Harrus et
al., 1998a; Little, 2010). Bei einer Langzeittherapie sollte eine regelmalige Kontrolle der
Leberwerte erfolgen. Durch die zweimal tagliche Gabe von Doxycyclin kénnen
Nebenwirkungen wie Erbrechen gemindert werden, welche bei der Verabreichung der
Tagesdosis zu einem Zeitpunkt haufig beobachtet werden konnten (Harrus et al., 1998a).
Imidocarbdipropionat wurde ebenfalls als mdgliche Behandlung der Ehrlichiose bei Hunden
beschrieben. Neuere Studien, die in vitro und bei experimentell infizierten Hunden
durchgefihrt wurden, zeigten, dass Imidocarbdipropionat gegen E. canis nicht wirksam war
(Eddlestone et al., 2006). Allerdings kann ein Einsatz bei Koinfektionen nutzlich sein. Ebenso
wurden andere Antibiotika auf ihre Wirksamkeit Uberprift. Dabei konnten fir Rifampicin und
Levofloxacin in vitro gute Ergebnisse gezeigt werden (Schéafer et al., 2008), welche sich in
experimentellen in vivo Studien aber nicht bestatigen lieRen (Theodorou et al., 2013).
Weiterhin sollte eine symptomatische Therapie vor allem des FlUssigkeitshaushaltes, der

Anamie und Thrombozytopenie erfolgen.

2.3.4.8. Prophylaxe
Die wichtigste Prophylaxemalinahme ist das Meiden von endemischen Gebieten mit dem
Hund, wobei eine Untersuchung zeigte, dass begrenzte Aufenthalte, wie zum Beispiel auf
Reisen, nur ein bedingtes Risiko darstellen (Hamel et al., 2013). Das Absammeln der Zecken
spielt bei der Ehrlichiose eine untergeordnete Rolle, da die Ubertragung nach dem
Zeckenstich innerhalb weniger Stunden stattfindet. Deshalb ist entscheidend, dass ein
Akarizid verwendet wird, welches einen Repellent- bzw. Anti-Attachmenteffekt aufweist und
somit eine schnelle Tétung der saugenden Zecke (Fourie et al., 2013c). In einem Versuch
konnte belegt werden, dass ein Kombinationspraprat aus Imidacloprid und Permethrin
(Advantix®) vier Wochen vor einer E. canis-Infektion schiitzt. Es konnten zwischen 96,1 und
98,9 % der Zecken von der Infestation abgehalten werden. Kein Hund der Studie, der mit

dem Praparat behandelt wurde, infizierte sich mit E. canis (Fourie et al., 2013a). Diese
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Ergebnisse konnten auch bei einer Untersuchung im Feld bestatigt werden (Otranto et al.,
2008).

In einer weiteren Studie wurde eine Kombination aus Fipronil, Amitraz und (S)-Methoprene
getestet, welche 100 % der Zeckenstiche verhinderte (Fourie et al., 2013b). Dagegen
konnten die Wirkstoffe Afoxolaner und Fluralaner in einer vergleichenden Studie eine
Infektion nicht immer verhindern. Die Toétungsgeschwindigkeit war meist zu langsam
(Jongejan et al., 2016). Diese wurde fir Fluralaner in einer anderen Studie mit ungefahr 12
Stunden belegt (Wengenmayer et al., 2014).

Es existiert keine kommerziell erhaltliche Impfung gegen die canine Ehrlichiose. Allerdings
konnte in einer Studie gezeigt werden, dass ein abgeschwachter E. canis-Stamm als

zuklnftiger Impfstoff dienen kénnte (Rudoler et al., 2012).

2.3.4.9. Zoonotisches Potenzial

Die canine Ehrlichiose wird nicht als zoonotische Erkrankung angesehen (Sainz et al., 2015).

2.3.5. Borrelien

2.3.5.1. Taxonomie und Morphologie

Bei Borrelien handelt es sich um Bakterien, die zur Familie der Spirochaetacea gehdéren. Zu
dieser Familie werden weiterhin die Gattungen Leptospira und Treponema gezahlt (Herzer,
2013). Der Erreger der Lyme-Borreliose ist Borrelia burgdorferi sensu lato (Burgdorfer et al.,
1983). Dieser Spezies-Komplex wird in 18 verschiedene Genospezies unterteilt (Margos et
al., 2011). Die in Europa relevantesten sind Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii,
Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana und Borrelia bissettii. Beim Hund konnte bisher nur
Borrelia burgdorferi sensu stricto als krankheitsverursachender Erreger experimentell
nachgewiesen werden. Auch Borrelia garinii und Borrelia afzelii konnten bei Hunden in
Europa isoliert werden (Straubinger, 2008).

Spirocheten haben einen wellenférmigen Korper, der zwischen der inneren und aufleren
Membran, die, flr die Beweglichkeit verantwortliche, Flagelle enthalt (Barbour and Hayes,
1986).

2.3.5.2. Wirtsspektrum
Als Wirt fir Borrelien kénnen viele verschiedene Saugetierarten, sowie der Mensch und auch
Vogel dienen (Steere et al., 2004). Dabei wechselt das Bakterium immer zwischen Wirbeltier

und Zeckenvektoren. Das breite Wirtsspektrum von Ixodes hat dabei dazu gefihrt, dass
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Borrelien in so vielen Wirtsspezien zu finden sind. Allerdings infizieren nicht alle Borrelia-
Arten jeden Wirt. Borrelia burgdorferi sensu lato beinhaltet viele verschiedene Genotypen mit

jeweils eigener Wirtsassoziation (Kurtenbach et al., 2002).

2.3.5.3. Vermehrung und Ubertragung

Borrelia burgdorferi wird in Europa in erster Linie durch den Holzbock, Ixodes ricinus,
Ubertragen (Burgdorfer et al., 1983). Auch die Infektion mittels I. hexagonus spielt eine Rolle
(Gern et al., 1991). Weniger als 16 Stunden nach dem Stich der Zecke beginnt die
Ubertragung durch den Zeckenspeichel (Heile et al., 2007; Kahl et al., 1998).

Bei der Vermehrung sind Mause, andere Kleinsdugetiere und auch Végel von groler
Bedeutung, da sie als Reservoir dienen (Hovmark et al., 1988; Kurtenbach et al., 2002;
Matuschka et al., 1994).

Das erste Entwicklungsstadium der Zecke, die aus dem Ei geschllpfte Larve, kann bereits
bei ihrer ersten Blutmahlzeit Borrelien aufnehmen. Danach hautet sie sich zur Nymphe und
Ubertragt die Borrelien zum einen transstadiell (Stafford et al., 1998). Zum anderen kann
aber bei der Blutmahlzeit der Nymphe, welche sie bendétigt um eine erneute Hautung und so
die Entwicklung zur adulten Zecke vollziehen zu kénnen, auch bereits eine Ubertragung der
Borrelien auf den Wirt stattfinden. Nur die Weibchen brauchen dann vor der Eiablage eine
weitere Blutmahlzeit. Die Borrelien persistieren im Mitteldarm der Zecke und werden erst
wieder aktiv, wenn durch eine Blutmahizeit Blut in den Darm gelangt. Daraufhin wandern die
Bakterien in die Speicheldrisen der Zecke aus und kénnen den Wirt infizieren (Gern et al.,
1996). Durch ihre Lage im Mitteldarm der Zecke wird eine relativ lange Saugdauer bis zur
Ubertragung benétigt. Allerdings ist es den Borrelien so méglich in der Zecke zu tiberwintern
(Krause and Maijer, 2012).

Die Inkubationszeit der Borreliose betragt zwischen 2 und 5 Monate (Appel et al., 1993).

2.3.5.4. Diagnostik

Es existieren direkte und indirekte Verfahren zum Nachweis von Borrelien.

Der Nachweis mittels direkter Methoden, wie PCR oder einer Kultur, sind schwer und wenig
praktikabel (Wilske, 2003). Borrelien sind selten in Flissigkeiten, wie Blut, Urin oder Liquor
anzutreffen, eher schon in Muskel, Lymphknoten oder Bindegewebe (Krupka and
Straubinger, 2010). Am hdchsten ist die Sensitivitat bei Kulturen von Hautbiopsien (Aguero-
Rosenfeld et al., 2005; Appel et al., 1993), wahrenddessen die Kultivierung aus dem Blut nur
aulert selten funktioniert (Krupka and Straubinger, 2010). Die Spezifitat der PCR liegt zum
grolRen Teil bei 100 % (Aguero-Rosenfeld et al., 2005). Allerdings ist die Sensitivitat oft nicht

ausreichend. Bei antibiotisch vorbehandelten Patienten ist das Risiko von falsch-negativen
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Ergebnissen noch zusatzlich erhdht. AulRerdem kann ein positives Ergebnis auch durch nicht
lebensfahige Fragmente der Borrelien ausgeldst werden (Persing et al., 1994).

Zur Diagnostik der Borreliose wird sowohl beim Menschen als auch beim Tier deshalb
zumeist auf serologische Testverfahren zuriickgegriffen, welche die zirkulierenden Antikdrper
nachweisen (Liebisch et al., 1994). Daflir eignen sich sowohl ELISA als auch IFAT oder ein
Westernblot.

Beim Menschen wird vor allem das Vorhandensein von IgM Antikérpern Uberprtft, was in
frihen Stadien der Infektion auffallt, aber nicht sehr spezifisch ist. Beim Hund ist dies keine
Méglichkeit der Diagnostik (Krupka and Straubinger, 2010). Es werden erst relativ spat
Antikorper gebildet (Appel et al.,, 1993). Da zum Zeitpunkt des Auftretens von klinischen
Symptomen beim Hund meist schon IgM und IgG Antikérper vorliegen, eignet sich diese
Unterscheidung nicht zur zeitlichen Einordnung der Infektion. AulRerdem kommt es, beim
erneuten Aufflammen der Infektion im chronischen Stadium, auch immer wieder zur Bildung
von IgM Antikorpern, weshalb diese nicht zum Identifizieren einer akuten Infektion dienen
konnen. Die Persistenz der Antikdrper scheint Uber einen sehr langen Zeitraum, eventuell
sogar lebenslang, anzudauern (Magnarelli et al., 1987; Stanek et al., 2012).

Der Westernblot gilt als Goldstandard und ist die einzige Methode, die geimpfte von
ungeimpften, infizierten Hunden unterscheiden kann. Ebenso wie beim IFAT besteht
allerdings der Nachteil, dass das durchfuhrende Personal einen subjektiven Einfluss auf das
Ergebnis hat und es zu Kreuzreaktionen mit zum Beispiel Leptospiren-Antikérpern kommen
kann (Bruckbauer et al., 1992). Im Gegensatz zum konventionellen ELISA bietet der
kinetische ELISA (KELA) die Mdglichkeit zur Automatisierung und einfacheren Durchflhrung.
Aulerdem handelt es sich um eine direkte Messung der Antikdrperkonzentration. Es kénnen
allerdings auch Welpen von infizierten Mattern als falsch positiv getestet werden (Chomel,
2015).

Eine weitere Moglichkeit ist der Cg-ELISA, welcher in kommerzieller Form erhaltlich ist und
auch flr die Untersuchungen dieser Studie verwendet wurde. Dabei werden nicht, wie bei
den anderen serologischen Verfahren, kultivierte Vollzell-Borrelien zum Nachweis genutzt,
sondern ein spezifisches synthetisches Peptid, welches aus der invariablen Region des
Oberflachenproteins unterschiedlicher B. burgdorferi-Stamme besteht (Liang et al., 2000). Es
konnten keine Kreuzreaktionen mit impfspezifischen Antikbpern oder mit anderen
Spirochaten nachgewiesen werden (Liang et al., 1999) und der SNAP®4Dx®Plus reagiert
nicht mit Antikbrpern gegen Borrelia miyamotoi, dem Erreger des Ruckfallfiebers. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass Cs-Antikdrper nach einer Antibotikatherapie um 81 %

absinken und auch nicht wieder ansteigen (Chandrashekar et al., 2017).
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2.3.5.5. Verbreitung
Borrelia burgdorferi ist weltweit in den gemaRigten Klimazonen verbreitet (Rizzoli et al.,
2011; Sigal and Curran, 1991). In Europa reicht die geografische Ausbreitung vom Norden
der Turkei und dem Atlasgebirge bis in den Norden Schwedens und betrifft somit auch ganz
Deutschland (Chomel, 2015). In einer Metaanalyse, die 110 Publikationen aus 24 Landern
Europas auswertete, wird berichtet, dass ungefahr 18,6 % der Adulten und 10,1 % der
Nymphen mit Borrelien belastet sind.
Fir Deutschland existiert momentan nur eine flachendeckende, methodisch einheitliche und
geografisch Ubergreifende Studie, welche fir Borrelia burgdorferi sensu lato-Antikdrper eine
Pravalenz zwischen 1,9 % und 10,3 % in 5581 Hunden mittels SNAP®4Dx®Plus ermittelt
hat. Dabei wurden, zur regionalen Unterteilung Deutschlands in insgesamt 10 Gebiete, die
Postleitzahlzonen verwendet. So wurde fur die Region 1 Nordost-Deutschland, zur welcher
auch Berlin/Brandenburg zahlt, die insgesamt niedrigste Pravalenz mit 1,9 % ermittelt,
wahrenddessen zum Beispiel die Regionen 8 und 9, die das Bundesland Bayern umfassen,
eine Pravalenz von 3,4 % bzw. 8,9 % zeigten (Krupka et al., 2007). In frGheren Studien im
Suden Deutschlands wurden deutlich héhere Pravalenzen ermittelt. Beispielsweise 1991 in
Nordbayern, wo 130 aus einer Kleintierpraxis stammende, zufallig ausgewahlte Blutproben
mit dem IFAT untersucht wurden. Dabei konnte eine Pravalenz von 35,5 % festgestellt
werden (Weber et al., 1991). In einer weiteren Studie in Siddeutschland, welche ebenfalls
mit dem IFAT durchgefuhrt wurde, konnte fast 15 Jahre spater eine Infektionsrate von 95 %
ermittelt werden (Sum et al., 2005).
In den Nachbarlandern Deutschlands, wie beispielsweise durch einen Fallbericht aus Belgien
(McKenna et al., 1995), wurde Uber ein Vorkommen von B. burgdorferi berichtet. Auch in
Danemark wiesen Untersuchungen eine Seropravalenz von 16 % im ELISA nach (Hansen
and Dietz, 1989) und in Polen konnte eine Pravalenz von 11 %, welche mittels
SNAP®4Dx®Plus ermittelt wurde, festgestellt werden (Dziegiel et al., 2016).
In Spanien wurden in verschiedenen Regionen Studien durchgefiihrt, welche zum Teil sehr
unterschiedliche Pravalenzen zeigten. So wurden in der Provinz Soria, im Norden Spaniens,
zwischen 1993 und 1994 Proben gesammelt und eine Seropravalenz von 11,6 % ermittelt
(Merino et al., 2000). Dagegen wurde 1995 in einer Studie in Zamora eine Pravalenz von
42,8 % nachgewiesen. Allerdings lag die Seropravalenz in den anderen untersuchten
Regionen dieser Studie bei 20 % und weniger (Delgado and Carmenes, 1995).
Untersuchte Zecken aus Schweden, Deutschland, Osterreich, den Niederlanden und der
Schweiz wiesen Infektionsraten zwischen 5 % und 36 % auf (Aeschlimann et al., 1987
Hovius et al., 1998; Hovmark et al., 1988). Dabei wurden unterschiedliche PCR-Protokolle
und Zielgene verwendet. Bei 21 % der untersuchten Zecken konnte ein Befall mit Borrelia

burgdorferi sensu lato nachgewiesen werden (Beichel et al., 1996). In Sachsen wurden in
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einem Projekt Zecken von Wildtieren und Jagdhunden gesammelt und auf Borrelien-DNA
untersucht. Dabei wiesen die Adulten eine Pravalenz von 24,9 % bis 30,4 % auf (Gottfert et
al., 2009). Zu einem ahnlichen Zeitpunkt wurden im sidlichen Niedersachsen Studien Uber
das Vorhandensein von Borrelien in dort lebenden Zecken durchgefuhrt und eine
Vorkommensrate von durchschnittlich 25 % sowohl in den Adulten als auch in den Nymphen
ermittelt (Runge et al., 2010). In einer Untersuchung von 2014 in Brandenburg wurde in rund
11 % aller mit Hunden assoziierten Ixodes Zecken Borrelia spp. gefunden (Schreiber et al.,
2014). In einer anderen Studie, die im Umland von Berlin gesammelte D. reticulatus und
1. ricinus Zecken untersuchte, konnte keine DNA von Borrelia spp. in D. reticulatus, aber in
20,3 % der I. ricinus nachgewiesen werden (Richter et al., 2013).

Bei der Bewertung, der teilweise hohen Pravalenzen, sind jahreszeitliche und vor allem
regionale Schwankungen, die zum Teil sehr deutlich ausfallen, zu bedenken (Straubinger,
2008).

2.3.5.6. Klinik

Es wird vermutet, dass ca. 95 % der infizierten Hunde asymptomatisch bleiben (Barth, 2013;
Littman, 2003).

Die klinische Borreliose ist durch die Entzindungsreaktion des Wirtes begriindet. So
wandern Granulozyten und Makrophagen zur Einstichstelle und versuchen die Bakterien
mittels Phagozytose zu entfernen (Krupka and Straubinger, 2010). Diese Reaktion ist
allerdings stark lokal begrenzt und kann die Erreger deshalb nur sehr selten vollstandig
eliminieren.

Fieber, Lymphadenomegalie, wechselnde Lahmheit, Gelenkschwellung und Anorexie stellen
akute Symptome einer Infektion dar (Levy and Magnarelli, 1992; Straubinger et al., 2000).
Diese verschwinden jedoch nach einigen Tagen wieder und werden haufig Ubersehen.
Genauso wie die roétliche Schwellung, die manchmal um den Zeckenstich auftritt. Eine
Erythema migrans wie beim Menschen ist beim Hund nicht zu beobachten (Krupka and
Straubinger, 2010).

Bei chronischer Borreliose ist Polyarthritis das Hauptsymptom. Diese pathologischen
Veranderungen in den Gelenken sind progressiv.

Weiterhin kénnen Glomerulopathien mit Proteinverlust auftreten (Grauer et al., 1988).
Fraglich ist, ob es zu fortschreitenden Nierenerkrankungen aufgrund einer Borrelieninfektion
kommen kann, da in Verdachtsfallen ein solcher Verlauf beschrieben wurde, aber keine
lebensfahigen Bakterien aus Nierengewebe kultiviert werden konnten.

Neurologische Dysfunktionen infolge von Perineuritiden und Meningitiden sowie
Herzrhythmusstérungen aufgrund einer Myokarditis wurden in einigen Fallen beobachtet,
konnten aber unter experimentellen Bedingungen nicht bestatigt werde. Auch war es nicht

maoglich Borrelien aus der Herzmuskulatur zu isolieren (Krupka and Straubinger, 2010).
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2.3.5.7. Therapie

Das Mittel der Wahl stellt Doxycyclin dar, welches fiir mindestens einen Monat mit 10 mg/kg
Kdérpermasse pro Tag dosiert wird. Die Vorteile gegenlber anderen Antibiotika liegen dabei
zum einen darin, dass es auch bei moglichen Koinfektionen wirksam ist und zum anderen
antiphlogistisch wirkt. Des Weiteren ist es eine recht kostengtinstige Moglichkeit (Straubinger
et al., 1998). Auch die Gabe von Amoxicillin ist eine gangige Therapie, besonders bei
empfindlichen und im Wachstum befindlichen Tieren (Krupka and Straubinger, 2010; Stanek
et al., 2012). Alternativ ist auch die Verwendung eines Cephalosporin-Antibiotikums, dem
Cefovecin, moglich, wobei keine tagliche orale Gabe notwendig ist (Wagner et al., 2015).
Weiterhin sollte eine symptomatische Therapie bei schmerzhaften Zustédnden, wie Arthritiden
und &hnlichem, durchgefuhrt werden (Krupka and Straubinger, 2010).

Die Behandlung von seropositiven Hunden, welche asymptomatisch und ohne Proteinurie
sind, stellt immer noch ein viel diskutiertes Thema dar, denn eine routinemaflige Behandlung
dieser Hunde wurde den Antibiotikaeinsatz erhéhen. AuRerdem konnte nicht nachgewiesen
werden, dass eine solche Behandlung zu einem geringeren Erkrankungsrisiko fiir die Hunde
fuhrt. Weiterhin kann eine Behandlung keine vollstandige Erregerelimination bewirken und
die Wiederinfektionsrate in endemischen Gebieten ist relativ hoch (Littman and Goldstein,
2011; Littman et al., 2018).

2.3.5.8. Prophylaxe

Es gibt drei mdgliche Ansatze zur Pravention einer Borrelioseerkrankung beim Hund. Zum
einen ist das zeithahe Absammeln der Zecken vom Hund nach Exposition von groler
Bedeutung, wobei allerdings vor allem die Nymphen haufig Ubersehen werden. Beim
Vergleich von drei Zeckenentfernungsmethoden konnte kein signifikanter Unterschied auf die
Ubertragungswahrscheinlichkeit festgestellt werden (Kahl et al., 1998).

Aulerdem sollte ein akarizides Antiparasitikum mdglichst mit Repellenz-Aktivitat verwendet
werden, wie zum Beispiel Permethrin- bzw. Permethrin-Kombi-Praparate oder Carbamate
enthaltende Praparate. Eine aktuelle Studie zeigt auch eine sehr gute Wirksamkeit von
Afoxolaner (Baker et al., 2016).

Die dritte Mdglichkeit der Prophylaxe stellt die Impfung dar. Es handelt sich dabei um eine
der wenigen Impfungen, welche aullerhalb des Koérpers wirken. Die Impfung induziert eine
Antikorperbildung im Hund. Diese Antikdrper zirkulieren im Blut und sind auch in der Haut zu
finden. Mit dem Stich nimmt die Zecke die Antikorper auf und diese kénnen dann in den
Mitteldarm der Zecke wandern, wo sich die Borrelien befinden. Dort binden die Antikorper an
das Oberflachenprotein OspA der Borrelien und machen diese bewegungsunfahig. Damit ist
eine Wanderung in die Speicheldrisen und so ein Infizieren des Hundes nicht mdglich

(Krupka and Straubinger, 2010; Straubinger, 2008). Nach der Grundimmunisierung sind
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jahrliche Boosterimpfungen nétig, um den Impfschutz zu erhalten. Studien zeigen eine sehr

gute Wirksamkeit von Impfstoffen gegen die Entstehung der Borreliose (LaFleur et al., 2015).

2.3.5.9. Zoonotisches Potenzial

Fir den Menschen in Europa relevante Spezien sind in erster Linie B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii und B. afzelii (Wilske, 2003).

Es ist nicht abschlielfend geklart inwieweit Hunde als direkte Infektionsquelle flir den
Menschen in Frage kommen. In einer Studie 2001 wurde kein Anhaltspunkt auf ein erhohtes
Risiko fur Menschen durch mit Borrelien infizierten Hunde gefunden (Goossens et al., 2001).
Wahrscheinlich scheiden Hunde die Spirochaten nicht mit den Korperflissigkeiten aus.
Allerdings wurde 1988 berichtet, dass es gelungen sei Borrelia burgdorferi aus dem Urin
eines Hundes zu isolieren (Grauer et al., 1988). Gesunde Hunde, die flr ein Jahr in direktem
Kontakt mit infizierten Hunden gehalten wurden, zeigten trotzdem keine Antikérperbildung

oder klinische Symptome (Appel et al., 1993).

2.3.6. Dirofilarien

2.3.6.1. Taxonomie und Morphologie

In Europa sind funf Filarienarten beim Hund bekannt: Dirofilaria immitis, Dirofilaia repens,
Acanthocheilonema reconditum, Acanthocheilonema dracunculoides und Cercopithifilaria
grassi. Die Dirofilarien gehdren zur Ordnung der Spirurida und zur Familie der
Onchiocercidae (Anderson, 2000). Die Gattung Dirofilaria unterteilt sich zum einen in die
Untergattung Dirofilaria, welche u.a. D. immitis beinhaltet, und zum anderen die Untergattung
Nochtiella, zu welcher u.a. D. repens gehért (Canestri et al.,, 1997). Wahrend D. repens
genetisch recht homogen zu sein scheint, wurde in dieser Untersuchung auch festgestellt,
dass es sich bei D. hongkongensis scheinbar um eine eigene Spezies handelt, von der auch
Proben aus Thailand, die zu Hauterkrankungen geflihrt haben, unterschieden werden
sollten. Es scheint sich insgesamt um einen kryptischen multispezies Komplex zu handeln
(Yilmaz et al., 2016).

Weitere wichtige Vertreter sind Dirofilaria ursi und Dirofilaria tenuis, die aber vor allem in den
USA von Bedeutung sind.

D. repens und D.immitis sind Nematoden, welche fadenférmig sind und ca. 1 mm
Durchmesser haben. Sie sind von einer weilllichen Cuticula umschlossen. Die Cuticula
eignet sich zur Differenzierung von D.immitis und der Untergattung Nochtiella, wie

beispielsweise D. repens. Denn wahrend sie bei D. immitis von glatter Beschaffenheit ist,
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weist die Cuticula von D. repens im Querschnitt eine zackenartige Struktur auf, welche
histologisch zu erkennen ist (Canestri et al., 1997).

Die Mannchen erreichen eine Lange von 18 cm, wahrend die Weiblichen bis zu 30 cm lang
werden kénnen. Die meisten Dirofilarien haben ein stumpfes Hinterende. Lediglich die
mannlichen adulten Vertreter von D. immitis besitzen ein aufgerolltes Hinterende (Manfredi
et al., 2007).

2.3.6.2. Wirtsspektrum
Dirofilarien kdénnen viele Haus- und Wildtierarten befallen. Fur D. immitis sind Hunde die
Hauptwirte, aber auch bei Woélfen, Dingos, Kojoten, Schakalen (lonica et al., 2016), Fichsen
(Magi et al., 2009) und verschiedenen Katzen konnten patente Infektionen nachgewiesen
werden (McCall et al.,, 2008). Musteliden, wie z.B. Frettchen, Baren, Pandas, Biber,
Nasenbaren, Kaninchen, Hirsche, Pferde, nichtmenschliche Primaten und der Mensch
stellen immer wieder Fehlwirte dar (Manfredi et al., 2007; McCall et al., 2008).
Auch D. repens infiziert hauptsachlich Hunde. Es gibt aulRerdem Berichte von Hauskatzen
(Manzocchi et al., 2017a), Ginsterkatzen, Léwen und Flchsen. Ebenso wurden zahlreiche
Falle beim Menschen gemeldet. Im Jahre 2009 und zwischen 2013 und 2014 wurde die
Relevanz des Fuchses als Endwirt untersucht. Allerdings konnte in keiner der 122 bzw. 179
mittels PCR untersuchten Proben ein positiver Fund verzeichnet werden (Hartwig et al.,
2016; Liesner et al., 2016). In beiden Studien wurden allerdings nicht endemische Regionen
untersucht. Dagegen konnte bei Untersuchungen in lItalien ein Fall von D. repens beim
Fuchs nachgewiesen werden (Magi et al., 2009).
D. immitis und D. repens bendtigen einen Zwischenwirt, um ihren Entwicklungszyklus zu
vervollstandigen. Dazu dienen ihnen verschiedene Steckmickenarten (Cancrini and
Gabirielli, 2007). In Deutschland spielen vor allem die Gattungen Aedes (Montarsi et al.,
2015; Silaghi et al., 2017), Culex und Anopheles (Kronefeld et al., 2014) eine Rolle, in
welchen bereits zwischen 2011 und 2013 in Deutschland und auch in Brandenburg die DNA
von D. repens nachgewiesen wurde (Becker et al., 2014). Da Stechmicken ektotherm sind,
ist es moglich, dass sie in tropischen Regionen ganzjahrig aktiv sind. Dagegen sind sie in
den gemaRigten Klimazonen vor allem auf die Sommermonate beschrankt bzw. die Zeit, in
der die, fur die Entwicklung bendtigten, Temperaturen herrschen (Becker et al., 2014;
Cancrini and Gabirielli, 2007).

2.3.6.3. Entwicklungszyklus

Damit der Entwicklungszyklus der Dirofilarien vollstandig ablaufen kann, werden wie bereits

beschrieben ein Zwischen- und ein Endwirt bendtigt. Die Makrofilarien-Weibchen sind
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ovovivipar und entlassen nach der Paarung das 1. Larvenstadium (L1), die Mikrofilarien, in
das Blut des Wirtes. Diese werden wahrend einer Blutmahlzeit aufgenommen und wandern
in die Malphigischen GefalRe der Culiciden, wo sich die L2 und spater die L3 entwickeln.
Diese Entwicklung ist temperaturabhangig. Dabei variiert die Dauer um mehrere Tage und
unter 14 °C findet keine Weiterentwicklung statt (Fortin and Slocombe, 1981). So bendtigen
die Larven bei 22 °C zwischen 16 und 20 Tagen und bei 28 °C bereits nur noch 8-10 Tage
(Cancrini and Gabrielli, 2007).

Die L3 wiederrum wandern anschliefiend zur Mundregion und kdénnen so bei dem nachsten
Stechakt wieder auf ein Wirtstier Ubertragen werden. Im subkutanen Bindegewebe des
Endwirt entwickeln sich die Larven durch Hautung zum Stadium der L4 (Cancrini and
Gabrielli, 2007).

D. immitis und D. repens unterscheiden sich in der Lokalisation im Endwirt. So sind die
Adulten von D. repens vor allem in der Subkutis zu finden (Webber and Hawking, 1955),
wahrend die Praadulten der D. immitis ihre Wanderung im Wirt vollziehen und sich durch den
Blutstrom meist in der Aorta pulmonalis, der Vena cava und dem rechten Herzen ansiedeln.
Dort findet dann die Entwicklung zum adulten Wurm statt (McCall et al., 2008).

2.3.6.4. Diagnostik

Nach einer Prapatenz von 189 bis 239 Tagen zirkulieren die Mikrofilarien in der Blutbahn des
Endwirtes (Webber and Hawking, 1955). Der friheste Zeitpunkt des Nachweises von
Herzwurmantigen oder Mikrofilarien ist etwa 5 bis 6 Monate nach einer Infektion. Die
Antigenamie kann vorausgehen, verzogert aber manchmal das Auftreten von Mikrofilarien
um einige Wochen. Dariber hinaus kann die Antigenamie bis etwa 9 Monate nach der
Infektion bei infizierten Hunden unterdriickt werden, wenn diese eine makrozyklische Lakton-
Prophylaxe erhalten haben. Dieses Phanomen wird auch als Antigen-Blockade bezeichnet
(Drake et al., 2015).

Bei der Diagnose konnen bereits das klinische Erscheinungsbild und die Anamnese zu
einem Verdacht fihren, wobei die sehr variable Inkubationszeit beachtet werden muss. Im
Falle von D. repens werden die subkutanen Knoten haufig mit Tumoren verwechselt
(Pampiglione et al., 2001). Immer wieder wird auch von Zufallsbefunden bei Operationen,
Ultraschall- oder Rontgenuntersuchungen berichtet (McCall et al., 2008).

Bei der Labordiagnostik stehen verschiedene direkte und indirekte Nachweisverfahren zur
Verfugung. Es besteht die Mdglichkeit des Mikrofilariennachweises Uber einen Blutausstrich
oder mit Hilfe des Knott-Tests bzw. modifizierten Knott-Tests (Knott, 1939). Dabei ist zu
beachten, dass moglicherweise nicht alle Filarienarten unterschieden werden kdénnen
(Magnis et al., 2013). AuRerdem wurden verschiedene PCR Protokolle beschrieben, die zum

Nachweis der Filarien DNA dienen. Dabei ist es moglich entweder durch anschlieliende
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Sequenzierung, Restriktionslangenfragmentpolymorphismus oder durch eine
Schmelzkurvenanalyse bei der real-time PCR eine Erregerdifferenzierung vorzunehmen
(Albonico et al., 2014; Latrofa et al., 2012). Die Mikrofilarien sind im peripheren Blut
besonders in den Abendstunden nachzuweisen, wahrend tagstber die Mikrofilaramie um 80-
95 % verringert ist (lonica et al., 2017). Deshalb sollte der Zeitpunkt der Blutenthahme
entsprechend gewahlt werden. Insgesamt ist dabei zu beachten, dass ein negatives
Testergebnis nicht zum Ausschluss der Diagnose dient. Aus diesem Grund ist ein
ausschlief3licher Nachweis von Mikrofilarien nicht zu empfehlen (Manzocchi et al., 2017b).
Weiterhin werden serologische Nachweisverfahren haufig in der Diagnostik eingesetzt.
Dabei sind besonders der ELISA zu erwahnen, sowie verschiedene kommerzielle
Schnelltests, die nach @hnlichem Prinzip funktionieren und sehr gute Ubereinstimmungen mit
etablierten ELISAs zeigen (Henry et al., 2018). Diese weisen die zirkulierenden Antigene von
adulten D. immitis Weibchen nach, welche wahrend der Geburt von Mikrofilarien ins
periphere Blut gelangen. Bei Hunden mit geringer Wurmbelastung ist es mdglich, dass das
Antigen nicht oder nur sporadisch nachgewiesen werden kann (Nelson et al.,, 2014).
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass es durch Antigen-Maskierung aufgrund der Bildung
von Immunkomplexen, zum Beispiel durch prophylaktische Behandlung mit makrozyklischen
Laktonen, zu falsch-negativen Ergebnissen kommen kann. Diese konnen durch
Warmebehandlung der Proben vor der Testung deutlich reduziert werden (DiGangi et al.,
2017; Venco et al., 2017). Derzeit gibt es keine verifizierten Tests, die Infektionen erkennen
kénnen, welche nur aus erwachsenen mannlichen Wirmern bestehen. Bei serologischen
Antigen-Tests sollten aulRerdem Kreuzreaktionen mit Spirocerca lupi in Betracht gezogen
werden (Aroch et al., 2015).

Des Weiteren kann eine Typisierung der Mikrofilarien notwendig sein, wenn im Knott-Test
Mikrofilarien nachgewiesen werden konnten, aber ebenfalls ein negatives Dirofilarien-
Antigen Ergebnis vorliegt. In diesem Fall handelt es sich wahrscheinlich um andere
Filarienarten, wie D. repens, A. reconditum oder A. dracunculoides (Nelson et al., 2014). Fur

weitere Therapie- und ProphylaxemalRnahmen kann diese Information entscheidend sein.

2.3.6.5. Verbreitung
Dirofilaria immitis kommt weltweit in tropischen und subtropischen Gegenden vor.
Zunehmend breitet sich der Erreger in die angrenzenden gemaRigten Zonen aus. So trat die
Infektion zuerst in den stdoéstlichen Kistenstaaten der USA auf und betraf einige Jahrzehnte
spater bereits den ganzen nordamerikanischen Kontinent einschlieBlich des stdlichen
Kanadas (Deplazes et al., 2012b). In den europaischen Breiten des Mittelmeerraumes mit

Tendenz in die noérdlichen Gebiete sind Infektionen mit D. immitis und D. repens zu finden

46



Literatur

(Genchi et al., 2005). Aulerdem kommt D. repens in Asien und Afrika vor (Deplazes et al.,
2012b).

Ausgangspunkt der Ausbreitung in Europa waren Endemiegebiete entlang der Poebene in
Italien, Mazedonien und Griechenland (Genchi et al., 2011; Trotz-Williams and Trees, 2003).
Zwischen 1966 und 1991 ergab sich eine 2,8-fache Zunahme der endemischen Region, wie
eine vergleichende Studie feststellen konnte (Rossi et al., 1996).

D. repens ist in Europa bis vor einigen Jahren hauptsachlich in sidlichen und &stlichen
Landern, wie ltalien (Pampiglione et al., 2001; Traversa et al., 2010), Frankreich (Chauve,
1997), Griechenland (Vakalis and Himonas, 1997), Spanien (Cancrini et al., 2000), der
Slowakei (Miterpakovza et al., 2009) und der Ukraine (Hamel et al., 2013) nachgewiesen
worden. Mittlerweile gibt es vermehrt Publikationen, die ein Vordringen in nérdlichere bisher
nicht endemische Gebiete beschreiben (Fuehrer et al., 2016; Magi et al., 2016; Otranto et al.,
2009; Traversa et al., 2010) und von autochthonen Infektionen bei Hunden und Menschen
berichten, wie beispielsweise in Osterreich (Duscher et al., 2009), Polen (Demiaszkiewicz et
al., 2009), Tschechien (Svobodova et al., 2006), Finnland (Pietikainen et al., 2017), Russland
(Kartashev et al., 2011), Estland (Jokelainen et al., 2016), Lettland (Stepanjana et al., 2012)
und den Niederlanden (Overgaauw and Dijk, 2009).

Diese Berichte zeigen, dass auch in Deutschland das Risiko einer Endemisierung besteht. In
Deutschland gab es bereits 2004 den ersten autochthonen D. repens Fall bei einem Hund in
Baden-Waurttemberg in der Region des Mittleren Oberrheins (Hermosilla et al., 2006) und
2007 sowie 2012 in einem Schlittenhundrudel in Brandenburg (Sassnau et al., 2009;
Sassnau et al.,, 2013). In einer weiteren Studie bei 44 Jagdhunden konnten ebenfalls 3
wahrscheinlich autochthone Falle von D. repens mittels PCR belegt werden (Pantchev et al.,
2009a). Autochthone Falle von D. immitis sind in Deutschland bisher nicht bekannt.

Sowohl das Vorkommen von D. immitis als auch von D. repens (Czajka et al., 2014) konnten
in Deutschland in einheimischen Mickenpopulationen belegt werden (Kronefeld et al., 2014;
Sassnau et al., 2014a).

Die klimatischen Bedingungen sind in einigen Regionen Deutschlands geeignet fiir das
Vorkommen von Dirofilarien. Dies wird mit Prognosemodellen, in der Regel nach dem
System der wachsenden Gradtage, beschrieben. Danach heil’t es, dass ein Gradtag eintritt,
wenn die Tagesmitteltemperatur 1 °C Uber der Schwellentemperatur liegt (Fortin and
Slocombe, 1981). Das saisonale Transmissionsmodell geht von einer Anforderung von 130
Developing Units (DUs) bevor Larven in der Micke ihre Infektiositat erreichen und von einer
maximalen Lebenserwartung von 30 Tagen fir eine Vektormiicke, aus. DUs sind definiert als
die tagliche Summe von Grad Celsius oberhalb der Grenze von 14 C, da sich unterhalb
dieser Temperatur keine Entwicklung von Dirofilaria-Larven in Stechmicken mdoglich ist

(Slocombe et al., 1989). Basierend auf diesen Annahmen wurden klimabasierte Modelle zur
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Vorhersage des Auftretens und der Saisonalitat von Dirofilaria spp. in Europa (Genchi et al.,
2005; Genchi et al., 2009), GroRbritannien (Medlock et al., 2006) und Argentinien (Vezzani
and Carbajo, 2006) verwendet.

Aufgrund der fortschreitenden Ausbreitung werden immer wieder Pravalenzstudien in den
einzelnen Landern mit verschiedenen Nachweismethoden durchgefiihrt. Zum Beispiel
konnten in Portugal mit serologischen Methoden, abhangig von der untersuchten Region,
Pravalenzen von 13,2-24,8 % belegt werden (Alho et al., 2014). Eine andere Studie wies bei
8,8 % der Hunde D. immitis Antigen, bei 13,1 % der Hunde Mikrofilarien und bei 13,7 %
Dirofilaria-DNA nach (Ferreira et al., 2017). In ltalien konnte bei der Untersuchung auf
D. immitis Antigen eine Pravalenz von 4,4 % in einem Rudel in Siditalien ermittelt werden
(Del Prete et al., 2015). In Ungarn konnte eine Untersuchung mit dem SNAP®4Dx®Plus
durchgefuhrt und in 2,4 % der Hunde im Blut zirkulierendes D. immitis Antigen nachgewiesen
werden (Farkas et al., 2014a). Eine in Frankreich landesweit durchgefiihrte Studie ermittelte
bei Hunden ohne Reisehintergrund und Symptome eine Pravalenz von 0,22 % mit Hilfe des
SNAP-Tests. In der gleichen Studie wurden auch Hunde mit klinischen Symptomen einer
Herzwurminfektion getestet und eine Pravalenz von 6,87 % festgestellt (Pantchev et al.,
2009b). Eine Publikation aus Spanien berichtet Uber den Unterschied in der
Vorkommenshaufigkeit bei der Untersuchung von Regionen in der Nahe von Gewassern und
solchen, die eher entfernter davon liegen. Dabei konnte festgestellt werden, dass Dirofilarien
ausschlief3lich in den gewéassernahen Regionen zu finden waren und dabei eine Pravalenz
von 16,7 % ermittelt wurde (Diosdado et al., 2018). In einer anderen Publikation Uber das
Vorkommen von D.immitis in Madrid wurde von einer Pravalenz von 3% in
Hundeserumproben berichtet (Montoya-Alonso et al., 2017). Eine in Polen durchgefihrte
Studie mit insgesamt 1588 Hunden konnte kein Vorkommen von D. immitis nachweisen,
aber eine durchschnittliche Pravalenz von 11,7 % fir D. repens (Demiaszkiewicz et al.,
2014). Im Jahre 2016 wurde eine Untersuchung in den noérdlichen Landern der EU mittels
Fragebogenanalyse durchgefuhrt. Dabei konnte eine Gesamtpravalenz von 15 % fur
D. immitis und 9 % flr D. repens ermittelt werden (Tiskina and Jokelainen, 2017).

Eine in Deutschland retrospektiv durchgefiihrte Untersuchung zeigte 2005 und 2006 eine
gleichbleibende Pravalenz von 1,2 bzw. 1,1% von D. immtis Antigen bei in Deutschland
lebenden Hunden mit Reisehintergrund (Hirsch and Pantchev, 2008). Eine andere Studie,
die ebenfalls bei Hunden mit Reisehintergrund Mikrofilarien nachgewiesen hat, zeigte eine
Pravalenz von 7,7 % (Menn et al., 2010). Retrospektiv betrachtete eine weitere Studie in ein
deutsches Labor eingesendete Proben auf die Ergebnisse fir kanine Vektor-libertragene
Erkrankungen und stellte dabei eine Pravalenz von 1,4 % fir im Blut zirkulierendes

D. immitis-Antigen fest (Vrhovec et al., 2017).
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Auch in Wildtierpopulationen in Europa wurden Infektionen mit Dirofilaria spp. gefunden.
Jedoch konnte keine der Studien die Rolle von Wildtieren als Reservoirwirte belegen. Eine
2009 durchgefuhrte Studie im Havelland, sowie eine zwischen 2013 und 2014 in ganz
Brandenburg durchgefiihrte Untersuchung, konnte in keiner der 122 bzw. 179 genommen
Proben von Fichsen das Vorhandensein von D. repens DNA nachweisen (Hartwig et al.,
2016; Liesner et al., 2016).

2.3.6.6. Klinik

Die Inkubationszeit betragt mindestens 5-6 Monate, meist aber l&dnger. Die Auspragung der
Symptomatik ist abhdngig von der Anzahl der adulten Wirmer und ihrer Lokalisation.

Bei einer Infektion mit D. repens treten als haufigstes Symptom schmerzlose Knoten in der
Subkutis auf (Bredal et al., 1998). An diesen Stellen kann es zu Juckreiz kommen, eventuell
auch zu Roétungen, Schwellungen oder sekundar zu einer Dermatitis (Tarello, 1999). Es
wurden verschiedene Lokalisationen beschrieben (Hermosilla et al., 2006). Da die Warmer
durch das subkutane Bindegewebe wandern, kdénnen sich die Knoten verandern bzw.
verschwinden. Ein asymptomatischer Verlauf der Infektion ist ebenso mdglich (Genchi et al.,
2011).

Eine Infektion mit D. immitis verlauft zumeist schwerwiegender, da es zu systemischen
Symptomen in Lunge, Herz, Leber und Niere kommt. Die meisten Hunde fallen anfangs
durch chronischen Husten, spater durch Dyspnoe und Erbrechen, eventuell auch blutiges
Speicheln auf. Oft sind dabei Leistungseinbul’en, Gewichtsverlust und Lethargie zu
beobachten. In schweren Fallen kommt es zu Tachykardie und Tachypnoe, sowie Aszites,
Anamie, Leberstauung und Nierenfunktionsstérungen (Venco, 2007). Diese Symptome
werden scheinbar fast vollstandig durch tote Mikrofilarien bzw. durch die Nebenprodukte
ausgelost, wie eine Studie bei der Hunde nach Antigenexposition untersucht wurden, gezeigt
hat (Atwell et al., 1988). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass durch die in den
Mikrofilarien vorhandenen Wolbachia-Antigene Immunkomplexe gebildet werden, welche
sich in den Nierenglomeruli ablagern und so zu einer Proteinurie fUhren kdnnen (Morchon et
al., 2012).

Besonders bei kleinen Hunden ist klinisch auch das Vena-cava-Syndrom bekannt. Es
entsteht durch abgelagerte Wurmaggregate, welche zur Obturation der kaudalen Hohlvene,
der rechten Vorkammer und den entsprechenden Klappenbehinderungen filhren. Es kommt
dabei auch zur intravasalen Hamolyse, in Folge dessen zu schockartigen Symptomen und
zu deutlicher Hamoglobinurie (Fok, 2007; Venco, 2007).
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2.3.6.7. Therapie

Laut aktuellen Empfehlungen der ESCCAP sollte bei der Therapie einer Dirofilariose auf eine
Erregerdifferenzierung, den klinischen Zustand des Hundes, sowie die Mikrofilariendichte
geachtet werden (ESCCAP, 2014). AuRerdem sollte die Therapie so gewahlt sein, dass
letztendlich alle Larvenstadien und die Adulten eliminiert werden. Somit ist es wichtig vor
einer Therapie der Makrofilarien, eine Stabilisierung der klinischen Situation vorzunehmen,
zum Beispiel mit Glukokortikoiden, Flissigkeitstherapie, Diuretika, Vasodilatatoren und
positiven inotrop wirkenden Praparaten.

Adultizide Arsenverbindungen, wie Melarsomin, wirken gegen die Makrofilarien. Diese
Therapie kann mit starken Nebenwirkungen einhergehen. AuRerdem sollte begleitend eine
Thromboseprophylaxe durchgefuhrt werden, sowie Ruhighaltung (Kramer et al., 2018). Im
Anschluss muss eine Behandlung gegen Mikrofilarien durchgeflhrt werden, welche durch
das Melarsomin nicht erfasst werden und Uber Monate persistieren kdnnen (Baneth et al.,
2002). Die Dauer der Therapie richtet sich nach der Schwere der Erkrankung. Es sind
verschiedene Behandlungsprotokolle beschrieben, wobei berichtet wird, dass das 3-Dosis-
Protokoll einen deutlich hoheren Anteil Herzwirmer eliminiert, als das 2-Dosis-Protokoll und
deshalb von der American Heartworm Society empfohlen wird (Nelson et al., 2014).
Makrozyklische Laktone haben eine sehr gute mikrofilarizide Wirkung, sind aber nur zur
Prophylaxe zugelassen und die Herzwirmer weisen mittlerweile Resistenzen auf
(Ballesteros et al., 2018; Bourguinat et al., 2011). AuRerdem kann es bei einmaliger
Behandlung, bei hoher Mikrofilaramie, zu erheblichen Nebenwirkungen kommen. Es gibt
weiterhin Studien, die bei Behandlung mit Moxidectin (Advocate®) gute Erfolge bei der
Elimination von Mikrofilarien gezeigt haben (Bowman et al., 2015; Fok et al., 2010; Hellmann
et al., 2011).

Die Gabe von Arsenverbindungen oder makrozyklischen Laktonen hat zum einen den
Nachteil einer Reihe unerwlnschter Wirkungen und zum anderen entsteht eine Llcke in der
Empfanglichkeit, da die jugendlichen Wurmer davon nicht erfasst werden. Diese wird durch
eine verlangerte Therapiedauer und durch die zusatzliche Gabe von Doxycyclin abgedeckt
(Giannelli et al., 2013a; Grandi et al., 2011). Dabei hat sich Doxycyclin als deutlich
schonendere Therapie erwiesen (Kramer et al., 2011). Eine weitere Untersuchung zeigte die
Effektivitdt einer ausschlieRlichen Doxycyclintherapie bei einer Infektion mit D. immitis
(Menozzi et al., 2015). Die Wirksamkeit von Doxycyclin in diesen Fallen ist dadurch
begriindet, dass Tetrazykline gegen die gram-negativen Bakterien der Gattung Wolbachia
wirksam sind (Chandrashekar et al., 2014). Diese leben in Endosymbiose mit verschiedenen

Filarienarten und spielen eine Rolle bei ihrer Entwicklung (Bandi et al., 2001).
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Die adulten Wiurmer koénnen auch auf chirurgischem Wege entfernt werden. Dabei muss
darauf geachtet werden, sie im Ganzen zu extrahieren, da sonst eine Schockreaktion riskiert
wird. Indiziert ist diese Behandlung zum Beispiel bei einem schweren Vena-cava Syndrom.

Als erfolgreich kann die Therapie angesehen werden, wenn zwei Antigen-Tests im Abstand

von 6 Wochen negativ waren (Bendas et al., 2017).

2.3.6.8. Prophylaxe

Die Chemoprophylaxe gegen Mirkofilarien mit makrozyklischen Laktonen ist sehr wirksam
und nahezu nebenwirkungsfrei auch bei Langzeitanwendung (Genchi et al., 2013).
Mindestens wahrend der Zeit, in der die Stechmicken aktiv sind, sollten Hunde in
endemischen Gebieten einmal monatlich behandelt werden (Nelson et al., 2014). Dabei
existieren sowohl Medikamente, die p.o. verabreicht werden, wie Milbemycinoxim, als auch
spot-on Praparate, wie Moxidectin (Bowman et al., 2017b), lvermectin oder Selamectin, mit
den jeweiligen Vor- und Nachteilen (McCall et al., 2008). AuRerdem gibt es die Mdglichkeit
einer parenteralen Gabe in Form von subkutan injizierten Moxidectin-impragnierten
Lipidmikrokugeln, die Uber einen Zeitraum von 6 Monaten kontinuierlich Wirkstoff abgeben
(Cady et al., 2013; Genchi et al., 2010). In allen Fallen wird die Ausbildung adulter Stadien
verhindert bzw. besteht auch eine therapeutische Wirkung bei Larven bis zum 4. Stadium. In
seltenen Fallen kann es, durch die mikrofilarizide Wirkung bei einer bestehenden
Dirofilariose zu unerwiinschten Reaktionen kommen. Mittlerweile konnte gezeigt werden,
dass makrozyklische Lakton resistente Isolate von Dirofilaria spp. existieren (Ballesteros et
al., 2018; Bourguinat et al., 2011). Um trotzdem einen mdglichst wirksamen Schutz fir
Hunde in Endemiegebieten gewahrleisten zu kdénnen, wird an neuen Formulierungen
geforscht und bereits zugelassene auf ihre Wirksamkeit tberprift (Bowman et al., 2017a).

Des Weiteren sollte eine Stechmiickenprophylaxe durchgefihrt werden, zum Beispiel mit
einem spot-on Kombinationspraparat aus Permethrin und Imidacloprid, Permethrin und
Fibronyl oder auch einem Deltamethrin-Halsband. Diese Kombination aus Permethrin und
Imidacloprid wurde in einer Studie bei 41 Hunden aus einem hochendemischen Gebiet flr
Vektor-ubertragene Erreger getestet. Dabei wurde Uber 6 Monate eine sehr gute

Wirksamkeit sowie das Ausbleiben von Nebenwirkungen gezeigt (Abbate et al., 2018).

2.3.6.9. Zoonotisches Potenzial

Infektiose Larven von D. immitis und D. repens werden gelegentlich durch Stechmiicken auf
Menschen Ubertragen. Die Adulten entwickeln sich im Menschen meist nicht bis zur
Geschlechtsreife und persistieren je nach Gattung in der Subkutis oder Okularregion bzw.

bilden pulmonale Herde (Simon et al., 2012). Es werden nur selten andere Organe befallen
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oder Mikrofilarien gebildet (Damle et al., 2014) und so sind auch schwerere Verlaufe selten.
Die subkutanen Knoten treten auch in der Schlafen- (Tappe et al., 2014) oder Nackenregion
(Chan et al., 2013) auf. Dort verursachen sie Juckreiz, Schwellungen und Rétungen. Dies
wird auch als kutanes Larva migrans Syndrom bezeichnet, wobei die Wanderungsgange
unter der Haut sichtbar sein konnen und ein brennendes Gefiihl, sowie Schmerzen
verursachen (Antolova et al., 2015). Die meisten humanen Falle von D. repens werden
allerdings bei einer Involvierung der Okularregion diagnostiziert (Agrawal et al., 2017;
Arvanitis et al., 1997). Dabei darf als Differentialdiagnose Onchocerca lupi nicht aulRer Acht
gelassen werden (Otranto et al., 2012).

Humane Falle von Dirofilariosen treten weltweit auf. Die Inzidenz ist steigend (Pampiglione
and Rivasi, 2000; Pampiglione et al., 2001). Von autochthonen Fallen wird bereits seit
Jahren aus zahlreichen Landern Europas berichtet. So gibt es Aufzeichnungen dariber aus
Griechenland (Maltezos et al.,, 2002; Siepmann et al., 2005), ltalien (Aiello et al., 2005),
Spanien (Laynez-Roldan et al., 2018), Osterreich (Auer and Susani, 2008), Frankreich
(Khechine-Martinez et al., 2009; Pampiglione and Rivasi, 2000), Ungarn (Pdnyai et al., 2006)
und Polen (Borkowski et al.,, 2015; Cielecka et al., 2012). Auch in Deutschland wurde
erstmals 2014 Uber eine autochthone Infektion bei einem Menschen berichtet (Tappe et al.,
2014).

2.3.7. Angiostrongylus vasorum

2.3.7.1. Taxonomie und Morphologie

Angiostrongylus vasorum, auch als ,French Heartworm® bezeichnet, gehdrt zur Familie der
Angiostrongylidae und wurde erstmals 1866 durch Baillet beschrieben (Baillet, 1866). Er
gehort zur Ordnung der Strongylida und zum Stamm der Nematozoa.

Die Adulten sind fadenférmig und makroskopisch sichtbar. Sie haben einen Durchmesser
von ungefahr 270-350 ym (Guilhon and Cens, 1973). Die mannlichen Tiere sind 14-18 mm
lang, wahrend die Weibchen mit einer Lange von 18-25 mm etwas grof3er sind (Bourque et
al., 2008). Die Mannchen sind gut durch ihr rétliches, meist eingerolltes Hinterende mit einer
kleinen Bursa zu erkennen und besitzen zwei 360-400 um lange Spikula. Dagegen sind die
Weibchen an ihren grauweilRen, Ovarien, welche spiralig mit dem vom Blut rotgefarbten
Darm verflochtenen sind, und den im Uterus enthaltenen Eiern zu erkennen (Bolt et al.,
1994; Rosen et al., 1970).

Die Larven sind lichtdurchlassig und besitzen ein spitzes, im Falle der L3 mit Querrillen
ausgestattetes  Hinterende, welches als Unterscheidungsmerkmal zu anderen

Lungenwurmlarven, wie Filaroides und Crenosoma dient (Rosen et al., 1970).
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2.3.7.2. Wirtsspektrum

Die Endwirte von A. vasorum sind zumeist Hunde und Rotflichse (Bolt et al., 1992). Aber
auch andere Caniden, wie Fennek (Bolt et al., 1994), Wolfe (De Liberato et al., 2017;
Segovia et al., 2001), Goldschakale (Gavrilovic et al., 2017), Kojoten (Bourque et al., 2005)
sowie Katzen (Kamenov et al., 1999) und Dachse (Torres et al., 2001) wurden als Wirte
beschrieben. Bisher ist die epidemiologische Bedeutung vieler Endwirte ungeklart (Morgan et
al., 2005).

Aulerdem bendtigt A. vasorum zur Vollendung des Entwicklungszyklus einen Zwischenwirt
(Guilhon and Cens, 1969). Dazu dienen verschiedene Schneckenarten (Barcante et al.,
2003; Guilhon and Cens, 1973; Rosen et al., 1970), in Europa zum Beispiel die rote
Wegschnecke (Arion rufus) (Guilhon, 1960). Experimentell konnten auch viele andere Land-
und Wasserschnecken infiziert werden (Ferdushy et al., 2009; Koch and Willesen, 2009).
Aulerdem konnte der Grasfrosch (Bolt et al., 1993) und auch Muscheln als Zwischenwirte
identifiziert werden (Mozzer et al., 2015). Die SulRwasserschnecke Biomphalaria glabrata gilt
als der am besten geeignete experimentelle Zwischenwirt (Ferdushy and Hasan, 2010;
Rosen et al., 1970).

2.3.7.3. Entwicklungszyklus

Die adulten Wiirmer von A. vasorum befinden sich in den Pulmonalarterien, inren Asten und
selten auch in der rechten Herzkammer der Endwirte. Die Weibchen legen ihre Eier in den
Lungengefalien ab, die dann Uber die Blutbahn zu den Alveolen transportiert werden. Die
sich dort entwickelnden L1 penetrieren die Kapillar- und Alveolarwande. So wandern sie die
Luftwege entlang und gelangen durch Hochhusten und anschlieRendes Abschlucken in den
Verdauungstrakt (Rosen et al., 1970). Nach einer sehr unterschiedlich langen Prapatenz von
28-108 Tagen (Bolt et al., 1994), meist aber 33-76 Tage (Oliveira-Junior et al., 2006), werden
die L1 mit dem Kot ausgeschieden (Guilhon and Cens, 1973). Die Ausscheidung der L1
kann Uber Jahre oder auch lebenslang andauern (Morgan et al., 2005; Rosen et al., 1970).
Zur Weiterentwicklung wird ein Zwischenwirt bendtigt, welcher die Larven direkt aus dem Kot
oder Uber Pflanzenteile und ahnliches aufnimmt (Bourque et al., 2008). Die Larven kénnen
einige Zeit in der Umwelt Gberleben (Sauerlander and Eckert, 1974), aber nehmen dabei an
Infektiositat ab (Ferdushy et al., 2010). In der Schnecke entwickelt sich dann innerhalb von
ca. 3 Wochen die L1 zur L3 (Guilhon, 1960; Rosen et al., 1970). AbschlieRend infizieren sich
die Endwirte durch Aufnahme der Zwischenwirte. Die Larven dringen in die Darmwand ein,
entwickeln sich zur L4 und werden als Praadulte Gber den Mesenteriallymphknoten und die
Portalvene in das Herz und schlielich in die Lungenarterien transportiert (Guilhon and Cens,
1973).
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2.3.7.4. Diagnostik
Aufgrund der Einfachheit wird haufig ein direkter Erregernachweis, durch mikroskopische
Untersuchung eines Direktausstriches, einer Flotation oder das Auswanderungsverfahren
nach Baermann-Wetzel flir die Diagnose von A. vasorum in Kotproben eingesetzt. Da die
Ausscheidung von A. vasorum Larven jedoch intermittierend ist (Oliveira-Junior et al., 2006;
Schnyder, 2010), sollten Proben von drei aufeinander folgenden Tagen getestet werden, um
die Sensitivitdt zu erhdhen (Bolt et al., 1994; Chapman et al., 2004). Insgesamt weist das
Auswanderungsverfahren nach Baermann-Wetzel die hochste Sensitivitat dieser Verfahren
auf, da es zum Beispiel bei der Flotation durch das verwendete Flotationsmedium zu
osmotischen Schaden kommen kann und beim Direktausstrich nur sehr wenig Material
untersucht wird (Koch and Willesen, 2009).
Es sind noch verschiedene weitere Moglichkeiten zur Diagnose der L1 beschrieben. So kann
der Nachweis auch durch Trachealwasche, einen Trachealabstrich (Ramsey et al., 1996)
oder eine bronchoalveolare Lavage (Barcante et al., 2008) sowie durch Feinnadel-
Lungenaspirate (Tebb et al., 2007) erfolgen. Dabei handelt es sich um deutlich invasivere
Verfahren, als eine Kotprobenuntersuchung und auch in diesem Fall fihrt ein negatives
Ergebnis nicht zum Ausschluss der Diagnose. Allerdings ist zum Teil ein sehr friher
Nachweis moglich und auch die zytologische Analyse, durch den Nachweis erhohter
Zellzahlen oder das vermehrte Vorkommen von Entziindungszellen, kann Hinweise bei der
Diagnosestellung liefern (Barcante et al., 2008; Chapman et al., 2004).
Differentialdiagnostisch  darf Crenosoma vulpis und Protostrongyliden bei der
mikroskopischen Untersuchung nicht auler Acht gelassen werden.
Da die morphologische Diagnose in diesem Fall ein Verfahren mit fraglicher Sensitivitat ist
(Canonne et al., 2018; Verzberger-Epshtein et al., 2008), wurden serologische Tests wie
ELISA und Western Blot-Analyse, die A. vasorum-Infektion auch schon wahrend der
Prapatenz nachweisen, entwickelt (Guardone et al.,, 2013). Im ELISA koénnen das
zirkulierende Antigen oder die Antikdrper mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt nachgewiesen
werden (Schnyder et al., 2011). Allerdings kommt es immer wieder zu Kreuzreaktionen mit
Crenosoma, Toxocara canis und Dirofilaria immitis. Weiterhin wurde berichtet, dass zum Teil
eine Warmebehandlung der Proben, vor der Testung mit dem ELISA zu einer besseren
Sensitivitat fuhrt, da weniger falsch-negative Ergebnisse entstanden (Gillis-Germitsch and
Schnyder, 2017). Dies ist wahrscheinlich mit dem Lésen von Immunkomplexen wahrend der
Erwarmung zu erklaren.
Aulerdem ist ein kommerzieller Schnelltest erhéaltlich, der eine Sensitivitat von 84,6 % und
eine gute Spezifitat, aber auch Kreuzreaktionen mit Toxocara canis, Ancylostoma caninum,

Crenosoma vulpis, Oslerus osleri, Eucoleus aerophilus, Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens,
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Acantocheilonema reconditum und Dipetalonema dracunculoides aufweist (Liu et al., 2017;
Schnyder et al., 2014).

Weitere Methoden des indirekten Nachweises sind die PCR und die real-time PCR. Dabei
wird das Vorhandensein von ribosomaler DNA als Nachweis der Adulten und Larven aus den
Zwischenwirten, dem Kot oder Blut des Endwirtes gezeigt (Caldeira et al., 2003; Jefferies et
al., 2009; Varela et al., 2018). Es ist eine Differenzierung von A. vasorum von anderen
Angiostrongylus- und Lungenwurm-Arten moglich.

Eine Studie ergab, dass es die Wahrscheinlichkeit eine Infektion mit A. vasorum zu
erkennen, malgeblich steigert, wenn man eine Kombination aus serologischen und
molekular-biologischen Methoden zum Nachweis wahlt (Jefferies et al., 2011).

Durch bildgebende Verfahren besteht die Moglichkeit, die durch eine A. vasorum Infektion
entstandenen Veranderungen an Lunge und Herz zu dokumentieren (Dennler et al., 2011).
Allerdings konnten in Studien keine pathognomischen, radiologischen Veranderungen
festgestellt werden (Coia et al., 2017). Wahrend in einer Untersuchung 61,4 % der Hunde
Veranderungen zeigten (Willesen et al., 2007), waren es einer Anderen sogar 94,7 %

(Chapman et al., 2004). Darunter auch Hunde ohne respiratorische Symptome.

2.3.7.5. Verbreitung

Angiostrongylus vasorum kommt in weiten Teilen Europas, Afrikas, sowie Nord- und
Sudamerikas vor. Dabei sind vorallem die tropischen, subtropischen und gemaRigten
Klimagebieten betroffen. In den letzen Jahren kamen zu den bekannten Endemiegebieten
neue Herde hinzu (Morgan et al., 2005) und es werden weltweit sporadische Falle von
Angiostrongylose bei Hunden publiziert (Bolt et al., 1994). So wird von Fallen in Ungarn
(Benda et al., 2017; Schnyder et al., 2015), Schweden (Grandi et al., 2017), Portugal (Alho et
al., 2018), Grolibritannien (Chapman et al., 2004; Kirk et al., 2014; Martin and Neal, 1992),
Italien (De Liberato et al., 2017; Del Prete et al., 2015; Liberato et al., 2018), Belgien
(Lempereur et al., 2016), Frankreich (Schnyder et al., 2017) und Polen (Schnyder et al.,
2013) berichtet.

Der erste Hund mit Angiostrongylose in Deutschland konnte in einer Sektion im Jahre 1967
diagnostiziert werden (Pallaske, 1967). Trotzdem ging man lange Zeit davon aus, dass
A. vasorum in Deutschland nicht vorkommt bzw. es sich um vereinzelte, importierte Falle
handelte. So wurden 8438 Kotproben von Hunden aus ganz Deutschland untersucht.
Zwischen 1999 und 2002 konnte dabei eine Pravalenz von 0,1 % flr A. vasorum ermittelt
werden (Barutzki and Schaper, 2003). Im Jahre 2004 wurde bei der Untersuchung von 1281
Kotproben mittels Auswanderungsverfahren A. vasorum nicht nachgewiesen (Epe et al.,
2004). In einer weiteren Studie wurden Hunde mit respiratorischen Symptomen untersucht.

Die Auswertung von 958 Proben im Zeitraum von 2003 bis 2007 ergab 12 positive Befunde
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fur A. vasorum (Taubert et al., 2009). Im Gegensatz zu friheren Vermutungen konnte in
dieser Studie wie auch in einer Weiteren im Jahre 2008 festgestellt werden, dass der
Uberwiegende Teil der positiven Hunde aus sudlichen und westlichen Teilen Deutschlands
stammte. Diesem Hinweis auf endemisches Vorkommen folgend, wurde in einer 2008
durchgeflhrten Untersuchung, in welcher 443 Hunde mit klinischen Symptomen einer
potentiellen Infektion mit A. vasorum mit Hilfe von Kotprobenuntersuchungen getestet
wurden, weiter nachgegangen. Dabei konnte eine Pravalenz von 1,8 % ermittelt werden
(Hermosilla et al., 2009). Bei einer anderen deutschlandweiten Pravalenzstudie zwischen
2007 und 2009 wurden jeweils drei Kotproben von Hunden mit respiratorischen,
kreislaufbedingten oder neurologischen Symptomen oder auch Blutgerinnungsstérungen
untersucht. Nur Hunde, die die letzten drei Monate vor Entwicklung ihrer Symptome nicht im
Ausland waren, nahmen an der Studie teil. Dabei konnte bereits bei 7,4 % der Hunde eine
Infektion mit A. vasorum nachgewiesen werden, was deutlich tber den bis dahin ermittelten
Pravalenzen lag (Barutzki and Schaper, 2009).

In den letzten Jahren wurde aulRerdem immer wieder Uber einzelne Infektionen in der
nordlichen Schweiz und dem sidlichen Deutschland berichtet, wobei vermutet wird, dass es
sich um autochthone Infektionen handelt (Staebler et al., 2005). Das Vorkommen mdglicher
Zwischenwirte in nérdlicheren Gebieten konnte in einer Studie, die um Koppenhagen herum
durchgeflhrt wurde, ebenfalls bestatigt werden (Ferdushy et al., 2009). Des Weiteren ist
bekannt, dass der Fuchs als Reservoir dient und die Pravalenzen, in den jeweiligen Gebieten

meist deutlich Uber denen der Hunde liegen (Koch and Willesen, 2009).

2.3.7.6. Klinik

Das klinische Erscheinungsbild der Angiostrongylose ist sehr vielfaltig. Die Verlaufsformen
reichen von asymptomatisch bis tédlich (Koch and Willesen, 2009).

Die Symptome lassen sich in vier Komplexe einteilen: kardiovaskular, respiratorisch,
neurologisch und gastrointestinal. Die durch die Alveolenwand bohrenden Larven fihren zu
Blutungen, Thrombosierungen und Verbrauchskoagulopathien mit der Folge von Anamien
sowie hamorrhagischen Diathesen (Glaus et al., 2016; Pallaske, 1967; Ramsey et al., 1996).
Aulerdem kommt es durch die Eier, Larven und Adulte in den Gefalden zu Obliterationen.
Die Larvenwanderung fuhrt weiterhin zu granulomatdésen Entzindungen. Als Folge der
Lungenveranderungen fallen haufig Rechtsherzdilatation mit Folgen wie Aszites,
Konditionsverlust, Husten und Dyspnoe auf (Chapman et al., 2004). Im akuten Stadium
treten diese Symptome oft in Verbindung mit reduziertem Allgemeinbefinden und
Appetitlosigkeit auf (Koch and Willesen, 2009). Im weiteren Verlauf kann die fortschreitende
Rechtsherzsymptomatik zu plétzlichen Todesfallen flihren. Seltener kommt es auf Grund der

zerebralen Hypoxie oder auch durch die larvale Streuung ins Zentralnervensystem, zu
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Muskelzittern, ataktischem Gang, Schwindel, vestibularem Syndrom bis hin zu epileptiformen
Anfallen (Jang et al., 2016; Reifinger and Greszl, 1994). Als gastrointestinale Beschwerden
treten vor allem Erbrechen und Durchfall (Chapman et al., 2004; Oliveira-Junior et al., 2006),
wahrscheinlich aufgrund der Irritation der Mukosa durch die Larven, auf (Oliveira-Junior et
al., 2006).

Im Blutbild fallen vor allem regenerative Anamien, Eosinophilie, Thrombozytopenie und
Veranderungen der Gerinnungsparameter auf (Brennan et al., 2004). In einer Studie mit
experimentell infizierten Hunden wurden Einflisse auf das Blutbild untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass es keine signifikanten biochemischen Auswirkungen der Infektion gibt.
Allerdings konnte das Creatininkinase-lsoenzym MB als Indikator fir durch A. vasorum
ausgeldste Herzerkrankungen verwendet werden kann (Cury et al., 2005).

Eine Reihe von unspezifischen Symptomen, die auch durch die systemische Wanderung der
Parasiten entstehen, kénnen die Diagnostik erschweren (Di Cesare et al., 2015; Jolly et al.,
2015; Schnyder, 2010). So sind Falle von Augenerkrankungen durch A. vasorum Infektionen
beschrieben (Colella et al., 2016; Perry et al., 1991).

2.3.7.7. Therapie

Wirkstoffe, aus der Gruppe der Benzimidazole, wie Fenbendazol, oder aus der Gruppe der
makrozyklischen Laktone, wie Milbemycinoxim und Moxidectin, haben sich in verschiedenen
Studien mit unterschiedlichen Behandlungsprotokollen zur Therapie von Hunden als
geeignet erwiesen (Bird et al., 2018; Béhm et al., 2017; Conboy, 2004).

In einer randomisierten Blindstudie wurden 2007 50 erkrankte Hunde, aufgeteilt in zwei
Gruppen, mit Fenbendazol 20 mg/kg flir 20 Tage p.o. bzw. mit einmalig 0,1 ml/kg
Imidacloprid 10 % Moxidectin 2,5 % spot-on Ldsung behandelt. Die Effizienz wurde mit
85,2 % Wirksamkeit bei dem Spot-on und 91,3 % bei der Fenbendazoltherapie festgestellt
und so konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Therapien ermittelt werden
(Willesen et al., 2007).

Eine andere Studie testete die Wirksamkeit einer Kautablette mit einer Wirkstoffkombination
aus Afoxolaner und Milbemycinoxim. Bei monatlicher Anwendung konnte eine Wirksamkeit
von 94,9 % festgestellt werden (Lebon et al., 2016).

Eine Publikation aus dem Jahre 1996 berichtet von schweren Nebenwirkungen einer
Levamisol-Therapie, weshalb empfohlen wird, auf andere Wirkstoffe bei der Behandlung von
A. vasorum Infektionen zuriickzugreifen (Soland and Bolt, 1996).

Neben der anthelmintischen Therapie werden haufig Antibiotika, Bronchodilatatoren,

Diuretika, Heparin oder Kortikosteroide als symptomatische Behandlung eingesetzt.
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2.3.7.8. Prophylaxe
Die Prophylaxe gestaltet sich im Falle von A. vasorum schwierig, da dies vor allem durch das
Verhindern der Aufnahme von Schnecken bzw. den L3 aus der Umgebung und vom Futter
des Hundes moglich ware. Kiesbéden konnen das Infektionsrisiko, vor allem in
Zwingerhaltung und Auslaufen, senken (Eckert and Lammler, 1972). AuRBerdem ist als
prophylaktische MaRnahme die ordnungsgemafle Entsorgung von Hundekot wichtig, um die
Umwelt frei von Verunreinigungen mit L1 zu halten. Ebenso relevant ist es den Zyklus von
A. vasorum durch die regelmafige Untersuchung von Kotproben, auch asymptomatischer

Hunde und die eventuelle Behandlung infizierter Tiere, zu unterbrechen (Martin et al., 1993).

2.3.7.9. Zoonotisches Potenzial

Angiostrongylus vasorum scheint kein zoonotisches Potenzial zu haben. Von human-
pathogener Bedeutung sind dagegen Angiostrongylus costaricensis (Morera and Céspedes,
1971) und Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935).

Der Mensch wird durch die Aufnahme von rohen Schnecken oder deren Schleimhauten an
ungekochtem Gemise und Obst infiziert. Die meisten Falle von Angiostrongylus
costaricensis wurden in Costa Rica gemeldet wurden (Strickland, 2000), aber auch aus den
USA, Argentinien, von einige karibischen Inseln (Strickland, 2000) und in Zaire in Afrika
(Baird et al., 1987) wurden Falle diagnostiziert. Der erste Ausbruch der Infektion wurde in
Guatemala festgestellt (Kramer et al., 1998). In Venezuela wurden ebenfalls bei zwei
Menschen chirurgische Proben der lleocaecalregion, die als pseudotumordse eosinophile
lleokolitis parasitaren Ursprungs diagnostiziert wurden, gefunden (Incani et al., 2007)
Angiostrongylus cantonensis hat sich von den traditionellen endemischen Regionen der
pazifischen Inseln und Sidostasiens auf den amerikanischen Kontinent einschlief3lich der
USA, der karibischen Inseln und Brasiliens ausgebreitet. Der Mensch erwirbt A. cantonensis
durch den Verzehr von rohen Zwischenwirten, wie Schnecken oder paratenischen Wirten,

wie Fréschen oder Krebsen. (Wang et al., 2012)

2.3.8. Hepatozoon canis

2.3.8.1. Taxonomie und Morphologie

Hepatozoon canis ist ein Protozoon der Unterklasse Coccidia aus dem Stamm der
Apicomplexa, das erstmals im Blut von Hunden in Indien nachgewiesen und als
Leukocytozoon canis bestimmt wurde (Christophers, 1907; James, 1905). Es gehért zur
Familie der Hepatozoidae der Unterordnung Adeleorina. Diese Familie besteht aus mehr als

300 Arten (Smith, 1996). Fir Hunde haben H. canis und H. americanum klinische Bedeutung
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(Baneth and Shkap, 2003). Diese Spezies weisen unterschiedliche geografische
Verbreitung, Pathogenitat und Vektorspektrum auf (Baneth, 2011; Ewing and Panciera,
2003).

Im Blutausstrich sind backsteinférmige Gamonten in den Leukozyten zu erkennen. Es
handelt sich dabei um langsovale, azidophile Einschlusskdrperchen (Christian, 2018; Heile
and Schein, 2008).

2.3.8.2. Wirtsspektrum
Das Wirtstier- und Vektorspektrum von H. canis ist scheinbar sehr breit, umfasst Sdugetiere,
Voégel und Reptilien und ist nicht abschlieBend geklart (Smith, 1996). Fir die braune
Hundezecke R. sanguineus (Christophers, 1907), und die Zwischenwirte Hund und
verschiedene wilde Caniden, konnte der Zyklus allerdings mit groRer Wahrscheinlichkeit
nachgewiesen werden (Attipa et al., 2018a; Baneth et al., 2001; Nordgren and Craig, 1984).
Neben R. sanguineus als Vektor von H. canis (Dantas-Torres et al., 2012; Gabrielli et al.,
2010) wurden in verschiedenen Untersuchungen auch andere Zeckenarten als Vektoren fur
diesen Parasiten bestatigt, darunter Amblyomma ovale (Forlano et al., 2005; Rubini et al.,
2009) und Rhipicephalus turanicus (Giannelli et al., 2017).
Des Weiteren wurde H. canis in gesogenen [ ricinus, |. canisuga, I. hexagonus und
D. reticulatus aus Deutschland (Najm et al., 2014b), sowie in /. ricinus aus Italien (Gabrielli et
al., 2010; Giannelli et al., 2017) und Luxemburg (Reye et al., 2010) nachgewiesen. Auch
wurde von Funden in gesogenen Haemaphysalis punctata und Haemaphysalis concinna
berichtet (Andersson et al., 2017a). In Ungarn konnten H. canis positive Zecken der Spezies
D. marginatus, D. reticulatus und Ha. concinna auch auf PCR-negativen Hunden gefunden
werden (Hornok et al., 2013). De Miranda et al.(2011) entdeckten Oozysten von H. canis in
der Hamolymphe von natrlich infizierten Rhipicephalus microplus, die von einem infizierten
Hund entfernt wurde. In Japan wurde Haemaphysalis longicornis und Haemaphysalis flava
als weitere potenzielle Zeckenvektoren gefunden (Murata et al., 1995).
Der Zeckenvektor von H. americanum ist Amblyomma maculatum. Die Zecke ist in ihrer
regionalen Ausbreitung auf die Golfkliste von Nordamerika und die sldliche Atlantikkiste
beschrankt (Williams, 2002). Sie wurde auch aus Mittelamerika und dem ndrdlichen
Stdamerika gemeldet (Estrada-Pena et al., 2005). Berichte Uber eine H. americanum-
Infektion bei Hunden aulRerhalb der USA fehlen, obwohl bei einer Wildtieruntersuchung eine
18S rDNA-Sequenz beschrieben wurde, die 97 % Ahnlichkeit mit der von H. americanum
aufwies. Die Probe wurde von einem Krabbenfuchs (Maikong, Cerdocyon thous) aus
Brasilien genommen (Criado-Fornelio et al., 2006). In den letzten Jahrzehnten hat sich der
Bereich von A. maculatum nach Norden ausgedehnt, mit Populationen, die heute in

Gebieten von Oklahoma, Kansas, Kentucky und einigen anderen Staaten etabliert sind
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(Estrada-Pena et al., 2005). Dartber hinaus wurde aus Kalifornien, Washington und Vermont
von einem Vorkommen von H. americanum berichtet (Li et al., 2008). In einigen Staaten
aullerhalb dieses Bereichs, der durch den Zeckenvektor besiedelt ist, wurden, vermutlich
aufgrund der Umsiedlung infizierter Hunde aus endemischen Gebieten, auch vereinzelte
Falle gefunden.

Das Wirtsspektrum von H. canis umfasst hauptsachlich Fleischfresser, wie Hund (Criado-
Fornelio et al., 2007b), Fuchs (Alencar et al., 1997; Conceigao-Silva et al., 1988; Criado-
Fornelio et al., 2003; Maede et al., 1982), Kojote, Schabrackenschakal (Macintire et al.,
1997), Goldschakal (Shamir et al., 2001), Afrikanischen Wildhund (Shkap et al., 1994),
Hyane, Gepard, Leopard und Léwe (McCully et al., 1975). Das Potenzial von H. canis, auch
andere Arten zu infizieren, ist gegeben und konnte durch experimentelle Ubertragungen und
vergleichende genetische Typisierung der erhaltenen Isolate bestatigt werden (lvanov and
Tsachev, 2008). So konnte H. canis dann auch in Nagern nachgewiesen werden (Hamsikova
et al., 2016).

Der Rotfuchs stellt ein mutmallliches Reservoir fir Haushunde dar (Cardoso et al., 2014;
Hodzic et al., 2015). Eine Studie, die die Reserviorfunktion von Goldschakalen in Rumanien,
Tschechien und Osterreich betrachtete, fand mittels PCR heraus, dass 70 % der
untersuchten Tiere positiv fur H. canis waren (Mitkova et al., 2017). Wahrscheinlich haben

sie eine ahnliche Funktion bei der Ausbreitung von H. canis, wie die Rotflchse.

2.3.8.3. Entwicklungszyklus

Hepatozoon canis hat eine fiir Kokzidien eher untypische Entwicklung mit Schizogonie und
Gamontenbildung im Wirbeltier-Wirt und Sporogonie im Vektor.

Die Vektorzecke nimmt im Nymphenstadium infiziertes Blut von einem Hund auf. Die
Gamonten von H. canis befinden sich in den Leukozyten (Baneth et al., 2001; Baneth et al.,
2007; Craig, 1990; Gevrey, 1993). Im Darm der Zecken teilen sich die Gamonten und bis zu
24 Stunden nach der Infektion bilden sich Makro- und Mikrogamenten, welche sich
paarweise aneinanderlagern und fusionieren. Nach dem 8. Tag konnten Zygoten und junge
Oozysten nachgewiesen werden. Die Sporogonie endet etwa am 50. Tag nach der
Aufnahme von infiziertem Blut (Baneth et al., 2001; Baneth et al., 2007). Die Zygote dringt
durch die Darmwand ins Hamozoel ein und die Oozysten entwickeln sich, wobei
Sporozysten mit Sporozoiten entstehen. Der Hauptweg der Infektion bei Hunden ist die orale
Aufnahme einer Zecke, die sporulierte Oozysten enthalt (Baneth, 2011; Ewing and Panciera,
2003). Im Hundedarm werden die Sporozoiten frei, dringen ins Darmepithel ein und
gelangen Uber Lymph- oder Blutgefale in das hamolymphatische Gewebe, einschliellich
Knochenmark, Milz und Lymphknoten, ein. Dort findet die Schizogonie statt. Dabei

entwickeln sich aus den Schizonten der 1.Generation Makromerozoiten, welche grofle
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Schizonten der 2.Generation bilden. Die daraus entstehenden Mikromerozoiten befallen
dann schlieRlich die Leukozyten und entwickeln sich zu Gamonten (Beaufils et al., 1988).

Bei H. canis wurde von einer transphasischen Ubertragung von Nymphe zu Adulten berichtet
(Murata et al., 1993). Eine transovarielle Ubertragung wurde nicht beobachtet (Baneth et al.,
2001).

Experimentelle Infektionen waren mit der parenteralen Beimpfung von Gewebe oder Blut von
infizierten Hunden nicht erfolgreich, konnten aber mit der Eingabe von Zeckengewebe-
emulsionen erreicht werden (Wenyon, 1926). Hepatozoon americanum kann zusatzlich
durch die Einnahme von Beute, die die Zystozoitenstadien des Parasiten enthalt, verbreitet
werden. Dieser Ubertragungsweg konnte fiir H. canis bisher nicht nachgewiesen werden
(Baneth, 2011).

Eine Studie, die den Lebenszyklus von H. canis und R. sanguineus bei Haushunden
untersuchte, fand heraus, dass die Prapatenz 81 Tage betragt (Baneth et al., 2007). Des
Weiteren konnte die Dauer der einzelnen Abschnitte der Entwicklung erforscht werden. So
konnten nach 40 Tagen reife Oozysten in den Zecken nachgewiesen werden und ab 13
Tage nach der Aufnahme durch die Hunde kam es zur Merogonie im Knochenmark. Die
Gamontogonie mit Infektion von Leukozyten durch Mikromerozoiten trat ab 26 Tagen nach
der Infektion auf, und Gamontparasitamie wurde nach 28 Tagen nachgewiesen (Baneth et
al., 2007).

2.3.8.4. Diagnostik

Aufgrund ihres komplexen Lebenszyklus kdnnen die Stadien von H. canis in einer Vielzahl
von Geweben gefunden werden. Blut ist das am haufigsten verwendete Material fir die
intravitale Diagnostik (Modry et al., 2017). Mit einem Blutausstrich kann eine Infektion
schnell, kostenglinstig und ohne besondere Ausstattung nachgewiesen werden. Diese
Methode ist meist nur bei Tieren mit hoher Parasitamie aussagekraftig. Fur subklinische
Infektionen und fir solche, die wahrend der klinischen Erkrankung niedrige Parasitamiewerte
produzieren, ist die Sensitivitdt deutlich verringert (Vincent-Johnson et al., 1997). Da die
Gamonten fast ausschlieRlich in den Leukozyten zu finden sind, erhdht die Verwendung der
Buffy Coat-Schicht die Sensitivitat fur den mikroskopischen Nachweis (Otranto et al., 2011).
Gamonten haben eine ovale Form, Abmessungen von 8-12 x 3-6 um und werden im
Zytoplasma von Neutrophilen und selten in dem von Monozyten gefunden. Geeignet sind
Romanowsky-Farbungen, einschlief3lich Giemsa-Farbungen und kommerzielle
Schnellfarbungen, wie Diff-Quick. Auch Farbungen nach Pappenheim und Hemacolor
werden haufig verwendet.

Die verschiedenen Lebensphasen von. H. canis im Hund kénnen auch durch Zytologie oder

Biopsie-Histopathologie im Knochenmark, in der Milz, in den Lymphknoten oder im
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gestreiften Muskel nachgewiesen werden. Die Milz ist jedoch das primare Zielorgan fir den
Nachweis des Parasiten (Baneth et al., 2007). In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass Blut weniger geeignet als Milzgewebe flr die Diagnostik ist (Duscher et al.,
2014; Hodzic et al., 2018). Es konnten Schizonten von H. canis in histologischen oder
Abklatschpraparaten von Lymphknoten, Milz und Knochenmark beobachtet werden. Diese
sind rund oder oval, mit einem Durchmesser von ca. 30 um und enthalten 2 oder 4
Makromerozoiten oder Uber 20 Mikromerozoiten. Histologisch konnten Mikroschizonten mit
der sogenannten "Radspeichenform" beobachtet werden. In Muskelbiopsien sind die
Schizonten der 2.Generation nachweisbar (Craig, 1990).

Da allerdings die pathogenen Stadien, die Schizonten der 1.Generation, bereits starke
Schaden hervorrufen bevor Uberhaupt Gamonten im Blut nachweisbar sind, wurden
serologische Assays zum Nachweis von Antikérpern gegen Hepatozoon spp. bei Hunden
entwickelt. Ein IFAT fir Anti-H. canis-Antikorper mit Gamonten-Antigen wurde in
epidemiologischen Studien in Israel, Japan und der Tirkei verwendet (Baneth et al., 1996;
Karagenc et al., 2006; Shkap et al., 1994) und ein IFA-Test mit Sporozoiten-Antigenen, die
von Zecken stammen, wurde zum Nachweis von Anti-H. americanum-Antikérpern entwickelt.
Der letztgenannte Test erwies sich bei der Diagnose dieser Infektion als so empfindlich wie
eine Muskelbiopsie (Mathew et al., 2000). Dartber hinaus wurde ein ELISA fur Anti-H. canis-
Antikérper auf Basis von Gamonten-Antigen entwickelt (Gonen et al., 2004). Bei der
Verwendung des H. canis ELISA mit Seren von mit H. americanum infizierten Hunden wurde
eine Kreuzreaktivitat festgestellt (Gonen et al., 2004).

In den letzten zehn Jahren wurden serologische Tests aber weitgehend durch
molekularbiologische Methoden ersetzt aufgrund der besseren Sensitivitat. Ebenso konnte
gezeigt werden, dass der histopathologische Nachweis des Parasiten signifikant weniger
sensitiv ist als die PCR (Cardoso et al., 2014).

Es wurden verschiedene konventionelle PCR-Protokolle und Primer flr den Nachweis von
H. canis entworfen. Viele Primer amplifizieren ein breites Spektrum an Zielsequenzen,
weshalb eine anschlieRende Sequenzierung empfohlen wird (Modry et al.,, 2017). Aus
diesem Grund werden fir die Diagnostik eher Primer verwendet, die sehr spezifisch eher
kurze PCR Produkte erstellen, was flr eine phylogenetische Analyse aber ungeeignet ware
(Modry et al, 2017). Auch nested-PCRs mit dem Nachteil des hoheren
Kontaminationsrisikos und der hdheren Kosten wurden entwickelt. Ebenso gibt es zwei
gPCR-Assays, die auf das konservierte 18S rRNA-Gen abzielen. Diese wurden etabliert, um
die Pravalenz und Intensitat der Hepatozoon-Infektion bei Fleischfressern zu bewerten
(Criado-Fornelio et al., 2007a; Li et al., 2008). Mit den Primern HEP1 und HEP2 konnten
Criado-Fornelio et al. Arten, die Caniden und Feliden infizieren, trennen ohne

Schmelzkurvenanalyse, wahrend die andere gPCR in Kombination mit einem ,fluorescence
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resonance energy transfer” (FRET) einzelne Ziel-DNAs mit 100%iger Spezifitat identifizierte
und so die Differenzierung von den fir Hunde relevanten Spezien H. canis und
H. americanum ermoglichte (Kelly et al., 2013; Li et al., 2008). Das erste und bisher einzige
gPCR-Protokoll, das auf der Schmelzkurvenanalyse basiert und die Unterscheidung
zwischen einer gemischten Infektion von Adeleoriniden und Eimerioriniden erméglicht, wurde
entwickelt, um deren Anwesenheit in Reptilien zu untersuchen (Maia et al., 2014).

Das Vorkommen von H. canis Infektionen konnte ebenfalls in der Zecke nachgewiesen
werden. Dort war es moglich Oozysten mikroskopisch in gefarbten Praparaten aus
Hamozoel, Speicheldriisen oder anderen inneren Organen zu beobachten. Innerhalb der

Oozyten wurden zahlreiche ovale Sporozyten gefunden.

2.3.8.5. Verbreitung
Hepatozoon-Infektionen beim Hund durch H. canis sind in Stdeuropa (Hervas et al., 1995;
Kontos et al., 1991), Afrika (Baneth et al., 2001), Asien (Murata et al., 1991; Rajamanickam
et al., 1985) und Sldamerika (Alencar et al., 1997; O’'Dwyer et al., 2001) weit verbreitet.
Die Verteilung entspricht hauptsachlich der des Vektors R. sanguineus, welcher in Afrika,
Sudeuropa, Stdamerika und Asien, einschlieldlich des Nahen Ostens, des Pazifiks und der
Inseln im Indischen Ozean zu finden ist (Baneth et al., 2001; Craig, 1990; Gevrey, 1993;
Giannelli et al., 2017). Aber auch in anderen Gebieten wurden Falle von H. canis
nachgewiesen, wie in Ungarn in Fichsen und dem Goldschakal (Farkas et al., 2014b).
Hepatozoon canis wurde als sehr verbreitet in Rotfuchs-Populationen aus Nord-, Mittel- und
Sldportugal gefunden. Mittels PCR konnte eine Pravalenz von 75,6 % ermittelt werden
(Cardoso et al., 2014). In Osterreich wurde ebenfalls mit PCR in 58,3 % einer Kohorte von
36 Flchsen H. canis nachgewiesen (Duscher et al., 2014). In Westosterreich wurden Flichse
auf das Vorkommen von H. canis mittels PCR aus Milz und Blutproben untersucht. Dabei
waren 18,5 % (n=351) der Blutproben und 29,8 % (n=506) der Milzproben positiv (Hodzic et
al., 2018). In Mittelitalien wurde H. canis-DNA in 75 von 153 Rotfichsen (49%; 95% CI:
40,86-57,22%) mit Hilfe einer PCR aus Milzproben nachgewiesen (Ebani et al., 2017). Eine
andere Untersuchung ermittelte ebenfalls in Italien mittels PCR bei Flchsen eine Pravalenz
von 13,4 % (Gabrielli et al., 2010). Auch in Kroatien wurden Flchse mit H. canis identifiziert
(Dezdek et al., 2010). Es wurde auflerdem ein natlrlich infizierter Rotfuchs in der Slowakei
gefunden und mittels PCR belegt (Majlathova et al.,, 2007), sowie Hepatozoon spp. in
Zecken gefunden (Hamsikova et al., 2016).
Die Seropravalenz von H. canis bei Hunden weist regionsabhangig eine hohe Variabilitat auf.
So konnte eine Studie mit serologischen Methoden 36 % in Portugal, 17,6 % in Nigeria,
2,5 % in Indien, 2,3 % in Israel und 2,1 % in Thailand nachweisen (Gevrey, 1993; lvanov and

Tsachev, 2008). In einer anderen Untersuchung wurden zirkulierende H. canis Antikérper
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gegen Gamonten im Blut bei 39 % der Hunde in den landlichen Gebieten des Staates Rio de
Janeiro in Brasilien (O’Dwyer et al., 2001), bei 22 % der Hunde in Zaria, Nigeria und bei
1,2 % der Hunde in Malaysia (Rajamanickam et al., 1985) festgestellt.

Die Pravalenz von H. canis bei Hunden wurde auch mit molekularbiologischen Methoden
untersucht. So wurden in Portugal 1010 Hunde mit PCR getestet und dabei 3,1 % der
Proben positiv befundet (Maia et al., 2015). In Ungarn wurde eine weitere Untersuchung bei
126 Hunden durchgeflhrt, wobei in 26 % der Blutproben H. canis DNA nachgewiesen
werden konnte (Hornok et al., 2013). In Rumanien stellte man bei 96 Hunden mittels PCR
eine Pravalenz von 15 % fest (Andersson et al., 2017b). Eine Studie, die sowohl Hunde aus
Portugal als auch in Deutschland lebende Hunde mit Reisehintergrund untersuchte,
ermittelte in Portugal durch PCR eine Pravalenz von 21,1 % und flir Deutschland von 2,7 %,
wobei dabei eine Bestimmung aus dem Buffy-Coat vorgenommen wurde (Menn et al., 2010).
Eine in Deutschland durchgefiihrte Untersuchung mittels einer konventionellen PCR bei
Proben aus Zecken und Fuchsmilzen ermittelte eine Pravalenz von 45,2 % bei den Flichsen
und 7,5 % bei den gesammelten Zecken (Najm et al.,, 2014b). Dies war die erste
Beschreibung von H. canis in Deutschland. Die positiven Zecken gehorten den Spezies
1. ricinus, Ixodes canisuga, I. hexagonus und D. reticulatus an.

In der Tschechischen Republik konnten autochthone Infektionen bei Hunden nachgewiesen
werden, nachdem diese engen Kontakt zu Fichsen bei einer Fuchsjagd hatten (Mitkova et
al., 2016).

2.3.8.6. Klinik

Die Protozooenkonzentration steht in direktem Zusammenhang mit der Schwere der
Erkrankung. Infektionen mit H. canis bei Hunden koénnen in drei Formen auftreten:
subklinisch, welches die haufigste Form darstellt, akut, die sich etwa eine Woche vor dem
Tod entwickelt, und chronisch, welche von Phasen mit klinischer Expression und Remission
gepragt ist (Barton et al., 1985; Beaufils et al., 1988; Ivanov and Tsachev, 2008). Die
Symptome sind sehr unterschiedlich und unspezifisch (Barton et al., 1985; Elias and
Homans, 1988). Die meisten mit H. canis infizierten Hunde entwickeln wahrscheinlich
subklinische Infektionen. So waren 33 % der Hunde, die auf das Vorhandensein von H. canis
Antikorpern in Israel untersucht wurden, seropositiv, aber nur 3 % wiesen Gamonten im Blut
und 1 % schwere klinische Symptome auf (Baneth et al., 1996).

Hauptsachlich betroffen durch die Infektion sind die Milz, Lymphknoten und das
Knochenmark, was zu Anamie und Lethargie fuhrt (Baneth and Weigler, 1997). In mehreren
Studien an Hunden, mit sowohl experimentellen als auch spontanen H. canis Infektionen,
wurden am haufigsten klinische Symptome, wie Anamie, Abmagerung, Muskelatrophie,

intermittierendes Fieber, ikterische Schleimhaute und leicht vergrofierte Milz und Leber,
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festgestellt (Baneth et al., 1997; Baneth et al., 1995; Baneth et al., 2007; Craig et al., 1978;
Elias and Homans, 1988; Gavazza et al., 2003; Gevrey, 1993). Ebenfalls in vielen Fallen
wurde von Leistungsdepressionen, Muskelhyperasthesie, eitriger Konjunktivitis und Rhinitis
berichtet. Auch kongestive Veranderungen in der Lunge und der Magenschleimhaut sowie
Lymphadenopathie wurden beschrieben (Craig, 1990; Gevrey, 1993). Seltener wurden auch,
Durchfall, teils blutig, Paraparese und Paraplegie beobachtet. Eine Studie zu den klinischen
und labordiagnostischen Auffalligkeiten von natlrlich mit H. canis infizierten Hunden, fand
heraus, dass bei allen 16 untersuchten Fallen Gewichtsabnahme und Leistungseinbufen zu
beobachten waren (Gavazza et al., 2003). Weiterhein zeigten 37,5 % leichte und 25 %
schwere Lymphadenomegalie, 25 % Fieber und je 6,25 % blasse Schleimhdute und
Schmerzen bei der Muskelpalpation.

In den meisten Hunden wird eine eher niedrige Parasitdmie mit Gamonten in weniger als
5% der Neutrophilen beschrieben. Damit verbunden ist im Allgemeinen eine
asymptomatische oder leicht verlaufende Erkrankung. Die schweren klinischen Symptome
sind charakteristisch fiir eine hohe Parasitamie mit bis zu 150.000 /ul, verbunden mit einer
Leukozytose (Craig, 1990). Im Blutbild zeigen sich haufig regenerative Anamien. Aullerdem
zeigte die Studie von Craig et al., dass ein Drittel der mit H. canis infizierten Hunde eine
Thrombozytopenie aufwies. Dies war aber in einigen Fallen mit Koinfektionen wie E. canis
verbunden (Craig et al., 1978).

Auch das unterentwickelte Immunsystem von Jungtieren oder eine Immunsuppression durch
andere Krankheiten haben einen Einfluss auf die Pathogenese einer neuen oder
chronischen H. canis Infektion (Baneth et al., 1997; Hervas et al., 1995; Mylonakis et al.,
2004). So kann die Behandlung mit immunsuppressiven Mitteln wie Prednisolon eine
Parasitamie bei Hunden auslésen, die mit H. canis infiziert sind. In der Literatur wird von
schweren Ko-Infektionen mit anderen Krankheitserregern berichtet, wie beispielsweise dem
Parvovirus (Hervas et al., 1995), E. canis (Baneth and Weigler, 1997), Toxoplasma gondii
(Harmelin et al., 1992) und L. infantum (Rioux et al., 1964). In solchen Fallen treten
schwerwiegendere Verlaufe mit deutlich héherer Parasitamie auf (Baneth et al., 1997)
Histologisch werden Schizonten in der Skelett- und Herzmuskulatur, den Lymphknoten, der
Milz, der Leber und den Nieren gefunden (Craig, 1990; Gevrey, 1993; Greene, 2013). Die
Schizonten der 1.Generation sind die pathogenen Formen. Sie verursachen die Bildung
entziindlicher Infiltrate und multiple Lasionen in allen befallenen Organen, insbesondere in
Leber und Knochenmark. Dies findet statt bevor Gamonten im Blut auftreten. Die Schizonten
treten haufig als Mikroschizonten mit Merozoiten auf. Bei der Freisetzung der Merozoiten
kommt es zu einer intensiven Zellreaktion, die zur Bildung von Neutrophilenclustern in den
Muskeln flhrt und wahrscheinlich die Ursache flir Schmerzen, Fieber und periostale

Proliferationen sind. In diesem Stadium konnen die Hunde akut versterben. Sind die
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Schaden durch die Schizonten Uberwunden, kann es zu Anbauvorgadngen am Skelett
kommen, die sich radiografisch feststellen lassen (Barton et al., 1985; Nordgren and Craig,
1984). Die Proliferationen sind lokalisiert an den Stellen der Muskelansatze, zum Beispiel an
Wirbeln, Becken, Radius, Elle, Oberarmknochen, Oberschenkelknochen, Wadenbein und
Schienbein. Knochenlasionen sind nicht bei allen betroffenen Tieren vorhanden, sondern
haufiger bei jungen Hunden von unter einem Jahr (Greene, 2013).

Pathologisch-anatomisch fallen Nekrosen in der Milz, sowie neutrophile Infiltrationen und
teilweise Atrophie der weillen und roten Pulpa auf. Hepatozoon canis flihrt au3erdem zu
Zystenbildung in der Milz (Baneth and Shkap, 2003).

Wahrend es bei Hunden zu teilweise schweren Verlaufen der Infektion kommt, scheint sie

verhaltnismafig harmlos fir Flichse zu sein (Conceigcao-Silva et al., 1988).

2.3.8.7. Therapie

Das Medikament, das heutzutage hauptsachlich in der Therapie der Hunde-Hepatozoonose
verwendet wird, ist Imidocarb-Dipropionat. Es wird mit 5-6 mg/kg, subkutan oder
intramuskular im Abstand von 14 Tagen bis zum Verschwinden von Gamonten aus dem Blut
gegeben. In der Regel sind ein oder zwei Injektionen ausreichend, bei schweren Verlaufen
kann eine 8-wochige oder langere Behandlung erforderlich sein (Baneth and Weigler, 1997;
Ivanov and Tsachev, 2008).

Auch eine tagliche, orale Dosis von 10 mg/kg Imidocarb-Dipropionat mit Doxycyclin
kombiniert, oft Uber 21 Tage lang, hat sich als guter Therapieansatz erwiesen (Heile and
Schein, 2008). Ebenso mdglich ist eine Kombination von Imidocarb und
Tetrazyklinhydrochlorid (Elias and Homans, 1988). AuRRerdem konnen Sulfonamide und
Toltrazuril gegen die Schizonten von H. canis eingesetzt werden (Krampitz and Haberkorn,
1988). Allerdings ist diese Therapie nur im friihen Stadium der Infektion sinnvoll, in welcher
die Diagnose aber selten gestellt werden kann.

Der Anteil der geheilten Hunde bei vorher niedriger Parasitdmie ist hoch und hangt vor allem
von moglichen Sekundarinfektionen ab. Die Prognose bei Tieren mit hohen
Parasitamiewerten ist deutlich schlechter. In experimentellen Studien sollen 48 % der Hunde
mit hoher Parasitdmie zwar Uberleben, bendtigten aber fast 2 Monate intensiver Therapie
(Baneth and Weigler, 1997).

2.3.8.8. Prophylaxe
Die Pravention von H. canis Infektionen basiert auf der effektiven Kontrolle der Zecken bei
den Hunden. Dies geschieht durch die Verwendung verschiedener Akarizide (Heile and

Schein, 2008). Zur Prophylaxe gegen Zecken haben sich sowohl Halsbander als auch Spot-
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on-Praparate bewahrt. Als Wirkstoffe stehen Pyrethroide wie Flumethrin und Deltamethrin
zur Verflgung. Spot-on-Praparate, die Amitraz, Fipronil, Pyriprol oder Permethrin enthalten,
kénnen ebenfalls eingesetzt werden. Auch das regelmafRige Absammeln der Zecken bietet
einen gewissen Schutz (Heile and Schein, 2008).

Aufgrund der nicht ausgeschlossenen Méglichkeit einer Ubertragung von H. canis durch
infiziertes Gewebe, sollten Hunde nicht mit Rohfleisch aus endemischen Regionen geflttert
werden (Greene, 2013).

2.3.8.9. Zoonotisches Potenzial

Die Bandbreite der natlrlichen H. canis Wirte ist nicht vollstandig untersucht. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass H. canis fur den immunkompetenten Menschen nicht von Bedeutung
ist.

Es gibt bisher nur einen Bericht Uber die Hepatozoon spp. Infektion eines Mannes auf den
Philippinen (Craig, 1990). Der Patient war anamisch und ikterisch. Gamonten wurden in
seinem Blut nachgewiesen. Parasiten waren in der Leber und im Knochenmark nicht

vorhanden. Alle bisher verfiigbaren Daten deuten auf eine H. canis Infektion hin.
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3. Material und Methoden

3.1. Aufbau der Studie

Die Studie hatte eine Laufzeit von zwei Jahren. Im Verlauf dieser zwei Jahre beginnend im
Mai 2016 war geplant, 1000 Serumblutproben von Hunden aus dem Raum
Berlin/Brandenburg zu sammeln und auf das Vorkommen von Anaplasma spp., Babesia
spp., Dirofilaria spp., Ehrlichia spp., Leishmania spp., Angiostrongylus vasorum und Borrelia
spp. hin zu untersuchen. Dabei sollten serologische Nachweisverfahren verwendet werden,
da in einer vorausgegangenen Studie von 2013 bis 2015 ahnliche Erreger mit Hilfe von DNA-
Isolation und anschlieRender PCR untersucht wurden (Liesner et al., 2016).

Informationen Uber Patientendaten und Untersuchungsergebnisse wurden in Exceltabellen
dokumentiert. Im Falle positiver Nachweise wurde versucht, die Hundebesitzer zu
kontaktieren und eine Reiseanamnese zu erfragen, sowie eine Blutprobe zur weiteren
diagnostischen Abklarung zu erhalten.

Aulerdem sollten die DNA-Proben, welche in einer vorausgegangenen Studie gesammelt
und aus Hunde- bzw. Fuchsblut extrahiert wurde, auf H. canis untersucht werden. Daflr
sollte zuerst eine PCR etabliert und eine Positivkontrolle hergestellt werden. Anschlielend
sollten die 1050 Hunde- und die 201 Fuchsproben untersucht werden und in positiven Fallen

aufgereinigt, sequenziert und phylogenetisch analysiert werden.

3.1.1. Standortwahl

Als Untersuchungsgebiet wurde der Raum Berlin/Brandenburg gewahlt. Grund daflr war,
dass in verschiedenen Studien immer wieder von einem Auftreten der in dieser Studie
untersuchten Erregern berichtet wird. So wurden zwischen 2007 und 2012 in Brandenburg
Infektionen mit D. repens dokumentiert (Sassnau et al., 2013) und in Fichsen
Angiostrongylus vasorum nachgewiesen (Hartwig et al., 2015). Es gibt auch Hinweise, dass
Anaplasma phagocytophilum endemisch in diesem Gebiet wird (Hartwig et al., 2014). Des
Weiteren wurden autochthone Infektionen, zum Beispiel mit Leishmanien in Brandenburg
diskutiert (Kellermeier et al., 2007). Auch Uber das vermehrte Vorkommen bestimmter
Vektoren, wie zum Beispiel der Stechmiicken wurde in den letzten Jahren verstarkt berichtet
(Becker et al., 2014).

Da es sich bei Berlin und seinem Umland um ein Gebiet mit hoher Bevdlkerungsdichte und

einer groRen Anzahl von Hunden handelt, ist hier mit erhdhter Wahrscheinlichkeit mit
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Erkrankungen insgesamt und speziell mit Gbertragbaren Erkrankungen zu rechnen, sollte es

aus dem Untersuchungsgebiet nicht ausgeschlossen werden.

3.1.2. Probengewinnung und -lagerung

Bei der Probengewinnung wurden ausschlieBlich Proben verwendet, welche zu
diagnostischen Zwecken genommen wurden und nach dem Abschluss der Untersuchungen
verworfen worden waren.

Um eine reprasentative Anzahl von Proben zur Untersuchung zu erhalten, wurden diese in
Kooperation mit der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin und
dem Labor LABOKLIN (Bad Kissingen) gesammelt. Dazu unterschrieben alle teilnehmenden
Praxen eine Einverstandniserklarung, in welcher sie bestatigten, dass sie einer
Weiteruntersuchung der Proben im Institut fir Parasitologie und Tropenveterinarmedizin der
Freien Universitat Berlin zustimmten. Es wurde auch in der Einverstandniserklarung darauf
hingewiesen, dass bei positiven Nachweisen Interesse an einer weiterfUhrenden
diagnostischen Abklarung, in Form einer Reiseanamnese und weiterfUhrenden Tests,
bestlinde und diese auf Kosten des Instituts flr Parasitologie und Tropenveterindrmedizin
stattfinden wurde.

Bereits Ende Juli 2016 zeigte sich, dass es ein unerwartet hohes Probenaufkommen gab, da
allein aus der Klinik und Poliklinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin zu diesem
Zeitpunkt rund 400 Serumproben gesammelt werden konnten. Da es aber bei der vorher
festgelegten Gesamtanzahl der Proben bleiben sollte, ware bei Einbeziehung aller
gesammelten Proben kein reprasentativer Zeitraum untersucht worden. Somit war es notig,
ein zufalliges Auswahlverfahren zu entwickeln. Dabei fiel die Wahl auf einen
Zufallsgenerator, welcher mit R Studio geschrieben wurde. Es bestand die Mal3gabe, dass
gleich viele Proben aus Berlin und Brandenburg jeden Monat untersucht werden sollten. Der
Zeitraum von zwei Jahren wurde beibehalten, wodurch eine Probenanzahl von je 21 aus
Berlin und Brandenburg pro Monat entstand.

Die Sammlung der Hundeblutproben begann im Juli 2016, wobei auch Proben ab Mai 2016
miteinbezogen wurden, welche seitdem bei -20 °C gelagert wurden und endete im April
2018. Zuerst wurden nur Proben aus der Klinik und Poliklinik fur kleine Haustiere der Freien
Universitat Berlin gesammelt. Ab August 2016 wurden auch Proben von LABOKLIN in die
Studie mit einbezogen.

Alle Blutproben wurden sofort nach ihrem Eingang im Institut fortlaufend in Eppendorfgefald-
kasten eingeordnet und bis zur weiteren Untersuchung bei -20 °C gelagert. Aul3erdem
wurden die durch Zufall ausgewahlten Proben erneut zentrifugiert und das Serum in neue
EppendorfgefalRe umpepitiert, welche mit Probennummer, Monat, Jahr und einem ,B“ flr

Berlin bzw. einem ,BB“ flir Brandenburg gekennzeichnet wurden.
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3.2. Material

3.2.1. Test-Kits

3.2.1.1. Afosa Anaplasmen ELISA-Testkit

Darin enthalten:

e Mikrotiterplatte mit Anaplasma - Antigen (inaktiviert) beschichtet, 12 Streifen mit je 8
Vertiefungen = 96 Vertiefungen pro Platte, einzeln abbrechbar

e Probenverdinnungspuffer mit Proteinzusatz, konserviert mit Natriumazid

¢ Waschpufferkonzentrat 10-fach konzentriert, konserviert mit ProClin 300

¢ Kontrollserum, Positivkontrolle, von mit Anaplasma-Erregern infizierten Hunden
gewonnener Serumpool, konserviert mit Natriumazid, gebrauchsfertig

e Kontrollserum, Negativkontrolle, von Anaplasma-Erregern frei aufgezogenen Hunden
gewonnenes Serum, konserviert mit Natriumazid, gebrauchsfertig

e Konjugatlésung, Anti-Hund-IgG-Antikorper, mit Meerrettichperoxidase konjugiert,
konserviert mit ProClin 300, gebrauchsfertig

e Substratlosung, Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung, gebrauchsfertig

e Stopplésung, 1 N Schwefelsdure, gebrauchsfertig, Vorsicht atzend

3.2.1.2. Afosa Babesien ELISA-Testkit

Darin enthalten:

o 1 Mikrotiterplatte, 96 Kavitaten (mit inaktivem Babesia-Antigen beschichtet)

e 50 ml Probenverdinnungspuffer (8 Puffer mit Proteinzusatz, konserviert mit
Natriumazid, gebrauchsfertig)

¢ 50 ml Waschpuffer (phosphatgepuffert, 10-fach konzentriert, konserviert mit ProClin
300)

e 12 ml Konjugatlésung (Anti-Hund-lgG-Antikorper, mit Meerrettichperoxidase
konjugiert, konserviert ProClin 300, gebrauchsfertig)

e 12 ml Substratlésung (Tetramethylbenzidin (TMB)-Losung, gebrauchsfertig)

e 12 ml Stopplosung (1 N Schwefelsaure, gebrauchsfertig)

e 1,5 ml Positiv-Kontrollserum (mit Babesia-Erregern experimentell infizierter Hunde
gewonnener Serumpool, konserviert mit Natriumazid, gebrauchsfertig)

¢ 1,5 ml Negativ-Kontrollserum (von Babesia-Erregern frei aufgezogener Hunde

gewonnenes Serum, konserviert mit Natriumazid, gebrauchsfertig)
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3.2.1.3.  Afosa Leishmanien ELISA-Testkit

Darin enthalten:

1 Mikrotiterplatte, 96 Kavitaten (mit Leishmania-Antigen beschichtet)
50 ml Probenverdiinnungspuffer

50 ml Waschpuffer (10-fach konzentriert)

12 ml Konjugatldsung

12 ml Substratlésung

12 ml Stopplésung

1,5 ml Positiv-Kontrollserum

1,5 ml Negativ-Kontrollserum

3.2.1.4. IDEXX SNAP®4Dx®Plus-Testkit

Darin enthalten:

1 Flaschchen (Anti-D. immitis/ Anaplasma spp./ B. burgdorferil E. canis! E. ewingii)
HRPO-Konjugat (Konservierungsstoff: Gentamicin und Kathon) je 7 ml

1 SNAP Testeinheit mit enthaltener Waschlésung (Konservierungsstoff: Kathon)
0,4 ml und Substratlésung 0,6 ml

Transferpipette

Probenrohrchen

Reagenzstander

3.2.2. Reaktionskits

Reaktionskits Hersteller

DNA Clean & Concentrator™-5 ZYMO RESEARCH CORP., Irvine, USA
GenUP™ Plasmid Kit Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit Promega Corporation, Madison, USA
Plasmid DNA Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
Plasmid DNA Midiprep Kit Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
StrataClone Blunt PCR Cloning Kit Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit ZYMO RESEARCH CORP., Irvine, USA

Tabelle 3: Verwendete Reaktionskits
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3.2.3. Software

Software

Hersteller

BLAST Software (Altschul et al., 1990)

National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA

Bio - Rad Precision Melt Analysis™ 1.0

Bio - Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

CloneManager Professional 9

Scientific & Educational Software, Denver,
USA

Endnote X8

Thomson Reuters, New York, USA

Gen5™ Datenanalyse

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

GeneSnap Version 7.09.06

SYNGENE International, Indien

GraphPad Prism

Graphpad Prism, La Jolla, USA

MEGA 7

Pennsylvania State University, Pennsylvania,
USA

Microsoft Word 2010

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation, Redmond, USA

MUSCLE EMBL-EBI, Wellcome Genome Campus,
Hinxton, Cambridgeshire, GroRbritannien
PopART 1.7 Dept of Mathematics and Statistics

University of Otago, Dunedin, Neuseeland

RStudio Version 0.98.1103

Free Software Foundation, Inc., Boston, USA

R Version 3.5.0. (2018-04-23)

Free Software Foundation, Inc., Boston, USA

Sigma Plot

Systat Software, Chicago, USA

www.OpenEpi.com

Public Health Version (Sullivan et al., 2009)

Tabelle 4: Verwendete Software

3.2.4. Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Agar-Agar Kobe | Pulver

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Bacillol® AF Desinfektion

BODE Chemie GmbH, Hamburg

Dinatriumhydrogen-phosphat - Dihydrat
(Naz;HPO4 x 2H,0)

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat = 99%

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Essigsaure 100%

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Ethanol reinst = 99,5%

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Gycerin ROTIPURAN® 2 99,5%

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe
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Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphoshat (KH,HPQO,)

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Kanamycinsulfat

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

LE Agarose Pulver

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf

Milchpulver

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid - Platzchen

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Natronlauge (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Phosphorsaure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Salmon Sperm

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Tetramethylbenzidin (TMB)

Fluka Analytics, Miinchen, Deutschland

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-acetat

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Tween 20

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Zitronensaure-Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

3.2.5. Enzyme

Enzyme

Hersteller

EcoRI 10 U/ul Restriktionsenzym

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Anti-Dog IgG-Peroxidase Antikorper

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Maxima®Hot Start Taqg DNA Polymerase
5 U/ul

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase 2 U/ul

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Tabelle 6: Verwendete Enzyme

3.2.6. Puffer und Fliissigkeiten

Flussigkeit

Hersteller

Aqua bidest

TKA-Gebpure Reinstwassersystem, Berlin

DEPC-behandeltes Wasser, Bioscience-

Grade, Nuklease frei und autoklaviert

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

dNTP Mix, 10 mM

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

EvaGreen®

BIOSCIENCE, Jena
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GRGreen (GRSafe) Nucleic Acid Gel Stain Labgene Scientific SA, Chatel- St. Denis,
Schweiz

Handdesinfektionsmittel AHD 2000® Lysoform, Berlin

MgCl,, 25 mM Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

5 x Phusion HF Puffer Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Roti® Nukleinsdurefrei Spray Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

10 x Maxima®Hot Start Puffer Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

10 x Puffer EcoRI mit BSA Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

10 x Hot Start PCR Puffer Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Tabelle 7: Verwendete Puffer und Fliissigkeiten

3.2.7. verwendete Primer

Sequenz Name Quelle

5 GGTGAACCTGCGGAAGGATC & ITS-1 Filarien-ITS1-Forw | (Nuchprayoon et al.,
2005)

5 CTCAATGCGTCTGCAATTCGC 3’ ITS-1 Filarien-ITS1-Rev | (Nuchprayoon et al.,
2005)

5" GGGGATGATGTCAARTCAGCAY 3’ A/Efor (Tabar et al., 2008)

5" CACCAGCTTCGAGTTAAGCCAAT 3" | A/Erev (Tabar et al., 2008)

5" GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 3° | RLB-F2 (Matjila et al., 2004)

5" CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT 3° | RLB-R2 (Matjila et al., 2004)

5" ATA CAT GAG CAAAATCTC AAC 3" | HepR (Inokuma et al.,
2002)

5 CTT ATT ATT CCATGC TGC AG 3’ Hep F (Inokuma et al.,
2002)

Tabelle 8: Verwendete Primer

3.2.8. Marker
Marker Hersteller
GeneRuler™ 100bp Marker Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA
A EcoRI/Hindlll Marker Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Tabelle 9: Verwendete Marker
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3.2.9. Einwegartikel

Einwegartikel Hersteller
Abdeckfolien Excel Scientific, Inc.
Antigenstrips Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Biosphere® Pipettenspitzen 10 ul, 200 pl,
300 pl, 1000 pl

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Biosphere® Pipettenspitzen mit Filter 10 pl,
200 pl, 1000 pl

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Zentrifugationsréhrchen 50 ml

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Faltenfilter

Schleicher und Schull, Miinchen, Deutschland

Flussigkeitsreservior

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Kimtech Mehrfachwischtlicher

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Lens Paper

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

NitriCare® Handschuhe Nitril Gr. M

Showa Best Glove S.A.S., Frankreich

Papierhandtlcher

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Parafim® M

Bemis Company, Inc., Neenah, USA

PCR SingleCap 8er - Softstrips 0,2 ml, weil3,
flat cap

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf

Petrischalen @ 9 cm

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Pipettenspitzen 5 ml, 10 ml (Typ Eppendorf)

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Rahmen fur Wellstreifen

Nunc, Roskilde, Danemark

Rotilab® Sterilindikatorband fur

Dampfsterilisation

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

rotiprotect® Handschuhe Latex Gr. M

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

SafeDeal Gefalte 0,2 ml, 0,5 ml, 1 ml,
1,5ml, 2 ml

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Skalpellklingen

Henry Schein Inc., Melville, USA

Tissue Box Zellstofftiicher

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Vernichtungsbeutel

Sarstedt AG&Co., Nimbrecht

Tabelle 10: Verwendete Einwegartikel
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3.2.10. Gerate

Gerite

Hersteller

ALC-1100.2 Waage

Acculab, Satorius AG, Goéttingen

Biofuge 13 Zentrifuge

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

Biofuge pico Zentrifuge

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

C1000™ Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

CFX96™ Real-Time System

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Epoch BioTek® Instrument

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

Eppendorf Research Pipetten 0,5-10 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Forma 900 Series Gefrierschrank

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Gasprofi 1 micro Bunsenbrenner

WLD-TEC, Arenhausen

G:Box Geldokumentation

SynGene Europe, Cambridge, UK

HI208 Educational pH-Meter

Hanna® Instruments, Woonsecket, USA

IKA® COMBIMAG RCT Magnetriihrer

IKA® Works, Inc., Wilmington, USA

IKA® Vortex Genius 3 Vortexer

IKA® Works, Inc., Wilmington, USA

LABOKLAYV Autoklav

SHP Steriltechnik AG, Detzel

Schloss/Satuelle

Liebherr Gefrierschrank

Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz

Max Q 6000 Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA

Maxwell® 16 Research Instrument

Promega Corporation, Madison, USA

Mikrowellengerat

Sharp Electronics GmbH, Hamburg

Multipipette 10-300 ul

Eppendorf AG, Hamburg

Nunc Immuno Wash 8

Nunc, Roskilde, Danemark

PCR Chamber Laborwerkbank mit UV-Licht

PLAS Labs, Inc., Lansing, USA

ScanLaf Mars Safety Class 2 Sterilbank

LaboGene Aps, Lynge, Damemark

Take 3™ Multi-Volume Plate

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

Thermoshaker PST-60HL-4

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfuhrt,

Deutschland

Tischzentrifuge

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Waschautomat

BioTek® Instruments, Inc., Winooski, USA

Wide Mini-Sub® Cell GT

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

WNE 45 Wasserbad

Memmert GmbH&Co. KG, Schwabach

Tabelle 11: Verwendete Gerate
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3.2.11. Weitere Laborartikel

Laborartikel

Hersteller

Becherglaser 25 ml, 50 ml, 100 ml

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Chemikalienloffel

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Drigalski Spatel

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Eppendorfkasten

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht

Gelkdmme und -schlitten, Giel3stande

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Laborglasflaschen 500 ml

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Magnetruhrstabe

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

MagneSphere® Technology Magnetic

Seperation Stand

Promega Corporation, Madison, USA

Messzylinder 25 ml, 50 ml, 500 ml, 1000 m|

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Reagenzglaser

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Reaktionsgefallhalter

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Serologische Pipetten 10 ml, 25 ml, 50 mi

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht

Stoppuhr

HANHART 1882 GmbH, Gutenbach,

Deutschland

Trichter aus Kunststoff

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Trichter aus Glas

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

UV- Gesichtsschutzvisir

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Vakuumverteiler

ZYMO RESEARCH CORP,, Irvine, USA

Weithals-Erlenmeyerkolben 25 ml, 50 ml,
100 ml, 500 ml

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Wiegeschalchen

Carl Roth GmbH&Co. KG, Karlsruhe

Tabelle 12: Weitere verwendete Laborartikel
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3.3. Methoden

3.3.1. Zufallsgenerator mit R

Damit die Proben zufallig ausgewahlt werden konnten, wurde folgende Formel verwendet,
die in ,R* eingetragen und je nach Gesamtprobenanzahl des Monats und Sammelgebiet

variiert wurde:

sample(l:x,y,replace=F)

Wobei ,x” fur die Gesamtanzahl der Proben in dem jeweiligen Monat und dem Sammelgebiet
steht und ,y“ immer ,21“ ist, denn es sollten je Monat 21 Proben ausgewahlt werden. ,1:x"
bedeutet demnach, dass eine Probe aus der Gesamtanzahl ,x“ gezogen werden soll und

dass ,y“ mal, also in dieser Studie 21 mal. ,replace = F* sagt aus, dass dies ohne

LZuricklegen“ geschehen soll, folglich keine Probennummer doppelt vorkommen kann.

Fir das Bespiel ,Berlin Mai 2016“ wirde die Formel dann wie folgt lauten, da im Monat Mai

des Jahres 2016 insgesamt 67 Serumproben aus Berlin gesammelt werden konnten:

sample(1l:67,21,replace=F)

3.3.2. Herstellung von Puffern und Reagenzien

3.3.2.1. Puffer fiir den Leishmanien - ELISA

3.3.2.1.1. Carbonat-Coating-Puffer

Der Carbonat-Coating-Puffer war flur die Beschichtung der Antigenplatten flr den
Leishmanien ELISA ndétig. Bei der Herstellung wurden 2,93 g Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3) und 1,59 g Natriumcarbonat (Na,COs3) in destillietem Wasser (aqua dest.) mit

Hilfe des Magnetruhrers gel6st, wobei das Endvolumen 1 | umfasste.

3.3.2.1.2. PBS-Tween Waschpuffer

Zur Herstellung, des fur den Leishmanien ELISA verwendeten Waschpuffers wurden
zunachst 80 g Natriumchlorid (NaCl), 2 g Kaliumchlorid (KCI), 14,24 g Dinatriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat (Na,HPO, x 2H,0) und 2g Kaliumhydrogenphoshat (KH,HPO,)
abgewogen und vermischt, sowie anschlieRend in 11 aqua dest. gelést. Danach wurde mittels

1M Natronlauge (NaOH) der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Im nachsten Schritt wurde die
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entstandene Losung mit aqua dest. im Verhaltnis 1:10 verdunnt. AuRerdem wurden je 11|

Lésung 500 pl Tween 20 hinzugegeben.

3.3.2.1.3. Verdiunnungspuffer fir Leishmanien ELISA

Der Verdinnungspuffer fir die Verdinnung der Proben fir den Leishmanien ELISA bestand
aus 50 ml PBS-Tween Waschpuffer und 0,25 g Milchpulver. So entstand mittels eines

Magnetrihrers eine 5 %ige Losung, welche filtriert wurde, bevor sie gebrauchsfertig war.

3.3.2.1.4. Substratpuffer

Der Substratpuffer wurde bei dem in dieser Arbeit verwendeten Leishmanien ELISA bendtigt.
Dazu wurden zuerst 21,02 g Zitronensaure-Monohydrat (CsHgO7 x H,0) in 250 ml aqua dest.
geldst. Anschlielend wurde der pH-Wert mit 0,2 mol Natronlauge (NaOH) auf 3,95
eingestellt. Zum Schluss wurde auf 1000 ml mit aqua dest. aufgeflilit.

Weiterer Bestandteil war 100 mg 3-3, 5-5° Tetramethylbenzidin (TMB), welches mit 10 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO) vermischt wurde.

Direkt vor dem Gebrauch wurden die drei Reagenzien mithilfe des Magnetriihrers vermischt.
Dazu wurden 10 ml Zitronensaurepuffer, 200 yl TMB (<0,02 %) und 2 pl 30% H,O; in ein

Becherglas gegeben.

3.3.2.1.5. Phosphorsaure-Stopplosung

Die Phosphorsaure-Stopplésung wurde ebenfalls flir den Leishmanien ELISA verwendet.
Dabei wurden 28 ml 85% konzentrierte Phosphorsaure (H;PO4) mit 472 ml aqua dest.

verdunnt.

3.3.2.2. Puffer fir den Dirofilarien- und Angiostrongylus-ELISA

3.3.2.2.1. Waschpuffer flr die Dirofilarien- und Angiostrongylus-ELISA

Fir die Waschlésung wurden in 51 aqua dest. 45 g NaCl und 15 ml Tween 20 gegeben.
Dieses wurde nun eine Stunde mit einem Magnetriihrer durchmischt und anschlielend in

den Kanister des Waschautomaten gegeben.
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3.3.2.2.2. Verdiunnungspuffer fir die Dirofilarien- und Angiostrongylus-
ELISA

Aus fetalem Kalberserum (FCS) und Puffer Il wurde im Verhaltnis 1:9 ein Gemisch

hergestellt, dass zum Verdiinnen der Serumproben fiir die ELISAs diente.

3.3.2.2.3. Puffer |

Bei Puffer | handelt es sich um einen 0,1 M Carbonat/ Bicarbonat-Beschichtungspuffer mit
einem pH-Wert von 9,6 (Schucan et al., 2012).

3.3.2.2.4. Puffer Il

Puffer Il besteht aus PBS (pH 7,2) mit 0,02 % Natriumazid (NaN3), 0,05 % Rinderhdmoglobin
und 0,2 % Tween-20 (Schucan et al., 2012).

3.3.2.2.5. Puffer Ill

Puffer 1l ist ein 0,05 M Carbonat/ Bicarbonat-Puffer (pH 9,8) mit 1 mM Magnesiumchlorid
(MgCl) versetzt (Schucan et al., 2012).

3.3.2.3. Puffer und Reagenzien flr molekularbiologische Methoden

3.3.2.3.1. 6 x Loading-Dye

Zum Herstellen des Loading Dye wurden 60 ml 100 %iges Glycerin mit 1 ml 3%
Bromphenolblau, sowie 10 ml Tris-Cl-Puffer (pH-Wert 7,6), in einen Erlenmeyerkolben
gegeben, auf 100 ml mit aqua dest. aufgefiillt und mit dem Magnetriihrer vermischt, bis das
Gemisch homogen war. AnschlieBend wurde der Loading Dye in 1,5 ml Reaktionsgefalie

aliquotiert.

3.3.2.3.2. 50 x TAE-Puffer

Hierfir wurden 242 g Tris (pH-Wert 8) in einen 1000 ml Erlenmeyerkolben Uberfihrt.
Anschlielend wurden 100 ml EDTA hinzugeflgt. Weiterhin wurden 57,1 ml Essigsaure dazu
gegeben, und das Gemisch auf 1000 ml mit aqua dest. aufgefillt. Um eine gebrauchsfertige
Lésung zu erhalten, wurde dieser Stock im Verhaltnis 1:50 mit aqua dest. verdinnt.

Fir die 500 mM EDTA L6ésung wurden 186,1 g Ethylendiamintetraacetat (EDTA) auf 800 ml
aqua dest. in einem Erlenmeyerkolben aufgefillt und Natriumhydroxid-Platzchen

hinzugefiigt, bis ein pH-Wert von 8,0 erreicht war.
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3.3.2.3.3. LB-Agar
10 g Agar-Agar Pulver wurden mit 12,5 g LB-Pulver auf 500 ml aqua dest. in einer Labor-

glasflasche aufgefillt und diese anschlieend autoklaviert.

3.3.2.3.4. LB-Medium

LB-Medium wurde hergestellt indem 25 g LB-Pulver in einem Liter aqua dest. gemischt

wurde. Dieses wurde anschlieRend autoklaviert.

3.3.2.3.5. 100 bp und EcoRI Marker

Zur Herstellung der Marker wurden 94 ul aqua dest. mit 20 pl Loading Dye x 6 und 6 pl des
jeweiligen Markers in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert und mit einem Vortexer sorgfaltig

vermischt.

3.3.3. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay wird zur Messung von Antigen- oder
Antikoérperkonzentration zum Beispiel im Blut verwendet.

Die Durchflihrung eines ELISA erfordert entweder einen Antikdrper, um ein spezifisches
Antigen zu detektieren oder das Vorhandensein des passenden Antigens, an dem die
gesuchten Antikdrper binden kénnen.

Im Falle eines direkten ELISAs wird die Probe, welche eine unbekannte Menge Antigen
enthalt, auf einem Untergrund, der mit Antikdrpern beschichtet ist, immobilisiert. Danach wird
ein Antikdrper zur Detektion zugegeben und formt einen Komplex mit dem Antigen. Dieser
Antikdrper ist mit einem Enzym konjugiert und erlaubt, im letzten Arbeitsschritt die
Umsetzung eines Substrats in ein detektierbares Signal. Dabei werden positive Resultate
durch Farbumschlag anzeigt und mittels Photometer gemessen (Engvall and Perlmann,
1971).

Bei der indirekten Methode dagegen wird die Mikrotiterplatte mit Antigen beschichtet, woran
die Antikorper aus der Probe binden. Im nachsten Schritt folgt dann wieder ein markierter
Antikorper, wodurch die Farbreaktion mdglich gemacht wird.

Eine weitere Methode ist der Sandwich ELISA. Dabei wird die Menge Antigen zwischen zwei
Lagen von Antikérpern gemessen. Um dieses Assay anzuwenden, wird ein sogenannter
Fangantikorper an einen Untergrund gebunden. Das Antigen wird hinzugefiigt und bindet an
diesen. Ein zweiter primarer Detektionsantikbrper wird hinzugefligt, um das Sandwich zu

vervollstandigen. Das Ergebnis kann quantifiziert werden, indem ein markierter sekundarer
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Antikdrper hinzugefigt wird, der an den zweiten primaren Antikorper bindet und die
enzymatische Farbreaktion katalysiert (Engvall et al., 1971).

Bei dem kompetitiven ELISA wird wieder ein Antikbrper an einen Untergrund gebunden.
Dieser primare Antikérper wird mit den zu messenden Proben inkubiert. Danach wird ein
konjugiertes Antigen oder ein mit einem Enzym gebundener Antikdrper hinzugefligt. Das
Antigenkonjugat bindet den primaren Antikérper Uberall dort, wo er nicht an unmarkiertes
Antigen aus der Probe gebunden hat. Daraus folgt, dass je mehr Antigen in der Probe

vorhanden ist, desto weniger konjugiertes Antigen kann gebunden werden (Hornbeck, 2015).

3.3.3.1. Leishmanien-ELISA Testkit NovaTec

Der Leishmanien-ELISA wird in dem Labor LABOLKIN (Bad Kissigen) durchgefuhrt. Das von
NovaTec entwickelte Protokoll wurde verklrzt und durch die Umrechnung der Einheiten auch
andere Referenzwerte entwickelt. Der Test wurde im Labor in Bad Kissigen validiert und ist
in den Akkreditierungen nach DIN EN ISO/IEC 17025:2005 enthalten.

Es findet ein qualitativer immunoenzymatischer Nachweis spezifischer Antikdrper statt. Dazu
werden Mikrotiterplatten verwendet, welche mit spezifischen Antigenen beschichtet sind, um
entsprechende Antikérper der Probe zu binden. Nach dem Waschen der Wells zur
Entfernung des ungebundenen Probenmaterials wird ein mit Meerrettichperoxidase
markiertes Konjugat zugegeben. Dieses Konjugat bindet an die eingefangenen Antikérper. In
einem zweiten Waschschritt wird das ungebundene Konjugat entfernt. Der durch das
gebundene Konjugat gebildete Immunkomplex wird durch Zugabe von Tetramethylbenzidin
(TMB)-Substrat visualisiert, das ein blaues Reaktionsprodukt ergibt. Die Intensitat dieses
Produkts ist proportional zur Menge der spezifischen Antikorper in der Probe. Um die
Reaktion zu stoppen, wird Schwefelsdure zugesetzt. Dadurch entsteht eine gelbe
Endpunktfarbe. Die Absorption bei 450/620 nm wird mit einem ELISA-Mikrotiterplattenleser
gemessen.

Der Test weist eine diagnostische Sensitivitat von 90,91 % (95 % CI: 70,84 %-98,88 %) und
eine diagnostische Spezifitat von 92,59 % (95 % Cl: 82,11 %-97,94 %) auf.

3.3.3.2. Leishmanien-ELISA in house FU Berlin

3.3.3.2.1. Beschichtung der Antigen-Platten

Zur Herstellung der Antigen-Platten fiir den Leishmanien ELISA wurden Nunc-Rahmen mit
Antigen-Strips bestiickt und anschlieend mit einem Gemisch bestehend aus 104 pl
Leishmanien-Antigen, welches bei -20 °C gelagert wurde, und 10 ml Carbonat-Coating-

Puffer beschichtet. Dabei wurden 100 pl in jede Kavitat peppitiert. Danach wurde die Platte
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eine Stunde lang auf dem Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert und dann bei 4 °C Uber
Nacht gelagert. Nun war diese zur weiteren Verwendung bereit. Zur langeren Lagerung
wurde sie eingeschweil3t und bei -20 °C aufbewahrt.

Vor dem Aufpeppitieren der Proben wurde die Platte einmal mit 200 yl PBS-Tween

Waschlésung gewaschen.

3.3.3.2.2. Durchfiihrung des ELISA

Zuerst wurden die Antigen-Stripes entsprechender Menge aus dem Kuhlschrank genommen,
damit sie Raumtemperatur annehmen konnten. Dabei wurden sie in der Folie belassen.
Wahrenddessen wurde der Verdunnungspuffer angesetzt. Im nachsten Schritt wurden die
Proben sowie die Positiv- (PK) und Negativkontrolle (NK) im Verhaltnis 1:201 verdunnt. Dazu
wurden 400 ul des Probenverdunnungspuffers zusammen mit 2 pl der jeweiligen Probe in ein
Eppendorfgefald gegeben und durch Schutteln auf dem Vortexer vermischt.

Darauf folgt die Beschichtung der Platte mit jeweils 100 pl je Kavitat, wobei Proben, Positiv-
und Negativkontrolle, sowie Blank im Doppelansatz untersucht wurden, und eine
halbstiindige Inkubation im Thermoshaker bei 37 °C.

In der Zwischenzeit musste das Konjugat hergestellt werden, welches Anti-Dog IgG-
Peroxidase Antikorper und Verdinnungspuffer im Verhaltnis von 1:3000 enthielt. Dies wurde
erreicht indem 12 ml Verdinnungspuffer und 4 pl Anti-Dog IgG-Peroxidase Antikérper mit
dem Magnetrihrer vermischt wurden.

Nach der 30mindltigen Inkubation folgte der erste Waschvorgang. Dabei wurde drei Mal
jeweils mit 200 yl PBS-Tween Waschlésung gewaschen. Zwischen den einzelnen
Waschschritten erfolgte eine 5mindtige Inkubation.

Danach wurde die Platte mit 100 pl je Kavitat der Konjugatverdinnung beschichtet und
wiederum fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Der darauffolgende Waschvorgang wurde wie der erste durchgefihrt.

Kurz vor der Verwendung wurde die Substratldsung, bestehend aus 10 ml Substratpuffer,
200 pl Tetramethylbenzidin (TMB) und 2 pl Wasserstoffperoxid (H.O,) angesetzt. Davon
wurden mittels einer Mehrkanalpipette 100 ul in jede Kavitat gegeben.

Nach mindestens einminutigem Inkubieren und schutteln der Platte wurde der Vorgang mit
50 ul Phosphorsaure abgestoppt.

Zuletzt folgte die Messung bei 450 nm im Photometer.
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Bei der Auswertung des Tests wurden zuerst Positiv-, Negativkontrolle und Leerwert (L)
Uberprift.
PK: =0,1

NK: =0,07 bis 0,08
L: = 0,05 bis 0,06

Dabei ist zu beachten, dass eine etwas erhohte Positivkontrolle dann auch eine erhohte

Negativkontrolle erlaubte.

Bei der Berechnung der Ergebnisse wurden zuerst die Mittelwerte aller Proben, sowie der
Positiv-, Negativkontrolle und des Leerwertes ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Korrektur
von Positivkontrolle und Probenwerten durch Abziehen des Leerwertes.

Mit diesen korrigierten Werten wurde das Ergebnis mithilfe folgender Formel in Prozent

errechnet:
Testergebnis (TE) (%) = (korr. Probe / korr. PK) x 100
Wobei fur TE < 19 = negativ,
TE = 19 = fraglich und
TE > 20 = positiv gilt.

3.3.3.3. Leishmanien ELISA-Testkit von Afosa

Der LEISHMANIA-ELISA DOG ist ein ELISA in Mikrotiterplattenformat zum Nachweis von
IgG-Antikérpern gegen Leishmania infantum in Blutserum- oder Blutplasmaproben von
Hunden.

Der Test basiert auf I6slichen Antigenen, prapariert aus Leishmania infantum. Er ist in der
Lage, spezifische Antikérper in 88,4-100 % (95 % Konfidenzintervall-Kl) Leishmania
infizierter Hunde nachzuweisen, wie bei der Testung mit 30 Seren ermittelt wurde. Die
Testspezifitat betragt 86,3 %-99,5 % im Vergleich zu klinisch gesunden Hunden
unterschiedlichster Rassen. Kreuzreaktionen bei Hunden mit anderen parasitaren
Erkrankungen sind nicht vollkommen ausgeschlossen; in einem Panel von 26 Seren von
Hunden mit Babesiose, Toxoplasmose, Neosporose und Hepatozoonose, allerdings
unbekannter Historie einer moglicherweise friheren Leishmaniose, wurden drei
Positivreagenten ermittelt.

Die Mikrotiterplatte ist mit einer Leishmania-Antigen-Praparation beschichtet. Antikérper
gegen Leishmania infantum bilden wahrend der Inkubation der Probe in der beschichteten
Vertiefung einen Komplex mit dem Antigen. Nichtgebundenes Material wird durch Waschen

entfernt. Das hinzugefligte Enzym-Konjugat bindet sich an die antigengebundenen
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IgG-Antikorper. Ungebundenes Enzym-Konjugat wird herausgewaschen. Nach Hinzugabe
der Substratldsung erfolgt eine Farbentwicklung durch antikdrpergebundenes Enzym. Die
Farbreaktion steht in Korrelation zur Menge von Anti-Leishmania-Antikdrpern in der Probe.
Die diagnostische Bewertung erfolgt durch den Vergleich der Extinktionswerte von Proben
und Kontrollen.

Mit einer Mikrotiterplatte kdnnen maximal 91 Proben untersucht werden. Die Mikrotiterplatte
besteht aus 12 Streifen mit je 8 Reaktionsvertiefungen. Die bendtigten Testreagenzien
wurden vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (18 bis 25 °C) gebracht und vor der
Verwendung durch Schwenken der Flasche bzw. Vortexen des Plastikréhrchens griindlich zu
durchmischen. Substrat- und Konjugatlésung dirfen starkem Lichteinfall nicht ausgesetzt
werden. Nach langerer Kihlung kann sich die Substratiésung durch spontane Umsetzung
schwach blaulich farben. Diese leichte Farbung verschwindet nach Erwarmung auf
Raumtemperatur. Die benétigte Menge an Waschpuffer wurde hergestellt, indem die
entsprechende Menge des 10-fach Konzentrats 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt
wurde. Fur die gesamte Mikrotiterplatte wurden 216 ml destilliertes Wasser mit 24 ml
Waschpufferkonzentrat angemischt.

Es kann frisches, kihl aufbewahrtes oder gefroren gelagertes und aufgetautes Blutserum
oder Blutplasma verwendet werden. Aufgetaute Proben wurden vor der Verwendung
grundlich durchmischt. Dann wurde eine 1:10-Verdinnung hergestellt und diese grundlich
gemischt. AnschlieBend wurde daraus eine 1:30-Verdinnung erstellt, so dass die Probe in
einer Endverdinnung von 1:300 vorliegt. Bei jedem Test ist es notwendig, Positiv- und
Negativkontrolle mitzufuhren, um die korrekte Testdurchfuhrung und die Stabilitdt der
Reagenzien Uberprifen zu kdnnen.

Je 100 pl der Kontrollseren wurden in die dafur vorgesehenen Vertiefungen gegeben.
Aulerdem wurden 100 ul der vorverdinnten Proben auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Als
nachstes wurde die Platte 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgte das erste
Waschen. Dazu wurden die Mikrotiterplatten entleert und 4-mal mit jeweils 300 pl
Waschpuffer gewaschen. Nach dem Waschgang wurde die Platte auf einer sauberen,
saugfahigen Unterlage ausgeschlagen.

Im nachsten Schritt wurde in jede Vertiefung 100 yl Konjugatldsung gegeben. Dann wurde
die Platte wieder abgedeckt und fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Beim zweites
Waschen wurde ebenso verfahren, wie beim ersten Waschgang.

AnschlieRend wurden 100 ul Substratldsung je Vertiefung auf die Platte pipettiert und diese
wiederum abgedeckt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde mit der
Zeitmessung nach Fillen der ersten Vertiefung begonnen. Dann wurde 100 pl Stopplésung
in jede Vertiefung und zwar in derselben Reihenfolge und Geschwindigkeit, in der die

Substratlésung zugegeben wurde, pipettiert.
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Danach wurde die Platte vorsichtig, aber grundlich geschuttelt und die Extinktionswerte (OD)

innerhalb von 10 min nach Zugabe der Stoppldsung bei 450 nm gemessen.

Bei der Auswertung des Tests waren zuerst folgende Kontrollwerte zu Uberprifen:

OD des Positiv-Kontrollserums PK: ODpx>0,8<2,8

Prozentsatz des Negativ-Kontrollserums NK: P <20

Dazu wurden zuerst die Mittelwerte der optischen Dichte der Positivkontrolle und der
Negativkontrolle (ODpk, ODnk) berechnet.
AnschlieRend wurde der Prozentsatz der optischen Dichte des Negativkontrollserums nach
folgender Formel berechnet:

P = (ODnk %100) / (ODgk)

Wurden die oben genannten Kontrollwerte erreicht, war die Testdurchfliihrung erfolgreich.
Zur Berechnung des Testergebnisses wurden vom Mittelwert der optischen Dichte des
Positivkontrollserums (ODpk) und von der optischen Dichte der Proben (ODpope) der

Mittelwert des Negativkontrollserums (ODyx) abgezogen.

ODgx, kor = ODpk - ODnk

ODProbe, korr = ODProbe - ODNK

Das Testergebnis der Proben wurde dann nach folgender Formel berechnet:

TE = (ODProbe, korr % 100) / (ODPK' korr)

Wobei fur TE <7 = negativ,
TE 7 - 12 = fraglich und
TE > 12 = positiv gelten.

3.3.3.4. Anaplasmen ELISA-Testkit von Afosa

Der Anaplasma-ELISA DOG ist ein ELISA in Mikrotiterplattenformat zum Nachweis von IgG-
Antikdrpern gegen Anaplasma phagocytophilum in Blutserum- oder Blutplasmaproben von

Hunden.
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Der Test ist in Sensitivitdt und Spezifitdt mit dem Anaplasma-IFAT vergleichbar. Die
Validierung von 154 charakterisierten Seren ergab eine Sensitivitdt von 92% bei einer
Spezifitdt von bis zu 97%. Kreuzreaktionen mit Ehrlichia canis sind nicht auszuschliel3en.
Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Anaplasma-Antigen-Praparation beschichtet. Antikérper
gegen Anaplasma phagocytophilum bilden wahrend der Inkubation der Probe in der
beschichteten Vertiefung einen Komplex mit dem Antigen. Nichtgebundenes Material wird
durch Waschen entfernt. Das hinzugefligte Enzym-Konjugat bindet sich an die
antigengebundenen IgG-Antikdrper. Ungebundenes Enzym-Konjugat wird
herausgewaschen. Nach Hinzugabe der Substratlésung erfolgt eine Farbentwicklung durch
antikorper-gebundenes Enzym. Die Farbreaktion steht in Korrelation zur Menge von Anti-
Anaplasma-Antikorpern in der Probe. Die diagnostische Bewertung erfolgt durch den
Vergleich der Extinktionswerte von Proben und Kontrollen.

Mit einer Mikrotiterplatte kbnnen maximal 91 Proben untersucht werden. Die Mikrotiterplatte
besteht aus 12 Streifen mit je 8 Reaktionsvertiefungen.

Als erstes wurde die bendétigte Menge an Waschpuffer hergestellt, indem die entsprechende
Menge des 10-fach Konzentrats 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt wurde. Anschliel3end
wurde die Probenverdinnung vorgenommen. Dazu wurden 5 ul der Probe in 495 ul
Probenverdinnungspuffer pipettiert und diese grindlich gemischt. Die Kontrollen sind
gebrauchsfertig und durfen nicht verdunnt werden. Bei jedem Test war es notwendig, Positiv-
und Negativkontrolle mitzufuhren, um die korrekte Testdurchfihrung und die Stabilitat der
Reagenzien Uberprifen zu kénnen. Samtliche Reagenzien wurden vor Anwendung auf
Raumtemperatur gebracht.

Je 100 pl der Kontrollseren und der Proben wurde in die dafur vorgesehenen Vertiefungen
auf der Mikrotiterplatte gegeben und dann abgedeckt, sowie fir 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach folgte das erste Waschen. Dazu wurden die Vertiefungen entleert und 4-
mal mit jeweils 300 yl Waschpuffer gewaschen. Am Ende des Waschvorganges wurde die
Restflissigkeit durch Ausschlagen der Platte auf einer sauberen saugfahigen Unterlage
entfernt.

Im nachsten Schritt wurde in jede Vertiefung 100 pl Konjugatldsung gegeben und die Platte
wiederum abgedeckt und fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgt der zweite
Waschvorgang, welcher wie der erste ablauft.

Dann wurden 100 pl Substratlosung je Vertiefung auf die Platte gegeben. Diese wurde
abgedeckt 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit der Zeitmessung wurde nach dem
Fullen der ersten Vertiefung begonnen.

Danach wurden 100 pl Stopplosung in jede Vertiefung pipettiert, und zwar in derselben

Reihenfolge und Geschwindigkeit, in der die Substratldsung zugegeben wurde. Nach dem
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vorsichtigen Schitteln der Platte wurden die Extinktionswerte innerhalb von 10 min nach

Zugabe der Stoppldsung bei 450 nm gemessen.

Bei der Auswertung des Tests waren zuerst folgende Kontrollwerte zu Uberprifen:

OD des Positiv-Kontrollserums PK: ODp>0,8<2,8
Prozentsatz des Negativ-Kontrollserums NK: P <20
Leerwert (Probenverdiinnungspuffer): OD < 0,1

Dazu wurden zuerst die Mittelwerte der optischen Dichte der Positivkontrolle und der
Negativkontrolle (ODpk, ODnk) berechnet.
AnschlieRend wurde der Prozentsatz der optischen Dichte des Negativkontrollserums nach
folgender Formel berechnet:

P = (ODnk %100) / (ODgk)

Wurden die oben genannten Kontrollwerte erreicht, war die Testdurchfliihrung erfolgreich.
Zur Berechnung des Testergebnisses wurden vom Mittelwert der optischen Dichte des
Positivkontrollserums (ODpk) und von der optischen Dichte der Proben (ODppe) der

Mittelwert des Negativkontrollserums (ODyk) abgezogen.

ODPK, korr = ODpk - ODnk

ODProbe, korr = ODProbe - ODNK

Das Testergebnis der Proben wurde dann nach folgender Formel berechnet:

TE = (ODProbe, korr X 100) / (ODPK' korr)

Wobei fur TE < 8 = negativ,
TE 8 - 12 = fraglich und
TE > 12 = positiv gelten.
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3.3.3.5. Babesien ELISA-Testkit von Afosa

Der Babesia-ELISA DOG ist ein Enzymimmunoassay in Mikrotiterplattenformat zum
Nachweis von IgG-Antikorpern gegen Babesia canis in Blutserum- oder Blutplasmaproben
von Hunden.

Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Babesia-Antigen-Praparation beschichtet. Antikorper
gegen Babesia canis bilden wahrend der Inkubation der Probe in der beschichteten
Vertiefung einen Komplex mit dem Antigen. Nichtgebundenes Material wird durch Waschen
entfernt. Das hinzugefligte Enzym-Konjugat bindet an die antigengebundenen IgG-
Antikorper. Ungebundenes Enzym-Konjugat wird herausgewaschen. Nach Hinzugabe der
Substratlosung erfolgt eine Farbentwicklung durch antikérpergebundenes Enzym. Die
Farbreaktion steht in Korrelation zur Menge von Anti-Babesia-Antikbrpern in der Probe. Die
diagnostische Bewertung erfolgt durch den Vergleich der Extinktionswerte von Proben und
Kontrollen.

Mit einer Mikrotiterplatte kdnnen maximal 91 Proben untersucht werden. Die Mikrotiterplatte
wird im Folienbeutel mit Wiederverschluss geliefert. In der Verpackung befindet sich
aullerdem ein Trockenbeutel mit Indikator. Die Mikrotiterplatte besteht aus 12 Streifen mit je
8 Reaktionsvertiefungen.

Die Sensitivitdt und Spezifitat des Babesia canis-ELISA lag in Bezug zum Goldstandard (671
mit vier verschiedene IFATs untersuchte Seren) bei 91,6 % bzw. 95,4 %, in Bezug zu einem
an einem Universitatsinstitut nach streng wissenschaftlichen Kriterien validierten IFAT als
Goldstandard (287 Seren) bei 96,3 % bzw. 100 %.

Zur Vorbereitung der Testdurchfihrung waren folgende Schritte zu erledigen:

Die benodtigten Testreagenzien waren vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur zu bringen
und vor der Verwendung durch Schwenken der Flasche bzw. Vortexen des Plastikrohrchens
grindlich zu durchmischen.

Die bendtigte Menge an Waschpuffer musste hergestellt werden, indem die entsprechende
Menge des 10-fach Konzentrats 1:10 mit destilliertem Wasser oder Reinstwasser verdinnt
wurde. Sollten sich Kristalle im Waschpufferkonzentrat befinden, so I6ste man diese durch
vorsichtiges Erwarmen des Waschpufferkonzentrats auf.

Es konnte frisches, kiihl aufbewahrtes oder gefroren gelagertes und aufgetautes Blutserum
oder Blutplasma verwendet werden. Die aufgetauten Proben wurden vor der Verwendung
grindlich durchmischt.

Zur Probenverdunnung wurden 5 ul der Probe in 495 pl Probenverdinnungspuffer (1:100)
gegeben und grundlich vermischt. Die Kontrollen waren bereits gebrauchsfertig. Bei jedem

Test war es notwendig, Positiv- und Negativkontrolle, sowie eine Leerwertkontrolle
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mitzufihren, um die korrekte Testdurchflhrung und die Stabilitdt der Reagenzien Uberprifen

zu konnen.

Bei der Durchfihrung wurde wie folgt verfahren:

Als erstes wurden je 100 pl der Kontrollseren in die dafur vorgesehenen Vertiefungen
gegeben. Dabei wurde besonders bei einer groReren Anzahl Proben eine
Doppelbestimmung empfohlen, weshalb diese auch erfolgte.

Als Leerwert wurden 100 ul Probenverdiinnungspuffer in die dafiir vorgesehene Vertiefung
gegeben. In diesem Fall war eine Einzelbestimmung ausreichend.

AnschlieRend wurden 100 ul der 1:100 vorverdiinnten Proben in die dafir vorgesehenen
Vertiefungen pipittiert.

Nun wurde die Platte abgedeckt und fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach erfolgte der erste Waschvorgang. Dazu wurden die Vertiefungen entleert und diese
4-mal mit jeweils 300 pl Waschpuffer gespllt. Es wurde mit einer Mehrkanal-Pipette
gewaschen und anschlieBend die Platte nach jedem einzelnen Waschgang auf einer
sauberen, saugfahigen Unterlage ausgeschlagen, in diesem Fall auf einem Papierhandtuch.
Danach wurde in jede Vertiefung 100 pl Konjugatlésung gegeben, die Platte anschlieliend
wieder abgedeckt und fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Dann erfolgte der zweite Waschvorgang. Dazu wurden wieder die Vertiefungen entleert und
anschlielRend wie beim ersten Waschvorgang verfahren.

Nun wurden in jede Vertiefung 100 pl Substratldsung pipettiert und als nachstes die
abgedeckte Platte fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit der Zeitmessung wurde
nach dem Fullen der ersten Vertiefung begonnen.

Darauf folgte das Zugeben von je 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung und zwar in
derselben Reihenfolge und Geschwindigkeit, in der die Substratldésung zugegeben wurde.
Zum Schluss wurde die Platte vorsichtig, aber grindlich geschittelt und innerhalb von

10 min nach Zugeben der Stoppldsung die Extinktionswerte (OD) bei 450 nm gemessen.

Bei der Auswertung des Tests waren zuerst folgende Kontrollwerte zu tberprifen:

OD des Positiv-Kontrollserums PK: ODpk >0,8<2,8
Prozentsatz des Negativ-Kontrollserums NK: P <20
Leerwert (Probenverdinnungspuffer): OD < 0,1

Dazu wurden zuerst die Mittelwerte der optischen Dichte der Positivkontrolle und der

Negativkontrolle (ODpk, ODnk) berechnet.
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AnschlieRend wurde der Prozentsatz der optischen Dichte des Negativkontrollserums nach
folgender Formel berechnet:

P = (ODnk %x100) / (ODgk)
Wurden die oben genannten Kontrollwerte erreicht, war die Testdurchfuhrung erfolgreich.
Zur Berechnung des Testergebnisses wurden vom Mittelwert der optischen Dichte des

Positivkontrollserums (ODpk) und von der optischen Dichte der Proben (ODpope) der

Mittelwert des Negativkontrollserums (ODyk) abgezogen.

ODpk, kor = ODpk - ODnk

ODProbe, korr = ODProbe - ODNK

Das Testergebnis der Proben wurde dann nach folgender Formel berechnet:

TE = (ODProbe, korr % 100) / (ODPK' korr)

Wobei fur TE < 14 = negativ,
TE 14 - 19 = fraglich und
TE > 19 = positiv gelten.

3.3.3.6. Dirofilarien-ELISA

Dabei handelt es sich um einen Sandwich-ELISA auf Basis von monoklonalen Antikérpern
und aufgereinigtem, somatischen Antigen von adulten D. immitis-Stadien, welcher zum
Nachweis von Antikdrpern gegen D. immitis und D. repens in Hundeseren verwendet wird.
Die Sensitivitat des Tests flr patente D. immitis Infektionen wurde mit 93,8 % (95 % KI: 79,2-
99,2 %) und fur D. repens Infektionen mit 100 % (95 % KI: 81,9-100 %) berechnet. Die
Spezifitat betrug 98,6 % (95 % Kl: 92,2-100 %) bei Seren von 69 Hunden aus einem nicht-
endemischen Gebiet. Kreuzreaktionen mit anderen Nematoden wie Acanthocheilonema und
Dipetalonema spp. (50 % bzw. 66,7 %), Crenosoma vulpis (16,7 %), Capillaria aerophila
(14,3 %) und mit natirlich, aber nicht experimentell infizierten Hunden mit Angiostrongylus
vasorum (14,3 %) waren vorhanden. Bei experimentell infizieten Hunden mit Toxocara
canis, Ancylostoma caninum und Trichuris vulpis traten keine positiven Reaktionen auf
(Joekel et al., 2017).
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3.3.3.6.1. Beschichtung der ELISA-Platte

Zur Herstellung der Antigen-Platten fiir den Dirofilarien ELISA wurde ein Rahmen mit Stripes
bestlickt. AnschlieRend wurden diese mit 100 yl je Kavitat eines Gemischs aus 44 ul
Antikoérperlosung und 9,956 ml Puffer | beschichtet. Dabei bestand die Antikérperlésung aus
1,44 ug/ml einer aufgereinigten, gepoolten Probe ,mAbDi36/1“. Die Kavitat A1 wurde leer
gelassen, da es sich dabei um den Leerwert handelte.

Die Platten wurden Uber Nacht bei 4 °C in einer humid chamber gelagert und inkubiert.

3.3.3.6.2. Durchfiihrung des ELISA

Als Erstes wurden die am Vortag beschichteten Platten 4 mal mit 350 pl Waschlosung mit
Hilfe eines Waschautomaten gewaschen. Dann folgte das Blocken, wobei 300 pl/ Kavitat
Puffer Il auf die Platte gegeben wurden und diese 30 min bei 37 °C inkubiert wurde. Es
wurde wieder der Leerwert ausgespart.

Nach dem erneuten Waschen der Platte nach oben beschriebenem Schema wurde auf die
Platte die Antigenlosung aufgetragen. Die Antigenldsung bestand aus 20,5 pl Antigen ,Diro
crute AG 11.3.10%, welches aus einem Wurm extrahiert wurde und eine Konzentration von
8,44 mg/ml aufwies, sowie 9979,5 ul Puffer Il. In jede Kavitat, abgesehen vom Leerwert,
wurden 100 pl pipettiert und die Platte bei 37 °C eine Stunde inkubiert.

Wahrenddessen wurden die Proben sowie die Kontrollen mit FCS und Puffer Il verdinnt.
Dazu wurden 400 pl der Verdinnungslésung und je 2 uyl der Probe in ein cluster tube
gegeben. Der Leerwert bleibt wieder frei, sowie in diesem Schritt auch die Konjugatkontrolle.
Als weitere Kontrollen wurden zwei Negativkontrollen, zwei unterschiedlich starke
Positivkontrollen, sowie eine schwach positive Probe, welche als cut-off diente, verwendet.
Die Platte wurde nach der Inkubation wieder gewaschen und anschlieend mit 100 pl/
Kavitat der eben verdinnten Proben und Kontrollen beschichtet. Dazu wurde nun eine
Mehrkanalpipette verwendet, wobei vor dem Auftragen darauf zu achten war, die verdiinnten
Proben durch auf und ab pipettieren in den cluster tubes nochmals grindlich zu
durchmischen. Es folgte wieder eine einstlindige Inkubation bei 37 °C.

Nach einem weiteren Waschen der Platte wurde diese mit 100 pl/ Kavitat Konjugat, welches
aus 8 ul anti Dog und 10 ml Puffer Il bestand, beschichtet und nochmals bei 37 °C flr eine
Stunde inkubiert.

Danach wurde die Platte nach dem Ublichen Schema gewaschen und mit 100 pl/ Kavitat
Substrat, bestehend aus 10ml Puffer Il und 0,01 g 4-Nitrophenylphosphat-
dinatriumhexahydrat, beschichtet, inklusive des Leerwertes.

Die Messungen mit dem Photometer erfolgten 10 min und 15 min nach Auftragen des
Substrates bei 405 nm.

Zur Auswertung diente der jeweilige cut-off Wert der einzelnen Platte.
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3.3.3.7.  Angiostrongylus vasorum Antigen-ELISA

Beim Antigen-ELISA handelt es sich um einen Sandwich-ELISA. Das dafir benétigte Antigen
wurde aus adulten Wirmern durch Inkubation in Medium, Zentrifugation, Sterilfiltration und
anschlielender Konzentration des Mediums hergestellt (Schnyder et al.,, 2011). Die
polyklonalen Antikérper wurden aus dem Serum von neuseeldndischen, weilen Kaninchen,
welche zuvor immunisiert wurden, gewonnen (Schnyder et al., 2011). Fur die monoklonalen
Antikérper (mAb) wurden Mause immunisiert und danach Milzzellen aseptisch entfernt,
gewaschen und Lymphozyten mit der gleichen Menge an AG8-Myelomzellen vermischt.
Darauf folgt eine Kultivierung (Schnyder et al., 2011).

Die Sensitivitdt des Antigen-Tests betrug 95,7 % (95 % KI: 78,1-99,9 %), bestimmt mit Seren
von 23 Hunden, die nicht experimentell mit A. vasorum infiziert waren. Die Spezifitat betrug
94,0 % (95 % KI: 83,5-98,7 %) unter Verwendung von 50 Hundeseren, die zur Untersuchung
auf andere parasitare Erreger im Institut fir Parasitologie der Universitat Zurich eingesandt
wurden. Mogliche Kreuzreaktionen wurden mit Seren einer Gruppe von insgesamt 61
Hunden mit nachgewiesenen Infektionen mit D. immitis (n=23), Crenosoma vulpis (n=14),
Ancylostoma caninum (n=4) oder Toxocara canis (n=20) untersucht. Es wurde kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Anteils der positiven Reaktionen zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe mit nachgewiesenen Helmintheninfektionen auler

A. vasorum beobachtet (Schnyder et al., 2011).

3.3.3.7.1. Beschichtung der ELISA-Platte

Die Platte, bestehend aus Stripes und Rahmen, wurde am Vortag der Durchfihrung
beschichtet und in einer humid chamber Box, welche mit Silikongel gefiullt war, im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Je Platte wurden 10 ml Puffer | und 28 ul Antikérperlésung ,mAb56/1/2“ gemischt und davon
100 ul/ Kavitat aufgetragen. Der Blank wurde dabei ausgespart.

3.3.3.7.2. Durchfiihrung des ELISA

Als Erstes wurde das FCS und die Kontrollseren aufgetaut und die Antigen-Platte 4 mal mit
jeweils 350 pl der Waschlésung gewaschen. Anschlieend folgte das Blocken. Dazu wurden
300 ul Puffer Il in jede Kavitat, abgesehen vom Blank, gegeben und die Platte bei 37 °C eine
halbe Stunde inkubiert.

In dieser Zeit konnten die Kontrollen vorbereitet werden. Auf jeder Platte befinden sich zwei
unterschiedliche Negativkontrollen, zwei unterschiedliche Positivkontrollen und eine

Referenzprobe, welche an zwei Stellen auf der Platte aufgetragen wird. Die Referenzprobe
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,0182“ der Antigenplatte wurde im Verhaltnis 1:100 mit Puffer Il verdinnt. Dies wurde in
einem Eppendorfgefall durchgefihrt.

Nach der Inkubationszeit wurde die Antigen-Platte leer geklopft und in jede Kavitat 55 pl
Puffer Il pipettiert, sowie 55 yl Serum bzw. 55 ul der jeweiligen Kontrollen. Danach wurden
100 pl der verdinnten Referenzprobe ,6182“ in die daflr vorgesehene Vertiefung gegeben.
Aulerdem wurde fir die Konjugatkontrolle weitere 55 ul Puffer Il in die entsprechende
Kavitat hinzugefiigt. Des Weiteren bleibt der Blank leer. Hierbei ist anzumerken, dass in
dieser Studie A. vasorum Antigen- und Antikérper-ELISA immer parallel durchgefiihrt wurden
und deshalb 55 pl jeder Substanz verwendet wurden. So war es mdglich, die vorverdinnten
Serumproben und auch einen Teil der Kontrollen ebenfalls fir den Antikérper-ELISA zu
benutzen. Im Falle der einzelnen Durchfihrung missten nur 50 ul eingesetzt werden.
Danach wurde die Antigen-Platte fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die weiteren bendtigten Reagenzien angemischt.

Fur den ersten Antikdrper wurden 20 ul Kaninchen-anti-A. vasorum Antikérper mit 10 ml
Puffer Il (1:500) vermischt.

Fir das Konjugat der Antigenplatte wurden 200 ul Goat anti-rabbit IgG in 10 ml Puffer I
gegeben. Dabei war die hohe Viskositat des Goat anti-rabbit IgG, welche durch eine
Vorverdinnung in Glycerin- und PBS-Mischung entsteht, zu beachten.

Das Substrat, bestehend aus 10 ml Puffer 1l und 0,01 g 4-Nitrophenylphosphat-
dinatriumhexahydrat, musste unbedingt vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht
werden. Wahrend der Zeit zwischen dem Ansetzten und Verwenden der Lésung befindet
sich das Zentrifugationsréhrchen auf einer Ruittelplatte, um ein Ausfallen zu Verhindern.

Nun wurde die Antigenplatte gewaschen und mit 100 pl/ Kavitadt Kaninchen-anti-A. vasorum
Antikdrper beschichtet. Es folgte wiederum die einstiindige Inkubation bei 37 °C.

Danach wurde die Antigenplatte wieder gewaschen und 100 ul/ Kavitat des vorbereiteten
Konjugats in die Kavitaten pipettiert, worauf eine Inkubation von einer Stunde bei 37 °C
erfolgte.

Im letzten Schritt wurden nach dem Waschen der Antigenplatte 100 ul Substrat in alle

Vertiefungen pipettiert, einschliel3lich des Blank (Schnyder et al., 2011).
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3.3.3.7.3. Auswertung des ELISA

Abgelesen wurde die Platte nach ungefahr 10 min mittels eines Photometer bei einer

Wellenlange von 405 nm. Dabei sollen moglichst die folgenden Referenzwerte erreicht

werden:
Kontrollen Extinktionswerte
Positivkontrolle 1 1,6
Positivkontrolle 2 0,8
Referenzprobe 0,279

Tabelle 13: Referenzen des A. vasorum Antigen ELISA

Es werden die Extinktionswerte der Messung in die Auswertung mit einbezogen bei denen

die Referenzwerte am besten Ubereinstimmen.
Die Cut-off-Werte wurden auf Basis des Mittelwertes ermittelt, zuzlglich der dreifachen

Standardabweichung der OD-Werte von 300 Serumproben der Studie, was zu einer Cut-off
OD von 0,218 fur den Antigen-ELISA fuhrte.

3.3.3.8.  Angiostrongylus vasorum Antikorper-ELISA

Fir den Antikérpernachweis wurde das Sandwich-ELISA auf Basis des mit monoklonalen
Antikérpern gereinigten somatischen Antigens A. vasorum adult (mAb 5/5) verwendet
(Schucan et al., 2012). Die Sensitivitat liegt bei 42,2 % und die Spezifitat bei 92,0 % (Gillis-
Germitsch et al., 2017).

3.3.3.8.1. Beschichtung der ELISA-Platte

Die aus Stripes und Rahmen bestehende Platte wurde am Vortag der Durchfiihrung
beschichtet und in einer humid chamber Box, welche mit Silikongel gefullt war, im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Je Platte wurden 10 ml Puffer | verwendet und diese mit 21 uyl Antigenlésung ,5/5“ vermischt.

100 ul davon wurden in die Vertiefungen gegeben. Der Blank wurde dabei leer gelassen.

3.3.3.8.2. Durchfiihrung des ELISA

Das FCS und die Kontrollseren wurden als Erstes aufgetaut und die Antikérper-Platte 4 mal
mit jeweils 350 pl der Waschlésung gewaschen. Anschliefiend folgte das Blocken. Dazu
wurden 300 pl Puffer Il in jede Kavitat, abgesehen vom Blank, welcher bis zum letzten Schritt

leer blieb, gegeben und die Platte bei 37 °C eine halbe Stunde inkubiert.
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Wahrenddessen wurden 10 ml FCS und 90 ml Puffer Il gemischt und davon je 1 ml in ein
cluster tube gegeben. Aullerdem wurden die Kontrollen vorbereitet. Auf jeder Platte
befanden sich zwei unterschiedliche Negativkontrollen, zwei unterschiedliche
Positivkontrollen und eine Referenzprobe, welche an zwei Stellen auf der Platte aufgetragen
wird. Bis auf die Referenzprobe und eine der beiden Positivkontrollen unterscheiden sich die
Kontrollen der Antigen- und der Antikérperplatte nicht. Die Referenzprobe der Antikérper-
Platte ,1957“ wird im Verhaltnis 1:150 mit Puffer Il verdiinnt. Auch die sich unterscheidende
Positivkontrolle ,3186* wird mit Puffer Il verdiinnt und zwar im Verhaltnis 1:200. Diese beiden
Verdiinnungen wurden direkt im cluster tube vorgenommen.

Nach der 30-minltigen Inkubation wurde die Antikorper-Platte geleert und dann mit
A. vasorum somatic antigen beschichtet. Dabei handelt es sich um eine gepoolte Probe,
welche eine Konzentration von 4,2 mg/ml aufweist. Davon werden 12 pl mit 10 ml Puffer I
verdunnt. AnschlieRend wurde die Platte fir eine Stunde inkubiert.

Im nachsten Schritt ist wieder entscheidend, ob Antigen- und Antikorper-ELISA parallel
durchgefiihrt werden sollen. Soll nur der Antikorper-ELISA gemacht werden, ist es notwendig
die Serumproben im Verhaltnis 5:1000 in den cluster tubes zu vermischen. In dieser Studie
wurden 10 pl aus der Antigen-Platte enthommen und in die cluster tubes gegeben. Dabei ist
auf die Unterschiede zwischen den jeweiligen Kontrollen der Platten zu achten.

Nach der Inkubation der Antikdrper-Platte wurde diese gewaschen und dann 100 pl aus den
cluster tubes auf die Platte gegeben.

Nun wird die Antikérper-Platte wiederum eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die weiteren bendtigten Reagenzien angemischt. Das Konjugat
der Antikorperplatte bestand aus 13,3 pl Goat anti-dog 1gG und 10 ml Puffer Il. Als Substrat
wurde, wie bereits im Antigen-ELISA, ein Gemisch aus 10 ml Puffer Il und 0,01 g 4-
Nitrophenylphosphat-dinatriumhexahydrat verwendet. Auch hier ist auf die Temperatur zu
achten, sowie das Ausfallen wahrend der Erwarmung auf Raumtemperatur zu verhindern.
Die Antikoérper-Platte wurde nach dem Waschen mit 100 ul/ Kavitat Konjugat beschichtet,
worauf wiederum die Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C erfolgt.

Im letzten Schritt wurden nach dem Waschen der Anitkoérper-Platte 100 pl/ Kavitat Substrat

in alle Vertiefungen pipettiert, diesmal einschlieRlich des Blank (Schucan et al., 2012).

3.3.3.8.3. Auswertung des ELISA

Wie beim Antigen-ELISA wurde nach der Inkubationszeit auch mit der Antikérperplatte
verfahren. Allerdings erfolgte die Messung erst ungefahr 20 min nach Auftragen des

Substrates.
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Die Referenzwerte der Antikodrperplatte lauten wie folgt:

Kontrollen Extinktionswerte
Positivkontrolle 1 0,9
Positivkontrolle 2 0,5
Referenzprobe 0,509

Tabelle 14: Referenzen des A. vasorum Antikorper ELISA

Auch diesmal wurden die Extinktionswerte der Messung in die Auswertung mit einbezogen

bei denen die Referenzwerte am besten (ibereinstimmen.
Die Cut-off-Werte wurden auf Basis des Mittelwertes ermittelt, zuzlglich der dreifachen

Standardabweichung der OD-Werte von 300 Serumproben der Studie, was zu einer Cut-off
OD von 0,323 fir den Antikorper-ELISA fiihrte.

3.3.4. IDEXX SNAP®4Dx®Plus Testkit

Bei dem IDEXX SNAP®4Dx®Plus Testkit handelt es sich um ein in-vitro-Diagnostikum zum
Nachweis von im Blut zirkulierendem Dirofilaria  immitis-Antigen, Anaplasma
phagocytophilum-Antikbrpern,  Anaplasma  platys-Antikdrpern,  Borrelia  burgdorferi-
Antikérpern, Ehrlichia canis-Antikérpern und Ehrlichia ewingii-Antikérpern in Serum, Plasma
oder Vollblut von Hunden.

Die Spezifitat liegt fur alle im SNAP®4Dx®Plus getesteten Erreger bei 100 %. Die
Sensitivitat liegt fur Dirofilaria immitis-Antigen, Anaplasma spp. und Ehrlichia spp. bei 99 %
sowie flr Borrelia spp. bei 96 %.

Das gefrorene Serum wurde aufgetaut, erneut zentrifugiert und bei Raumtemperatur
getestet. Auch die Testkomponenten, die bis zur Durchfiihrung im Kihlschrank lagerten,
wurden vorher auf Raumtemperatur gebracht.

Um bei der Menge des eingesetzten Serums sparsam sein zu kénnen, wurde nicht mit der
im Testkit enthaltenen Pipette gearbeitet, sondern eine Eppendorfpipette mit 200 pyl Spitzen
verwendet. FUr jeden Test wurden 140 yl Serum genutzt.

Zuerst mussten drei Tropfen der Probe, bzw. 140 pl, und vier Tropfen des Konjugats in das
Einweg-Probenréhrchen gegeben werden. AnschlieBend wurde dieses zum Vermischen der
beiden Komponenten 4-5 mal geschwenkt. Dann wurde in die Probenvertiefung, der auf
einer ebenen Flache liegenden Testeinheit, der gesamte Inhalt des Probenréhrchens
gegeben. Die Probe floss nun Uber das Auswertefenster und erreichte nach ca. 30-60 s den

Aktivierungskreis. Sobald sich der Aktivierungskreis vollstandig verfarbt hatte, wurde der

97



Material und Methoden

Aktivator fest eingedrickt bis er auf gleicher Ebene mit dem Korper der Testeinheit war.
Nach 8 min konnte das Testergebnis abgelesen werden.

Jede Farbentwicklung in den Probenanzeigen zeigte die Prasenz von Dirofilria immitis-
Antigen, Anaplasma phagocytophilum-Antikérpern, Anaplasma platys-Antikérpern, Borrelia
burgdorferi-Antikdrpern, Ehrlichis canis-Antikbrpern oder Ehrlichia ewingii-Antikérpern in der
Probe an.

Dabei war im Falle von Ehrlichis canis-Antikérpern und Ehrlichia ewingii-Antikbrpern sowie
Anaplasma phagocytophilum-Antikérpern und Anaplasma platys-Antikdrpern  keine
Unterscheidung zwischen den Spezies mdéglich.

Zur Kontrolle der Testdurchfiihrung und der Richtigkeit der Ergebnisse gab es eine Positiv-

kontrolle, welche sich immer verfarben sollte.

(=) (=0 ()
r - - |

Heartworm E. canis Lyme A. phagocytophilum

Abbildung 1: Testinterpretation des SNAP®4Dx®Plus

3.3.5. Immunfluoreszenz Antikérper Test

Einige der, im Vergleich zwischen den Leishmanien-ELISAs bzw. zwischen dem
kommerziellen Anaplasmen-ELISA und dem SNAP-Test, Proben mit abweichendem
Ergebnis wurden im Labor am Zuggersee durch Dr. Schaarschmidt mit zwei kommerziell
erhaltlichen IFATs untersucht.

Es handelt sich um einen serologischen Test zum Nachweis von wirtsspezifischen
Antikérpern. Sowohl infizierte als auch nicht infizierte Zellen werden auf einem Objekttrager
gebunden. Das verdinnte Testserum wird Uber die Zellen gegeben und inkubiert, um die
Antikdrperbindung an Antigene zu ermdglichen. Ungebundene Antikdrper werden dann vom
Objekttrager gewaschen. Ein fluoreszenzmarkierter, artspezifischer Anti-Immunglobulin-
Antikdrper wird hinzugefugt und bindet an die Antikorper. Ungebundener, markierter
Antikérper wird abgewaschen, dann ein Fluoreszenzmikroskop zur Beobachtung der
spezifischen Fluoreszenz verwendet. Diese Testdurchfiihrung ist schnell, preiswert und

sensitiv, aber ihre Interpretation ist subjektiv und erfordert einen erfahrenen Beobachter.
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3.3.5.1.  Anaplasma phagocytophilum-lImmunfluoreszenz Antikorper Test

Es wurde das Testkit MegaFLUO® ANAPLASMA ph von MEGACOR Diagnostik verwendet.
Bei der Durchfiihrung wurde sich an die Gebrauchsinformation von 05/2018 gehalten.

Der Test weist eine Sensitivitdt von 100 % und Spezifitdt von 96 % laut Herstellerangaben
auf.

Anaplasma phagocytophilum und A. platys sind aufgrund der hohen Homologie serologisch
nicht zu unterscheiden. Des Weiteren sind Kreuzreaktionen mit E. canis-positiven Seren in

niedrigen Titerstufen moglich.

3.3.5.2. Leishmania infantum-Immunfluoreszenz Antikorper Test

Es wurde das Testkit MegaFLUO® LEISH von MEGACOR Diagnostik verwendet. Bei der
Durchflihrung wurde sich an die Gebrauchsinformation von 02/2018 gehalten.

Der Test weist eine Sensitivitat von 98,2 % und Spezifitdt von 92,2 % laut Herstellerangaben
auf.

Aufgrund immunologischer Ahnlichkeit zu Trypanosoma cruzi sind bei Seren aus Sid- und

Mittelamerika potenziell falsch positive Testergebnisse méglich.

3.3.6. DNA-Isolation mit Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit

Bei der DNA Isolation erfolgt zunachst eine Lyse der Zellen im Blut mit dem Detergent
Natriumdodecylsulfat (SDS) und dann der Verdau mit einem Enzym, der Proteinase K, um
die Nukleinsauren zuganglich zu machen. Im Anschluss daran folgt die Bindung der
Nukleinsauren an spezielle Partikel oder an eine Filtersaule. Darauf finden Waschschritte zur
Reinigung der gebundenen Partikel und zum Entfernen von anderen Zellbestandteilen statt.

Abschliefend werden die Nukleinsauren in einem Puffer eluiert.

Bei der Isolation mit dem Maxwell® 16 LEV Blood DNA Kit wurde EDTA-Blut verwendet. Die
Proben wurden zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut und der Heizblock auf 56 °C
vorgeheizt. Das fllissige Blut wurde mit einem Vortexer griindlich durchmischt, um die Probe
zu homogenisieren. Danach wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® 300 ul Lysepuffer, 300 pl
EDTA-BIut und 30 ul Proteinase K hinein pipettiert. Das Gemisch wurde anschlieRend fir
10 s mit dem Vortexer gemischt. Nun erfolgte die Inkubation der Proben im Heizblock bei
56 °C fur 20 min.

Wahrenddessen wurde die Arbeitsplattform aus dem Maxwell® 16 Research Instrument fur
die nachfolgende automatische lIsolation vorbereitet. Hierfur wurden die vorgefertigten
Kartuschen mit den darin enthaltenen Waschpuffern in die Arbeitsplattform eingesetzt und

die Schutzfolie abgezogen. Die Kartuschen bestanden aus insgesamt 8 Wannen. In Wanne
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1 befand sich der Bindungspuffer, in die das Probengemisch pipettiert wurde. Wanne 2
enthielt paramagnetische Zellulosepartikel. Die Wannen 3 bis 7 dienten fir die einzelnen
Waschschritte und in Wanne 8 wurde vor Beginn der Isolation ein Kunststoffkolben, der
Plunger zum Schutz der Magnetstdbe des Automaten, eingebracht. AuRRerdem wurden
0,5 ml Reaktionsgefalle mit jeweils 50 pl Elutionspuffer in die dafir vorgesehene Vertiefung
auf der Plattform gestellt. Darin enthalten war anschliefend die DNA, weshalb das Gefaly
wahrend der Isolation gedffnet bleiben musste und ausreichend beschriftet sein sollte.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde das lysierte Probengemisch in Wanne 1 einer
Kartusche pipettiert. Pro Isolationsvorgang konnten bis zu 16 Proben bearbeitet werden. Das
Maxwell® 16 Research Instrument wurde eingeschaltet, die mit Kartuschen und
Reaktionsgefallen beflillte Arbeitsplattform eingesetzt und das passende Programm
ausgewahlt.

Nach Ende des Programms wurden die Kartuschen und die Schutzkolben aus der Plattform
entfernt und entsorgt, sowie das Reaktionsgefal® mit der isolierten DNA bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.3.7. Dichtemessung von DNA mit dem Epoch® Bioteck Spektralphotometer

Die aus Blutproben extrahierte DNA wurde vor den Untersuchungen auf Qualitat und
Quantitat Uberpruft. Hierzu wurde das Epoch® Biotek Spektralphotometer mit der Software
Gen5™ verwendet. Die Funktionsweise eines Photometers beruht auf dem Lambert-
Beer'schen Gesetz, welches besagt, dass die Intensitdt monochromatischen Lichtes bei
Durchdringen eines absorbierenden Stoffes abnimmt. Aus der Differenz der Lichtintensitat
vor und nach Durchdringen der Probe kann die Absorptionsdichte und damit die
Konzentration der Probe ermittelt werden, wenn der Extinktionskoeffizient bekannt ist
(Reinard, 2010). Nukleinsauren absorbieren Licht maximal bei einer Wellenlange von
260 nm, daher wird die Messung bei dieser Wellenlange durchgefiihrt und die Absorption in
einer Konzentration mit der Einheit ng/pl umgerechnet. Aus dem Verhaltnis OD2s0280 kann
auf die Reinheit der Probe geschlossen werden, so wird eine ODz2e60280 zwischen 1,8 und 2,0
als ,rein“ fir DNA angesehen (Wilfinger et al., 1997). Um das Photometer zu kalibrieren und
damit einen Ausgangs- bzw. Nullwert zu erhalten, wurden auf zwei der insgesamt 16 Felder
der Take3-Platte nebeneinander je 2pl Elutionspuffer aufgetragen und die
Konzentrationsmessung mit dem Programm Gen5™ gestartet. AnschlieRend wurden 2 pl

einer DNA Probe auf die Take3-Platte pipettiert und die Konzentration gemessen.
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3.3.8. Aufreinigung von DNA und Plasmiden

Die Aufreinigung diente der Entfernung von Inhibitoren und qualitdtsmindernden Substanzen
wie beispielsweise DNA Polymerasen, Fluoreszenzfarbstoffen, Primern, Pyrophosphat oder
freiem Desoxynucleotide-Solution-Mix (dNTP). So konnte die Reinheit der Proben fir die

weiteren Untersuchungen sichergestellt werden.

3.3.8.1. Aufreinigung mit DNA cleaner and concentrator™- 5 Kit

Hierzu wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® die gewiinschte Menge an Ausgangsprodukt,
beispielsweise DNA, PCR-Produkt oder Plasmid, pipettiert und entsprechend den Vorgaben
mit DNA Bindungspuffer gemischt. AnschlieRend wurde das Gemisch griindlich mit einem
Vortexer vermischt. Als Nachstes wurde das Probengemisch auf die Zymo-Spin™ Filtersaule
in einem 2 ml Auffanggefall Uberfihrt und fir 30s bei 13.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und auf die Filterséule 200 yl DNA Waschpuffer pipettiert.
Danach wurde die Zentrifugation wiederholt. AnschlielRend wurde wieder Waschpuffer auf
die Saule gegeben und ein weiteres Mal zentrifugiert. Die Filtersaule wurde dann auf ein
1,5 ml Reaktionsgefal® gesteckt, mit 6 pl Elutionspuffer beladen, 1 min bei Raumtemperatur
inkubiert und mittels Zentrifugation fiir 30 s bei 13.000 x g die DNA eluiert.

3.3.8.2. Aufreinigung von PCR Produkten mittels Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit

Dieses Kit ermdglicht es gezielte DNA Fragmente auch bei Vorhandensein mehrerer Banden

im Agarosegel getrennt auszuschneiden, aufzureinigen und zu untersuchen.

Hierzu wurde das gewilnschte DNA Fragment unter Blaulichtanregung in der G:Box
Geldokumentation sichtbar gemacht und dann mit einer Skalpellklinge aus dem Gel
ausgeschnitten, sowie anschlieBend in ein 1,5 ml grolles Reaktionsgefall gegeben, bei
welchem zuvor das Leergewicht mit einer Laborwaage bestimmt wurde. Danach wurde das
Reaktionsgefal® mit Inhalt erneut gewogen und so das Gewicht des Gelstlckes ermittelt. Der
Heizblock wurde auf 55 °C eingestellt, die dreifache Gewichtsmenge des Gelstickes an ADB
Puffer in das Reaktionsgefald gegeben und das Probengemisch solange im Heizblock Tmix
bei 300 rpm inkubiert und geschittelt bis das Gelstick vollstdndig aufgelést war. Dies
dauerte zwischen 5 und 10 min. AnschlieRend wurde das Probengemisch auf eine Zymo-
Spin™ Filtersaule, die auf einem 2 ml Auffanggefal® steckt, Gberflihrt und fiir 30 s bei 10.000
x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde nun verworfen, 200 ul DNA Waschpuffer auf die
Filtersdule pipettiert und die Probe danach bei derselben Geschwindigkeit erneut
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. AbschlielRend wurde die Filtersaule auf

ein beschriftetes 1,5 ml Reaktionsgefal® gesteckt, 6 ul Elutionspuffer darauf pipettiert und fir
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30s bei 10.000 x g zentrifugiert. Um den Erfolg der Aufreinigung aus dem Gel zu
Uberprufen, wurde im Anschluss ein Gemisch aus 9 pl H20 bidest, 2 pl 6 x Loading Dye und
1yl aufgereinigtes PCR Produkt auf ein 1,5 % Gel aufgetragen und wahrend der
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Vorhandensein der erwinschten Banden wurde

wiederum in der G:Box Geldokumentation geprift.

3.3.9. Klonierung von DNA

3.3.9.1. StrataClone Blunt PCR Cloning Kit

Fur den Ligationsansatz wurde 1 ul aufgereinigtes PCR-Produkt mit 1,5 pl StrataClone Blunt
Klonierungspuffer und 0,5 pl StrataClone Blunt Vektor Mix in ein 0,2 ml Reaktionsgefafl
pipettiert, sorgfaltig gemischt und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Entsprechend
der Probenanzahl wurden kompetente E. coli Zellen des StrataClone SoloPack in
Reaktionsgefalen aus dem -80 °C Gefrierschrank entnommen und auf Eis aufgetaut.
AnschlieRend wurden die Zellen zu je 25 ul aufgeteilt und 1 pl des Ligationsansatzes
hinzugegeben. Das Probengemisch wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit wurde das Wasserbad und das LB-Medium auf 42 °C sowie der Inkubator
auf 37 °C vorgeheizt. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben fir einen Hitzeschock
45s ins Wasserbad und dann fir 2 min auf Eis gestellt. Danach wurden 250 pl
vorgewarmtes LB-Medium zu den Proben gegeben und diese flir 1 h bei 37 °C und 250 rpm
inkubiert. Pro Probenansatz wurden zwei Petrischalen mit je 20 ml LB-Agar, 20 pl X-Gal und
20 yl Kanamycin unter der Sterilbank vorbereitet. Nach Erkalten wurden diese geschlossen
und bis zur weiteren Nutzung bei 37 °C gelagert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden von
jedem Probenansatz 150 pyl auf jeweils eine Agarplatte mit einem vorher abgeflammten
Drigalski Spatel ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C im Inkubator belassen.

Am nachsten Morgen wurden die Platten aus dem Inkubator entnommen, auf
Koloniewachstum gepriift, mit Parafilm verschlossen und im Kihlschrank bei +4 °C gelagert.

Spater wurden mit einer 10 ul Pipettenspitze einzelne weil’e Kolonien von den Platten
gepickt und diese mitsamt Pipettenspitze in vorbereitete, beschriftete Reagenzglaser mit je
5 ml LB-Medium und 5 pl Kanamycin Uberflhrt.

Uber Nacht wurden die Reagenzglaser im 37 °C Inkubator bei 250 rpm geschiittelt.

Am nachsten Morgen wurden die Reagenzglaser aus dem Inkubator enthommen und bis zur

weiteren Nutzung im Kihlschrank bei +4 °C gelagert.
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3.3.9.2. Klonierung von DNA mittels TOPO TA Cloning Kit

Zuerst wurden 4 yl PCR Produkt, 1 pl Salt Solution und 1 yl TOPO vector gemischt und
dieses Gemisch bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
Reaktionsgefalle auf Eis gestellt.

Pro Probe wurde ein Roéhrchen mit kompetenten E. coli Zellen aus dem -80°C
Gefrierschrank entnommen und auf Eis aufgetaut. Im nachsten Schritt wurden 2 pl des
Ligationsansatzes zu den Zellen gegeben und vorsichtig vermischt. Das Gemisch wurde
30 min auf Eis inkubiert.

Wahrenddessen wurde das Wasserbad auf 42 °C und der Inkubator auf 37 °C vorgeheizt.
AuBerdem wurden das S.0.C. Medium aufgetaut und die Agarplatten vorbereitet. Dazu
wurde LB-Agar aufgekocht und je 20 ml pro Platte mit 20 pl Kanamycin und 20 pl X-Gal
versetzt. Es wurden je Probe zwei Platten bendtigt und diese nach dem Trocknen bis zur
weiteren Verwendung bei 37 °C im Inkubator gelagert.

Die Probengemische erfuhren nun im Wasserbad bei 42 °C fur 30 s einen Hitzeschock und
wurden danach 2 min auf Eis gekihlt. Dann wurden 250 yl des auf Raumtemperatur
gebrachten S.0.C. Mediums dazugegeben und die Reaktionsgefalte bei 37 °C und 200 rpm
fur eine Stunde inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 10 % des jeweiligen Probengemischs auf die eine Platte und die
restlichen 90 % auf die zweite Platte aufgetragen und mit einem Drigalski-Spatel verteilt.
Zwischen den Proben musste der Spatel mit Hilfe eines Bunsenbrenners abgeflammt
werden.

Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und am nachsten Morgen auf
Koloniewachstum Uberprift. Dann wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und im
Kihlschrank bei +4 °C gelagert.

Im Weiteren wurden mit einer 10 ul Pipettenspitze einzelne weile Kolonien von den Platten
gepickt und diese mitsamt Pipettenspitze in vorbereitete, beschriftete Reagenzglaser mit je
5 ml LB-Medium und 5 pl Kanamycin Uberfiihrt. Uber Nacht wurden die Reagenzglaser im
37 °C Inkubator bei 250 rpm geschittelt.

Am nachsten Morgen wurden die Reagenzglaser aus dem Inkubator entnommen und bis zur

weiteren Nutzung im Kuhlschrank bei +4 °C gelagert.

3.3.10. Plasmid DNA Miniprep Kit

Von den Bakterienkulturen, welche am Vortag gepickt und angesetzt wurden, wurden jeweils
2 ml in ein Reaktionsgefall gegeben und anschlielend fir 30 s bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird in einen Erlenmeyerkolben abgegossen und der Schritt mit weiteren 2 ml
der Bakterienkultur wiederholt. Danach wurden 250 ul Buffer B1 hinzugegeben und durch
grundliches Vermischen mit Hilfe eines Vortexers das entstandene Bakterienpellet wieder

geldst. Als Nachstes wurden 250 ul Buffer B2 in das Reaktionsgefald gegeben und dieses
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vorsichtig 4- bis 6-mal gekippt. Ebenso wurde nach der Zugabe von 350 uyl Buffer B3
verfahren. Nun wurde das Gemisch bei 13.000 rpm fir 7 min zentrifugiert. Wahrenddessen
wurde fur jede Probe ein neues 2 ml grolles Reaktionsgefald mit einer Mini-Filtersaule
bereitgestellt. In diese wurde der Uberstand nach dem Zentrifugieren gegeben. Der Deckel
wurde geschlossen und das Reaktionsgefall bei 13.000 rpm 30 s lang zentrifugiert. Danach
wurden 700 pl Buffer B4 auf den Filter gegeben und erneut zentrifugiert. Nachdem das Filtrat
aus dem Reaktionsgefal® verworfen wurde, wurde noch einmal zentrifugiert, um den Filter zu
trocknen. Zum Schluss wurde der Filter in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald gesetzt und
30 ul Buffer B5 direkt auf den Filter pipettiert. Dies wurde eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieffiend bei 13.000 rpm fir 1 min zentrifugiert, um die Plasmid DNA zu

eluieren.

3.3.11.GenUp™ Plasmid Kit

Seit Anfang 2018 wurde ein neues Kit zur Herstellung von Plasmid DNA verwendet.

Zu Beginn wurden wieder 4 ml der Bakterienkultur in einem Reaktionsgefal® eine Minute bei
13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann wurden 250 yl Buffer
RESUSPENSION dazugegeben und solange auf dem Vortexschittler gemischt bis ein
homogenes Gemisch entstanden ist. Anschlielend wurden 250 pl Buffer LYSIS LP hinzu
pipettiert und durch siebenmaliges Schwenken vermischt. Darauf folgte eine Inkubation flr
5 min bei Raumtemperatur. Danach wurden 350 pyl Buffer NEUTRALIZATION zu dem
Gemisch gegeben und bei 13.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde auf eine Mini-Filtersdule gegeben, welche in einem Sammelgefall stand. Diese wurde
bei 12.000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Nun folgten zwei Waschschritte. Im Ersten
wurden 500 yl Buffer WASH PA auf den Filter pipettiert und eine Minute zentrifugiert. Im
zweiten Waschschritt wurden 700 ul Buffer WASH PB verwendet und wiederum eine Minute
zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Filter nochmals bei maximaler Geschwindigkeit fiir
2 min zentrifugiert, um diesen zu trocknen. Nun wurde der Filter auf ein neues
Reaktionsgefall aufgesetzt und 50 pl Buffer ELUTION EP auf den Filter pipettiert. Nach einer
einmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein letztes Mal bei 8.000 rpm fiur eine
Minute zentrifugiert. Dann konnte der Filter entfernt werden. Die Plasmid DNA befand sich im

Reaktionsgefal.

3.3.12. Plasmid DNA Midiprep Kit

Zuerst wurden die Bakterienkulturen, welche am Vortag angelegt werden, schrittweise
zentrifugiert. Dabei wurden je 50 ml in einem Falcon bei 7000 rof flir 5 min zentrifugiert und

anschlieBend der Uberstand verworfen. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt.
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Das so entstandene Bakterienpellet wurde in 8 ml ZymoPURE™ P1 (Red) mittels
grundlichem Schuttelns auf dem Vortexer gelost. Dann wurden 8 ml ZymoPURE™ P2
(Green) dazu gegeben und durch mehrmaliges Schwenken vermischt. Nach 3 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden weitere 8 ml ZymoPURE™ P3 (Yellow) hinzu
pipettiert und durch Schwenken vermengt. Nun wurde eine Spritze mit ZymoPURE™
Syringe Filter in ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen gestellt, das Gemisch in die Spritze
gegeben, 8 min lang inkubiert und dieses dann mit Hilfe des Spritzenkolbens durch den Filter
gedrickt. Zu der gefilterten Losung wurden nun 8 ml ZymoPURE™ Binding Buffer pipettiert
und dieses wiederum 8-mal geschwenkt.

Jetzt wurde die Vakuumpumpe benétigt. Nachdem diese angeschlossen und Uberprift
wurde, wurde das Zymo-Spin™ |[lI-P Column Assembly auf den Vakuumverteiler
aufgesteckt. Das Gemisch wurde hineingegeben und das Vakuum aktiviert. Wenn die
gesamte Saule geleert war, konnte das Reservoir entfernt werden. Anschlieliend wurde die
Saule gewaschen. Wahrend des Pipettierens des Waschpuffers sollte das Vakuum jeweils
ausgeschaltet werden. Zuerst wurden 800 ul ZymoPURE™ Wash 1 in die Saule gegeben
und das Vakuum aktiviert bis der Waschpuffer vollstandig durch die Saule gesaugt wurde.
Dieser Schritt wurde nun zwei Mal mit 800 yl ZymoPURE™ Wash 2 wiederholt. Danach
wurde die Zymo-Spin™ [lI-P Column in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gestellt und bei
10.000 rpm fUr eine Minute zentrifugiert um den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Zum
Schluss wurde die Zymo-Spin™ [lI-P Column in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaly gestellt,
200 yl ZymoPURE™ Elution Buffer auf die Sdulenmembran pipettiert und dieses fur 2 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Um das Plasmid aus dem Filter zu I8sen, folgte nun eine ein

mindtige Zentrifugation bei 10.000 rpm.

3.3.13. Sequenzierung von DNA

Um Erreger eindeutig zu identifizieren, kénnen die einzelnen Basen der amplifizierten DNA-
Abschnitte mittels der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977)
entschlisselt und anschlieRend mit der Software BLAST (= Basic Local Alignment Search
Tool www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/blast) abgeglichen werden (Altschul et al., 1990).

Fir diese Studie wurden die zu sequenzierenden Proben zu LGC Genomics (Berlin)
geschickt und dort analysiert. Hierzu wurde zunachst das PCR Produkt aufgereinigt und
anschlieftend 1 ul PCR Produkt, 9 ul Aqua bidest und 2 pl Loading Dye x 6 auf ein 1,5 % Gel
aufgetragen, um das Vorhandensein von ausreichend DNA zu Uberprifen. Zusatzlich wurde
die aufgereinigte DNA auf Qualitdt und Quantitdt mittels einer Dichtemessung mit dem
Epoch® Bioteck Spektralphotometer Uberprift.

Fir die Sequenzierung wurden 15 ul der aufgereinigten DNA mit einer ungefahren

Konzentration von 100 ng/pl in ein beschriftetes 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert und in eine
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Pick up Box gegeben, welche taglich geleert und die Proben in die Firma LGC Genomics
gebracht wurden. Als Primer dienten zumeist das Standardprimerpaar M13-24F-BLUE und
M13-24R-BLUE bzw. M13-21F und M13-29R.

3.3.14. Restriktionsverdau von Plasmiden mit EcoRl Emzym

Fir den Verdau von Plasmiden wurde in dieser Studie das Restriktionsenzym EcoRI
verwendet. Um die Restriktion anzusetzen, wurden 16,5 pyl Aqua bidest, 2 ul EcoRI Puffer,
0,5 yl EcoRl Enzym (10 U/ul) und 1 ul aufgereinigtes Plasmid zusammen in ein 0,2 ml
Reaktionsgefal® pipettiert und bei 37 °C fur 1 bis 3 Stunden im Wasserbad belassen. Um das
Ergebnis ablesen zu kénnen, wurden 4 pl 6 x Loading Dye zu dem Verdau gegeben und 10
gl auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Aulerdem wurden 125 ng des EcoRI Markers auf
das Gel aufgetragen, um damit die GréRen der DNA Fragmente abzulesen. Das Gel wurde
dann in der Elektrophoresekammer aufgetrennt und im Anschluss in der G:Box

Geldokumentation ausgewertet.

3.3.15. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Amplifizierung von Genabschnitten.
Dabei werden die DNA-Doppelstrange unter hohen Temperaturen denaturiert. An die so
entstandenen Einzelstrange binden passende Primer, die als Start- und Endpunkte dienen,
damit neue, identische Doppelstrange gebildet werden kdnnen. Diesen Schritt nennt man
sLAnnealing“. Darauf folgt die Phase der ,Elongation®, bei der die exponentielle
Vervielfaltigung der DNA, welche von der Polymerase katalysiert wird, stattfindet (Reinard,
2010).

Neben der thermostabilen Polymerase und einem Primerpaar werden zur Durchfihrung
einer PCR Puffer fir das richtige pH-Milieu, Nukleotide fir die Zweitstrangbildung und die zu
vervielfaltigende DNA aus dem Ausgangsmaterial benétigt. Diese Reagenzien und Puffer
kénnen in einem Master-Mix gemischt und auf die Reaktionsgefalle aufgeteilt werden,

sodass nur noch das Template einzeln hinzugefligt werden muss.

3.3.15.1. konventionelle PCR zur Untersuchung auf Dirofilarien

Als Zielregion flr die Untersuchung auf Dirofilaria spp. wurde die Internal Transcribed Spacer
Region 2 (ITS-2) gewahlt. Dieser Bereich liegt innerhalb der genomischen, ribosomalen DNA
und kommt in nahezu allen Eukaryoten vor. Die rDNA-Region ist bei jedem Erreger
individuell und setzt sich aus mehreren konservierten Genabschnitten (18S, ITS-1, 5.8S,

ITS-2, 28S) zusammen, die fir den Aufbau von Ribosomen kodieren. Die flir rRNA
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kodierenden Gene liegen bei Eukaryoten als tandem-repeats im Genom vor. Die
verwendeten Primer fir diese PCR binden auRerhalb der ITS-1Region in der 18S und der
5.8S Region und wurden bereits in der Literatur beschrieben (Nuchprayoon et al., 2005). Die
gesuchte FragmentgroRe betragt fur Dirofilaria repens 599-602 bp und fur Dirofilaria immitis
595 bp.

Pro 20 yl Ansatz fir eine PCR wurden im Mastermix 12,4 uyl DEPC-Wasser, 4,0 yl 5 x
Phusion HF Puffer, 0,4 yl dNTPmix 10 mM, 0,5 ul Primer ITS-1 Filarien-ITS1-Forw (10 pM),
0,5 pl Primer ITS-1 Filarien-ITS1-Rev (10 uM), 0,2 ul Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA
Polymerase (2 U/ul) sowie 2,0 pl Template DNA (20-100 ng/ul) vermischt.

Bei jeder PCR wurde ein Plasmid von D. hongkongensis mit 200 Kopien als Positivkontrolle
mitgefuhrt, das sich in seiner FragmentgroRe von 473 bp deutlich von dem gesuchten
Produkt unterschied, um falsch positive Ergebnisse zu erkennen. Es gab bei jeder PCR
ebenfalls eine Negativkontrolle mit 2 ul DEPC-Wasser statt Template DNA im Ansatz. Die
Detektionsgrenze dieser PCR lag bei 2 Kopien und wurde mit einer Verdiinnungsreihe
ermittelt.

Die initiale Denaturierung fand bei 98 °C fiir 30 s statt, gefolgt von 40 Zyklen mit 98 °C fir
10 s und 68 °C fiir 45 s. Danach folgte die abschlieRende Elongationsphase bei 72 °C fir
5 min.

Die PCR Produkte wurden anschlieBend mit Loading-Dye vermischt auf ein 1,5 %iges
Agarosegel aufgetragen. Nach der Gelelktrophorese wurde das Bandenmuster mittels G:Box

und GeneSnap-Software sichtbar gemacht.

3.3.15.2. konventionelle PCR zur Untersuchung auf Anaplasmen

Zum Nachweis von Anaplasma spp. wurde eine konventionelle PCR zum Nachweis des 16S
rRNA-Gens durchgefiihrt.

Die dazu verwendeten Primer wurden auf Grundlage einer Publikation aus 2008 (Tabar et
al., 2008) bereits fur eine frhere Studie modifiziert (Liesner et al., 2016). Dabei wurde die
letzte Base des Vorwartsprimers durch Cytosin oder Thymin ausgetauscht. Diese letzte Base
bindet somit Guanin bzw. Adenin. Durch diese Modifikation wird ein breiteres Spektrum an
Zielsequenzen abgedeckt. Das gesuchte Fragment hat eine Grélie von 251 bp.

Es wurden fir die PCR jeweils 25 ul Ansatze verwendet, welche 17,5 ul nukleasefreies
Wasser, 2,5 ul 10x Hot Start PCR Puffer, 1,5 yl MgClz2 (25 mM), 0,75 ul A/Efor (10 uM),
0,75 pl A/Erev (10 pM), 0,75 pyl ANTP Mix (10 mM), 0,25 yl Maxima®Hot Start Tag DNA
Polymerase (5 U/ul), sowie 2,0 pl Template DNA (50-140 ng/ul) enthielten.

Bei der Amplifikation wurde eine intiale Denaturierungsphase von 95°C fir 5 min
durchlaufen, gefolgt von 40 Zyklen von je 30 s bei 94 °C, 30 s bei 60 °C und 30 s bei 70 °C.

Daran schloss sich eine Elongationsphase von 7 min bei 72 °C an.
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Das Resultat der PCR wurde anschliefend im 1,5%igen Agarosegel durch Elektrophorese
Uberprift. Ein 100 bp-Marker wurde zur Kontrolle der Bandengrdl3e aufgetragen.

Als Positivkontrolle diente eine Probe, welche umgerechnet 40 Kopien/ul des zu
untersuchenden Genbereiches flir Anaplasma phagocytophilum enthielt. Diese wurde mit
0,25 pl/ml ssDNA Salmon Sperm in einer seriellen Verdiinnung hergestellt. Die Sensitivitat

lag in der durchgefiihrten Verdiinnungsreihe bei 20 Kopien.

3.3.15.3. High Resolution Melt PCR zur Untersuchung auf Ehrlichia canis und

Anaplasma phagocytophylium

Bei dieser Methode findet zunachst eine real-time PCR in Gegenwart seines
Fluoreszenzfarbstoffs statt, der nur an doppelstrangige DNA bindet. An diese schliel3t sich
eine hochaufldsende Schmelzkurvenanalyse, die High Resolution Melting Analysis (HRM),
an. In der vorliegenden Arbeit wurde sie fur die Identifizierung von zwei verschiedenen
Erregern, A. phagocytophilum und E. canis, eingesetzt und ist bereits in der Literatur
beschrieben worden (Kriicken et al., 2013). Wahrend der PCR wurde das gesuchte DNA
Fragment mit einer Grofle von 257 bp amplifiziert und der Fluoreszenzstoff EvaGreen®
bindet an die kleine Furche der doppelstrangigen DNA Helix, wodurch ein detektierbares
Signal erzeugt wurde. Darauf folgte die eigentliche Schmelzkurvenanalyse. Durch eine
kontinuierliche Erhitzung kommt es zur Auftrennung der DNA-Doppelstrange, der
Fluoreszenzfarbstoff 16st sich und das Signal nimmt ab. Es entstehen entsprechend der
Nukleotidzusammensetzung und Lange der DNA-Fragmente erregerspezifische
Schmelzkurven, die mit der Bio-Rad Precision Melt Analysis™ 1.0 Software analysiert
werden und durch ihre unterschiedlichen Verlaufe mit dem Vergleich von mitgefihrten
Positivkontrollen einem Erreger zugeordnet werden kénnen.

Wahrend der gesamten Vorbereitungs- und Pipettierphase wurde sorgfaltig darauf geachtet,
dass das Umgebungslicht gedimmt war, da der Fluoreszenzfarbstoff lichtempfindlich ist. Pro
Ansatz wurden 15,1 yl DEPC-Wasser, 5,0 ul 5 x Phusion HF Puffer, 0,75 ul Primer A/E for
(10 uM), 0,75 pl Primer A/E rev (10 uM), 0,75 ul dNTPmix 10 mM, 0,25 pl Phusion Hot Start
Il High- Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul), 0,4 ul Eva Green DNA stain (50 x conc.) und
2,0 yl Template DNA (20-100 ng/ul) in daflr vorgesehene Felder von weilen 96-well PCR-
Platten pipettiert. Die Platte wurde anschlieRend mit BZO Seal Film verschlossen und in den
CFX96™ Real-Time System Cycler gestellt.

Folgendes PCR-Programm wurde durchlaufen: 98 °C fir 30 s, gefolgt von 50 Zyklen mit
98 °C fiir 15s, 70 °C fir 30s und 72 °C fir 30 s. Im Anschluss fand die kontinuierliche
Erhitzung statt, beginnend bei 72 °C und endend bei 94,2 °C. Die Temperatur stieg dabei um
0,1 °C je 10 s. Darauf folgte die Auswertung mit der Bio-Rad Precision Melt Analysis™ 1.0

Software.
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Als Positivkontrolle wurden im Doppelansatz Plasmide mit 300 bzw. 200 Kopien von
A. phagocytophilum bzw. E. canis verwendet. Die Detektionsgrenze lag bei 200 Kopien und

wurde mit einer Verdinnungsreihe ermittelt.

3.3.15.4. konventionelle PCR zur Untersuchung auf Babesien

Als Zielregion flr die PCR zum Nachweis von Babesia spp. wurde das 18S rRNA-Gen
genutzt.

Als Primer wurden die bereits in der Literatur beschriebenen RLB-F2 und RLB-R2 verwendet
(Matjila et al., 2004). Das gesuchte DNA-Fragment ist zwischen 460 und 540 bp lang.

Fur die PCR wurde ein 25 pl Ansatz verwendet, welcher 16,8 ul nukleasefreies Wasser,
2,5yl 10%x Hot Start PCR Puffer, 2,5 yl MgCl2 (25 mM), 0,5 pl dNTP Mix (10 mM) ,0,75 pl
RLB-F2 (10 uM), 0,75 ul RLB-R2 (10 uM), 0,2 ul Maxima®Hot Start Tag DNA Polymerase
(5 U/ul) und 2,0 pl Template DNA (50-140 ng/ul) enthielt.

Nach einer initialen Denaturierung bei 94 °C fiir 4 min wurde ein Protokoll mit 40 Zyklen von
je 15s bei 94 °C, 30s bei 63°C und 40s bei 72 °C durchlaufen. Darauf folgte eine
abschlieltende Elongationsphase bei 72 °C tber 10 min.

Als Positivkontrolle wurden 25 Kopien von einem Plasmid eingesetzt. Die Nachweisgrenze
lag in der Verdlinnungsreihe bei 10 Kopien.

Die sich an die PCR anschliel3ende Gelelektrophorese fand im 1,5 % Agarosegel statt.

3.3.15.5. konventionelle PCR zur Untersuchung auf Hepatozoon canis

Zum Nachweis von H. canis in den Hunde- und Fuchsblutproben wurden die in der Literatur
bereits beschriebenen Primer HepF und HepR verwendet (Inokuma et al., 2002). Als
Zielregion diente ein 666 bp langes Fragment des Hepatozoon sp. 18S rRNA-Gens.

Es wurde ein Ansatz aus 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM von jedem Primer (10 uM)
und 1 U Maxima®Hot Start Taqg DNA Polymerase in 25 pl 1xHot Start PCR-Puffer
verwendet. Auflerdem wurden 2 pl Template dieser Mischung hinzugefligt. Nach der
anfanglichen Denaturierung bei 94 °C fiur 4 min wurden 40 Zyklen von 94 °C fur 15's, 56 °C
fur 30 s und 72 °C fur 40 s vor einer Endinkubation bei 72 °C fur 10 min durchgefuhrt. Die
PCR-Produkte wurden anschlieRend in 1,5 % Agarosegelen getrennt, die mit GRGreen
gefarbt wurden.

Als Positivkontrolle diente ein verdiinntes Plasmid mit 200 Kopien. Die Sensitivitdt der PCR

lag bei 60 Kopien.

109



Material und Methoden

3.3.16. Agarosegelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden DNA-Molekile durch die Erzeugung eines elektrischen
Feldes ihrer GroRe nach auf einem Agarosegel aufgetrennt und mittels eines Farbstoffes
sichtbar gemacht. Die DNA-Molekiile sind durch ihre Phosphatgruppen negativ geladen und
wandern daher im Gel von der Anode zur Kathode. Das Agarosegel bietet aufgrund seiner
Porenbeschaffenheit kleinen Molekiilen weniger Widerstand, so dass grofie DNA-Fragmente
langsamer wandern. Molekile mit gleicher Grofte und Laufgeschwindigkeit sammeln sich in
Banden auf dem Gel. Anhand der Lange der DNA-Fragmente im Vergleich zu bekannten
Kontrollen kénnen dann bestimmte Erreger identifiziert werden.

Als Erstes wurde das Agarosegel hergestellt. Abhangig von der erwarteten DNA-
FragmentgroRe wurde die passende Gelkonzentration gewahlt. In dieser Studie wurde
zumeist eine 1,5 %ige Konzentration von Agarose Pulver in TAE-Puffer verwendet. Die
Lésung wurde dann auf 65 °C im Wasserbad temperiert. AnschlieRend wurde die bendtigte
Menge in ein 120 ml Gefall aus Kunststoff abgefiillt, pro 100 ml Agaroseflissigkeit 10 ul GR
Green Farbstoff hinzu pipettiert und das Gefall vorsichtig geschwenkt, damit sich der
Farbstoff gleichmafig verteilt. Ein Kamm von einer Gréfie entsprechend der Probenzahl
wurde in einen Gelschlitten eingesetzt, dieser in einem Gie3stand befestigt und die
Gelflissigkeit in den Schlitten gegossen. Nachdem das Gel fest war, wurde der Kamm
entfernt und der Gelschlitten in eine Elektrophoresekammer, die mit TAE Puffer befillt war,
eingesetzt. Im Anschluss wurden die Geltaschen mit 10 ul eines Gemischs aus PCR Produkt
und 6 x Loading Dye im Verhaltnis 6:1 beladen. Zum Ablesen der Bandengréf3en wurde ein
Marker am Rande des Gels aufgetragen. Anschliellend wurde die Gelkammer verschlossen
und an Elektroden in Verbindung zu einem Netzgerat angeschlossen. Die Elektrophorese
erfolgte mit 3,4 V/cm. Die Auswertung des Gels fand in der G:Box Geldokumentation mit der

GeneSnap Version 7.09.06 Software statt.

3.3.17. Statistische Auswertung

Die Auswertung der in dieser Studie generierten Daten fand mit R version 3.5.0. statt. Dazu
wurden die zu den Hunden ermittelten Daten wie Alter und Geschlecht mit Zahlen kodiert
und anschlieRend die Exceltabelle in R importiert. So konnte die Pravalenz der einzelnen
Erreger mit einem 95 % Konfidenzintervall errechnet werden. Dazu wurde das Wilson Score
Interval herangezogen. AuRerdem fand eine Auswertung mittels des Mid-p-Exact Tests in R
statt. Es war aufgrund der teils fehlenden Daten bzw. niedrigen Infektionsraten nur bedingt
moglich Zusammenhange zwischen den einzelnen Variablen herzustellen. Ebenso wurde

versucht eine logistische Regression mit entsprechenden odds ratios zu erstellen.
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Des Weiteren wurde der Cohen-Kappa-Test beim Vergleich verschiedener Untersuchungs-
methoden fur den Nachweis der jeweiligen Erreger verwendet. Die Berechnung wurde mit

einem online verfugbaren Programm durchgefuhrt (http://vassarstats.net/kappa.html).

3.3.18. Phylogenetische Analyse

Die in der Hepatozoon PCR positiven Fuchs- und Hundeproben wurden phylogenetisch
weiter untersucht. Dazu wurde entweder direkt das PCR-Produkt aufgereinigt oder wenn
notig die Bande aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieRend aufgereinigt. Im Falle der
Fuchsproben wurden die aufgereinigten PCR-Produkte zum Sequenzieren eingeschickt. Die
aufgereinigten Hundeproben wurden zuerst kloniert und dann das Plasmid zum
Sequenzieren gegeben.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe des CloneManager Professional 9 bearbeitet
und mittels BLASTn-Suche in GenBank™ (Altschul et al., 1990) identifiziert. Im nachsten
Schritt wurden die Sequenzen mit einigen Vergleichssequenzen aus der GenBank™ in
MEGA7 (Kumar et al., 2016) importiert. Darin wurde ein Alignement erstellt.

AnschlieRend wurden die Sequenzen mit Hilfe von MUSCLE (Edgar, 2004) auf die
k™.Eintrage abgestimmt. In PopART 1.7 (Bandelt et al., 1999)

(http://popart.otago.ac.nz) wurde ein median-joining-Netzwerk berechnet.

GenBan
Konfidenzintervalle fir Parasitenhaufigkeiten wurden mit der binom.wilson-Funktion

berechnet und Haufigkeiten mit der tab2by2.test Funktion aus dem Epitool-Paket in R 3.5.2

verglichen.

111



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. StichprobengroRe
Die Stichprobengréle von n = 1000 orientierte sich an einer zwischen 2013-2016
durchgeflhrten Studie im Institut fur Parasitologie und Tropenveterindrmedizin der Freien
Universitat Berlin, aus welcher auch die Proben fir die Untersuchungen auf H. canis
stammten. Dabei wurden bei einem &hnlichen Studiendesign rund 1000 Hunde aus
Brandenburg beprobt (Liesner et al., 2016). Diese Stichprobe wurde mittels der Statistik
Software OpenEpi Version 3.01 und der Formel Stichprobengréfe n = [DEFF*Np(1-p)l/
[(d2/Z21-2*(N-1)+p*(1-p)] berechnet.
Dabei stand DEFF fir den Design Effekt = 1 (Verhaltnis der Varianz der Stichprobe zur
Varianz einer zufalligen Stichprobe, hier angenommen als 1), d fir Konfidenzgrenzen als %
von 100 (absolute +/- %) = 5 %, p fur die hypothetische % Frequenz des gesuchten Faktors
in der Population, wenn unbekannt 50 % = 50 % (+/- 5) und N fir die PopulationsgroRe =
121.224 Hunde aus dem Bundesland Brandenburg (Quelle: Innenministerium Brandenburg,
Stand 2012). Zu gleicher Zeit belief sich die PopulationsgroRe der Hunde aus dem
Bundesland Berlin auf 97.996 (Quelle: Senatsverwaltung fir Finanzen ,Statistisches
Jahrbuch Berlin 2014“). Bei der Berechnung der obengenannten Formel mit der neuen
PopulationsgréfRe von 219.220 Hunden in der Region Berlin/ Brandenburg anderte sich die
kalkulierte Stichprobengrofe bei einem Konfidenzintervall von 99,9 % nicht. Aus Grinden
der Vergleichbarkeit hatten wir uns entschieden die StichprobengréfRe bei n = 1000 zu
belassen.
Durch das bereits erwahnte hohe Probenaufkommen zu Beginn der Studie entschieden wir,
dass aus den gesammelten Proben jeden Monat nur 42 Proben letztendlich untersucht
werden sollten, damit bei der festgelegten Stichprobengréle und einem reprasentativen
Zeitraum von zwei Jahren geblieben werden konnte. Diese Proben wurden mittels eines
Zufallsgenerators ausgewahlt, wobei jeden Monat 21 Proben aus der Region Berlin und 21
aus Region Brandenburg stammten, damit beide Regionen in der Studie gleichmalig
beprobt werden konnten.
Insgesamt habe ich im Verlauf von zwei Jahren, beginnend im Mai 2016, 3515 Serumproben
von Hunden aus Berlin und Brandenburg gesammelt. Die Probensammlung war im April
2018 abgeschlossen. Aufgrund der zufalligen Auswahl gingen 1008 Proben in die

Untersuchungen ein.
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In Abbildung 2 wurde das Probenaufkommen Uber den Sammelzeitraum, unterteilt in die
beiden Bundeslander Berlin und Brandenburg, dargestellt. Die Probensammlung dauerte 24
Monate und es war von allen Proben das genaue Entnahmedatum nachzuvollziehen. Fir die
Region Brandenburg lagen in jedem Monat weniger Proben vor als fiir die Region Berlin,
auler im Juni 2017. Im Mittel wurden aus Berlin 91,42 Proben jeden Monat gesammelt und
aus Brandenburg 54,08. Zuerst gingen nur Proben aus der Klinik fur kleine Haustiere der
Freien Universitat Berlin ein. Ab August 2016 waren auch Proben tber das Labor LABOKLIN

zuganglich.
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Abbildung 2: Anzahl der Proben je Monat

Die Proben wurden nach Abschluss der Sammlung fir den jeweiligen Monat auf Babesia
spp., Leishmania spp., Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Ehrlichia canis,
Ehrlichia ewingii, Borrelia spp. und Dirofilaria immitis untersucht. Im Dezember 2017 erfolgte
die Untersuchung von 756 Proben auf A. vasorum Antigen und Antikorper sowie auf
Dirofilaria spp. Im Verlauf der Studie wurden auRerdem 1002 Proben nochmals auf das
Vorkommen von Leishmania spp. untersucht. Des Weiteren konnten im November 2018 die
fehlenden 252 Proben auf A. vasorum Antigen und Antikérper sowie auf Dirofilaria spp.
getestet werden und ebenfalls im November 2018 ein ELISA fir den Nachweis von
Leishmania spp. und Anaplasma spp. fur 991 bzw. 1001 Proben durchgefiihrt werden. Im
Anschluss daran erfolgte eine Untersuchung weniger ausgewahlter Proben mittels IFAT auf

Leishmania spp. und Anaplasma spp.
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4.2. Herkunft und geografische Verteilung der Proben

Die Proben dieser Studie stammten zum einen von Patienten der Klinik fir kleine Haustiere
der Freien Universitdt Berlin und zum anderen von Tierarztpraxen aus Berlin und
Brandenburg, welche die Serumproben ihrer Patienten aufgrund anderer Untersuchungen in
das Labor LABOKLIN geschickt haben und mittels Einverstandniserklarung die
Weiteruntersuchung im Rahmen dieser Studie im Institut fir Parasitologie und
Tropenveterinarmedizin der Freien Universitat Berlin erlaubten. Dadurch wurden fir diese
Studie ausschlieldlich Proben verwendet, welche zu diagnostischen Zwecken entnommen
wurden und nach Abschluss der Untersuchungen verworfen worden waren. Aulerdem
wurden DNA-Proben, welche aus Hundevollblut gewonnen wurden, einer friiheren Studie fiir
die PCR-Untersuchungen auf H. canis verwendet. Auch diese Proben stammten aus der
Klinik flr kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin und von Tierarztpraxen aus
Brandenburg (Liesner et al., 2016). In dieser Studie wurden aufierdem Fuchsproben
gesammelt, die von Herrn Dr. Schulze aus dem Landeslabor Berlin-Brandenburg in Frankfurt
(Oder) zur Verfugung gestellt wurden.

In Abbildung 3 sind der Standort der Klinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin
und der Praxen dargestellt. Insgesamt nahmen 61 Tierarztpraxen auf diesem Weg an der
Studie teil. Davon hatten 29 ihren Hauptsitz in Berlin und 32 in Brandenburg. Aufgrund dieser
Verteilung ist die Region Berlin in dieser Studie deutlich besser reprasentiert als die Region
Brandenburg. Vor allem in den Randgebieten sind kaum teilnehmende Tierarztpraxen
angesiedelt. Aus drei von vier kreisfreien Stadten, sowie sechs von 14 Landkreisen haben
keine Praxen an der Studie teilgenommen. Teilweise konnten trotzdem Proben aus diesen
Gebieten fur die Studie ausgewertet werden, da die Klinik fir kleine Haustiere der Freien
Universitat ein sehr groRes Einzugsgebiet hat. Insgesamt sind 692 Proben (68,65 %) von
Patienten der Klinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin in die Studie

eingegangen und 316 (31,35 %) aus anderen Tierarztpraxen.
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Abbildung 3: Standorte der teilnehmenden Praxen*

In Abbildung 4 ist die Herkunft der Proben aus den einzelnen Landkreisen dargestellt. Dabei
ist zu erkennen, dass aus dem Landkreis Oberspreewald-Lausitz und aus Frankfurt Oder
keine Proben in die Studie eingegangen sind. Aufgrund des Studiendesigns kamen aus
Berlin die Halfte aller Proben. In Brandenburg kamen die meisten Proben aus dem Landkreis
Barnim mit 104 Proben (10,32 %).
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Abbildung 4: Herkunft der Proben*
in () ist die Anzahl der Proben in der Stichprobenspanne angegeben

4.3. Signalement der getesteten Hunde

Bei der Probensammlung wurde versucht, das Signalement der Hunde so gut wie mdglich zu
dokumentieren. Dabei wurden im Falle der Klinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat
Berlin Daten aus den Akten der Hunde verwendet und bei den Proben, die durch das Labor
LABOKLIN eingesendet wurden, (ber die Untersuchungsbégen aus den Tierarztpraxen
ermittelt. Aufgrund datenschutzrechtlicher Bestimmungen konnte nur der Name des Hundes,
Alter, Geschlecht, der Wohnort bzw. der Sitz der Praxis und in den meisten Fallen die Rasse
des Hundes vermerkt werden.

In Abbildung 5 ist die Altersverteilung der Hunde dargestellt, die an der Studie teilgenommen
haben. Die Hunde waren im Mittel 7,5 Jahre alt. Der jingste Hund war 0,17 Jahre alt und der
alteste 23 Jahre. Daraus ergibt sich eine Spannweite von 22,83 Jahren. Bei 43 Hunden

(4,27 %) konnte das Alter nicht ermittelt werden.
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Abbildung 5: Alter der Hunde in Jahren

Das Geschlechterverhaltnis kann in der vorliegenden Arbeit als grob ausgeglichen
angesehen werden, wie in Abbildung 6 zu erkennen ist. Insgesamt 254 Hunde (24,98 %) der
Studie waren weiblichen Geschlechts und 261 (25,66 %) waren weiblich kastriert. Bei den
mannlichen Hunden zeigte sich ein etwas geringerer Anteil an kastrierten Hunden. Es
nahmen insgesamt 487 (48,31 %) mannliche Hunde an den Untersuchungen teil, davon
waren 186 (18,29 %) kastriert. Das Geschlecht von 15 Hunden (1,47 %) der Studie war

unbekannt.

E weiblich: 24,9754

@ weiblich kastr.: 25,6637
EE mannlich: 29,5969
@ mannlich kastr.: 18,2891
B unbekannt: 1,4749

Abbildung 6: Geschlecht der Hunde in %
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Alles in allem nahmen 113 verschiedene Rassen an der Studie teil. Die meisten Hunde
waren Mischlinge mit 15,18 % (153 Hunde). Bei den reinrassigen Hunden waren der
Labrador, mit 66 Hunden (6,55 %), und der Deutsche Schéaferhund, mit 30 Hunden (2,98 %),
am haufigsten vertreten. Bei insgesamt 704 Hunden (69,84 %) konnten Aussagen zur Rasse

dokumentiert werden.

4.4. Seropravalenzen der Erreger bei Hunden im Raum
Berlin/Brandenburg
Die Seropravalenzen fir Leishmania spp., Babesia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp.,
Borrelia spp., Dirofilaria spp. und A. vasorum wurden in der vorliegenden Arbeit mittels
verschiedener ELISA Untersuchungen ermittelt. Aulerdem fand eine

Pravalenzuntersuchung auf H. canis mittels PCR statt.

4.41. Leishmanien

Die Untersuchungen auf Leishmanien wurden zuerst mit einem in-house entwickelten Test
durchgeflhrt. Allerdings fielen dabei schnell Probleme mit dem cut-off auf, welche sich nicht
ausreichend klaren oder beheben lielen. Aus diesem Grund wurden die Proben im Labor
von LABOKLIN mit dem dort verwendeten Test untersucht.

Von den 1002 getesteten Serumproben mit dem Leishmanien-ELISA von LABOKLIN
konnten 53 als positiv detektiert werden. Das entspricht einer Pravalenz von 5,28 %, das
dazugehodrige 95 % Konfidenzintervall (95 % KI) reicht von 4,07 % - 6,85 %. Im Verlauf der
Studie ergab sich aullerdem die Mdglichkeit, die Proben mit dem von Afosa entwickelten
Leishmanien-ELISA zu testen. Dabei konnten in 31 von 991 Proben Antikérper auf
Leishmania spp. nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Pravalenz von 3,13 % mit
einem 95 % Kl von 2,21 - 4,41 %.

Insgesamt waren 14 Proben in beiden Tests positiv und 925 Proben in beiden Tests negativ.
Beim Vergleich der beiden ELISAs mit dem Cohen Kappa Test wurde ein Koeffizient von
0,32 (Kl 95%: 0,14-0,50) ermittelt, was einer schwachen Ubereinstimmung entspricht.

Zur weiteren Abklarung der in nur einem ELISA positiv getesteten Proben wurden 48 davon
nochmals mit einem IFAT untersucht. Dabei wurden zwei positive Ergebnisse detektiert.
Einmal konnte so ein Ergebnis des LABOKLIN-ELISAs und einmal eines des Afosa-ELISAs
bestatigt werden.

Aufgrund dessen wird in der weiteren Betrachtung von 16 definitiv als positiv getesteten

Hunden ausgegangen.

118



Ergebnisse

Die lokale Verteilung der positiven Leishmanienproben ist in Abbildung 7 mittels Punkten
dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die meisten der positiven Hunde in Berlin und dem

Umland leben, sowie auch vereinzelte in Brandenburg zu finden sind.
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Abbildung 7: Lokale Verteilung der positiven Leishmanienproben*

Die saisonale Verteilung der positiven Leishmanienproben ist in Abbildung 8 dargestellt. In
dem Diagramm ist zu erkennen, dass im September 2016 und im August 2017 drei positive
Funde zu verzeichnen waren, was der hochsten monatlichen Anzahl entspricht. AulRerdem
wurden im Januar 2017 und Oktober 2017 jeweils zwei positive Proben gefunden. In den
restlichen Monaten des Sammelzeitraumes war maximal ein Hund positiv auf Leishmanien

getestet worden. Durchschnittlich konnten 0,66 positive Hunde je Monat gefunden werden.

—&— Leishmania spp.

Anzahl positive Proben

Abbildung 8: Saisonale Verteilung der positiven Leishmanienproben
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Der Reisehintergrund konnte bei 12 der 16 positiv getesteten Hunde abgeklart werden. Bei
vier Fallen konnte keine Reiseanamnese erhoben werden bzw. war diese den Besitzern
unbekannt. Laut Aussagen der Besitzer haben zwei Hunde Deutschland nicht verlassen
(grine Punkte in Abb. 7), wahrend bei 10 Hunden ein Reisehintergrund vorhanden war.

Zur diagnostischen Abklarung wurden teilweise Vollblutproben von den positiven Hunden
enthommen und diese nach DNA-Extraktion mittels PCR untersucht. Von den 53 im
LABOKLIN- ELISA positiven Hunden wurde bei sieben eine Vollblutprobe eingesendet.
Davon war keine in der PCR positiv. Von den definitiv positiven Proben waren zwei unter

denen in der PCR getesteten.

4.4.2. Babesien

Mit dem Babesien-ELISA wurden 1008 Proben untersucht, wobei 26 positiv getestet wurden.
Demnach liegt die ermittelte Pravalenz bei 2,58 % mit einem 95 % Kl von 1,77 - 3,75 %.

In Abbildung 9 ist die lokale Verteilung der positiven Babesienfalle durch Punkte dargestellit.
Der Wohnort der Hunde liegt hauptsachlich in Berlin und dem Umland. Nur sechs Proben

wurden aulerhalb dieses Gebietes entnommen.
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Saisonal betrachtet fiel auf, dass zwischen August 2017 und Dezember 2017 deutlich mehr
positive Falle auftraten als in den anderen Monaten des Untersuchungszeitraums. Dies ist in
Abbildung 10 dargestellt. Im Allgemeinen lag die Zahl der positiven Falle pro Monat
ansonsten zwischen 0 und 1, mit Ausnahme des November 2016 als 2 Hunde positiv

getestet wurden.

Anzahl positive Proben
L\v]

Abbildung 10: Saisonale Verteilung der positiven Babesienproben

Von den 26 Babesien positiven Hunden konnte bei der Halfte etwas Uber die
Reisevorgeschichte in Erfahrung gebracht werden. So hatten vier Hunde Deutschland nicht
verlassen (grine Punkte in Abb. 9) und bei neun Hunden berichteten die Besitzer von
Auslandsaufenthalten. In 13 Fallen konnte keine Reiseanamnese erhoben werden.

Vollblutproben zur diagnostischen Abklarung wurden von vier Hunden eingesendet. Davon

konnte bei einem Hund auch in der PCR das Vorkommen von Babesien bestatigt werden.

4.4.3. Anaplasmen

Fur Anaplasma phagocytophilum bzw. Anaplasma platys liegen fur 1008 Proben Ergebnisse
mit dem SNAP-Test vor. Es wurden 66 Proben positiv getestet, was einer Pravalenz von
6,55 % mit einem 95 % Kl von 5,71 % - 8,25 % entspricht. Mit dem Anaplasmen-ELISA von
Afosa wurden 1001 Proben untersucht. Dabei wiesen 306 Proben ein positives Testergebnis
auf. Dies ergibt eine Pravalenz von 30,57 % (KI 95%: 27,79 - 33,49 %).

Positiv in beiden Tests waren 45 Proben, wahrend 675 in beiden Tests negativ waren. Beim
Vergleich mithilfe des Cohen Kappa-Tests ergab sich ein Koeffizient von 0,15 (Kl 95%:0,07 -
0,24), was einer schwachen Ubereinstimmung entspricht. Zur weiteren Abklarung dieser
Unterschiede wurden einige Proben mit einem IFAT untersucht. Allerdings konnte damit

keine eindeutigere Zuordnung der Proben vorgenommen werden.
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Die lokale Verteilung der im SNAP-Test positiven Anaplasmenproben ist in Anbetracht der
Lage der einsendenden Praxen recht gleichmafRig mit Konzentration im Raum Berlin und

Umland, wie in Abbildung 11 zu erkennen ist.
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Abbildung 11: Lokale Verteilung der positiven Anaplasmenproben im SNAP-Test*

Die lokale Verteilung der im konventionellen ELISA positiven Proben (Abb. 12) ist ebenfalls
in Anbetracht der Herkunft der Proben recht gleichmaRig. In Berlin wurden 134 positive
Hunde gefunden, welche sehr gleichmalig aus dem gesamten Stadtgebiet kamen. Eine
leichte Ballung ist im Bereich der Klinik fiir kleine Haustiere zu erkennen. Die restlichen 172
Proben stammten von Hunden aus Brandenburg, wobei Uber die Region verteilt einzelne
Funde zu verzeichnen waren, sowie eine héhere Dichte im Berliner Umland und drei starke

Haufungen um einsendende Praxen herum.
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Abbildung 12: Lokale Verteilung der positiven Anaplasmenproben im konventionellen ELISA*

Bei der saisonalen Verteilung der im SNAP-Test positiven Proben fallt eine deutlich erhéhte

Anzahl positiver Funde in der zweiten Halfte des Beprobungszeitraumes auf. So wurden

zwischen Mai 2016 und April 2017 im Durchschnitt monatlich 1,08 positive Proben gefunden
und zwischen Mai 2017 und April 2018 4,42. In Abbildung 13 ist dieser Anstieg dargestellt.

Anzahl positiver Proben

10

—#— Anaplasma spp.

Abbildung 13: Saisonale Verteilung der positiven Anaplasmenproben im SNAP-Test

Im Vergleich dazu ist in der saisonalen Verteilung der im konventionellen ELISA positiven

Proben eine deutlich gleichmafigere Anzahl je Monat zu beobachten. Wie auch im SNAP-

Test konnte im Juni 2017 ein deutlicher Peak verzeichnet werden. Auffallig in dieser
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Verteilung ist auRerdem das Fehlen von positiven Fallen im Februar und Marz 2018
(Abb.14).

25
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Abbildung 14: Saisonale Verteilung der positiven Anaplasmenproben im konventionellen ELISA

Von 66 auf Anaplasmen positiv getesteten Hunden konnten neun mittels PCR nochmals
untersucht werden, da die Besitzer Vollblutproben eingesendet haben. Es konnte bei zwei

Hunden in der PCR ein positives Ergebnis nachgewiesen werden.

4.4.4. Ehrlichien

Von 1008 Proben konnten 9 auf Ehrlichia canis bzw. Ehrlichia ewingii positiv getestet
werden. Die Pravalenz fir Ehrlichien in dieser Studie liegt demnach bei 0,89 % mit einem
95 % Kl von 0,47 % - 1,79 %.

Die positiven Ehrlichienfalle konnten bei Hunden nachgewiesen werden, die ihren Wohnort
im Sutden von Berlin bzw. dem stdlichen Umland hatten. Lediglich ein Hund kam aus dem
Norden von Berlin und einer aus dem Landkreis Barnim. Dies ist in Abbildung 15 zu

erkennen.
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Abbildung 15: Lokale Verteilung der positiven Ehrlichienproben*

Die saisonale Verteilung der positiven Ehrlichienproben ist eher unauffallig. Es wurden
zwischen 0 und 2 Proben jeden Monat Uber den Studienzeitraum als positiv getestet
(Abb. 16).
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Abbildung 16: Saisonale Verteilung der positiven Ehrlichienproben
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Die Reiseanamnese bei den Ehrlichien positiven Hunden konnte in finf Fallen erhoben
werden. Dabei war festzustellen, dass alle funf Hunde aus dem Ausland stammten bzw. bei
Reisen im Ausland waren. Bei den anderen vier Hunden war es nicht mdglich, den
Reisehintergrund abzuklaren.

Es wurde eine Vollblutprobe zur diagnostischen Abklarung mittels PCR auf Ehrlichien

untersucht. Das Ergebnis war negativ.

4.4.5. Borrelien
Insgesamt 17 von 1008 Serumproben konnten bei den Untersuchungen auf Borrelia spp.
positiv getestet werden. Das entspricht einer Pravalenz von 1,69 %, das dazugehdrige 95 %
Kl reicht von 1,06 % - 2,68 %.
Die positiven Borrelienfélle traten in dieser Studie gehauft im westlichen Berlin auf. Einzelne
Falle konnten auch verteilt im Berliner Umland nachgewiesen werden, sowie jeweils ein Fall

im Osten Berlins und einer im Suden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Lokale Verteilung der positiven Borrelienproben*
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Durchschnittlich wurden wahrend der Studie jeden Monat 0,88 Hunde positiv auf Borrelien

getestet. Dabei schwankte die Anzahl zwischen 0 und 4 Proben (Abb. 18).

—@— Borreliose

Anzahl positive Proben
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1

Abbildung 18: Saisonale Verteilung der positiven Borrelienproben

4.4.6. Dirofilarien
Mit dem SNAP®4Dx®Plus von IDEXX wurden 1008 Proben auf im Blut zirkulierendes

Dirofilaria immitis Antigen untersucht, wovon 3 Proben ein positives Ergebnis zeigten. Die
Pravalenz, die mit diesem Test ermittelt werden konnte, lag damit bei 0,29 % mit einem 95 %
Kl von 0,1 % - 0,87 %.

Weiterhin konnten 1008 Proben mit einem Filarien-ELISA auf Antikérper gegen Dirofilaria
spp. untersucht werden und dabei 22 positive Proben festgestellt werden. Dies entspricht
einer Pravalenz von 2,18 % mit einem 95 % Kl von 1,44 % - 3,28 %.

Die drei im SNAP-Test positiv getesteten Proben konnten im Filarien-ELISA bestatigt
werden.

In der lokalen Verteilung der positiven Dirofilarienfalle in Abbildung 19 ist zu erkennen, dass
10 Hunde in Berlin lebten und 12 in Brandenburg. Die meisten Proben kamen aus Berlin und
dem Umland. Eine Probe kam aus dem Randgebiet von Brandenburg im Landkreis
Havelland. Auch im sudlichen Teltow-Flaming trat ein positiver Fall auf, sowie zwei in

Brandenburg an der Havel.
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Abbildung 19: Lokale Verteilung der positiven Dirofilarienproben*

Bei der Betrachtung des Diagramms in Abbildung 20, welche die saisonale Verteilung der
positiven Dirofilarienfalle zeigt, fallt ein Peak im Dezember 2016 auf. Im restlichen

Studienzeitraum lag die Zahl der positiven Proben je Monat zwischen 0 und 2.
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Abbildung 20: Saisonale Verteilung der positiven Dirofilarienproben

Im Falle der 22 positiv auf Dirofilarien getesteten Hunde konnten bei 12 Aussagen zum
Reisehintergrund getroffen werden. Bei 8 Hunden waren Auslandsaufenthalte in ihrer
Reiseanamnese dokumentiert, wahrend 4 Deutschland nicht verlassen hatten (griine Punkte
in Abb. 19). Bei den anderen 10 Hunden war der Reisehintergrund nicht eindeutig
abzuklaren.

Von den 22 positiv getesteten Hunden wurden von 4 Hunden Vollblutproben zur weiteren
Untersuchung mittels PCR eingeschickt. Keine der Proben wies in der PCR Filarien-DNA

auf.

4.4.7. Angiostrongylus vasorum

Auf A. vasorum wurden 1008 Proben untersucht, jeweils mittels eines Antigen- und eines
Antikdrper-ELISAs. Im A. vasorum Antigen-ELISA wurden 29 Proben als positiv detektiert,
was einer Pravalenz von 2,88 % entspricht mit einem 95 % Kl von 2,01 % bis 4,10 %. Im
A. vasorum Antikérper-ELISA wurden 35 positive Proben festgestellt. Somit konnte mit
diesem Test eine Pravalenz von 3,47 % ermittelt werden und das 95 % Ki reichte von 2,51 %
bis 4,79 %. Allerdings gab es nur 12 Proben, welche in beiden ELISAs ein positives Ergebnis
zeigten.

Bei der lokalen Verteilung der positiven A. vasorum Antigen Proben in Abbildung 21 ist eine
Haufung von positiven Fallen um den westlichen Berliner Stadtrand zu erkennen. Die
restlichen Féalle traten eher vereinzelt in Berlin und dem Umland auf, sowie ein Fall in

Brandenburg an der Havel, einer im Barnim und zwei im Teltow-Flaming.
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Abbildung 21: Lokale Verteilung der positiven A. vasorum Antigen Proben*

Im Gegensatz dazu ist bei der lokalen Verteilung der positiven A. vasorum Antikérper Proben
eine sehr deutliche Ballung im studwestlichen Bereich Berlins zu erkennen (Abb. 22). Auch
hier sind wieder einzelne positive Hunde in anderen Landkreisen gefunden worden, wie in

Brandenburg an der Havel, dem Teltow-FIaming und Oder-Spree.
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Abbildung 22: Lokale Verteilung der positiven A. vasorum Antikorper Proben*

Die saisonale Verteilung in Abbildung 23 zeigt, dass es sowohl im Dezember 2016 als auch
im September 2017 einen Anstieg an positiven Funden von A. vasorum Antigen in den
Proben gab. Jeweils vor diesen Peaks war bereits ein leichter Anstieg Uber die
vorausgegangenen Monate zu erkennen. In den Monaten Dezember bis Januar wurden

sowohl 2017 als auch 2018 keine positiven Befunde ermittelt.
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Abbildung 23: Saisonale Verteilung der positiven A. vasorum Antigen Proben

Bei der saisonalen Verteilung der positiven A. vasorum Antikérper Proben fielen im
Dezember und April 2017 hdohere Peaks auf, sowie im August 2016, Dezember 2016 und
Juni 2017 leichte Anstiege in der Anzahl der positiven Hundeproben (Abb. 24). In der
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restlichen Zeit der Studie lag die Anzahl der positiven Hunde jeden Monat zwischen 0 und 2.

6
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Abbildung 24: Saisonale Verteilung der positiven A. vasorum Antikérper Proben

4.4.8. Gemeinsames Vorkommen von Infektionen

In der vorliegenden Studie konnten in 58 Fallen ein gemeinsames Vorkommen mehrer
Infektionen festgestellt werden. Dabei traten 17 verschiedene Kombinationen auf. Darunter
waren Doppelinfektionen, aber auch Hunde, die mit drei oder vier Erregern infiziert waren.

Am haufigsten mit 19 Fallen trat eine Infektion von Anaplasma spp. und A. vasorum auf. In

Tabelle 15 sind die aufgetretenen Kombinationen zusammengefasst.

Anzahl der Hunde | gemeinsames Vorkommen von Infektionen
19 Anaplasma spp./ A. vasorum
Anaplasma spp./ Babesia spp.
Anaplasma spp./ Dirofilaria spp.
Anaplasma spp./ Ehrlichia spp.
Anaplasma spp./ Dirofilaria spp./ A. vasorum
Anaplasma spp./ Leishmania spp.
Anaplasma spp./ Borrelia spp.
Anaplasma spp./ Ehrlichia spp./ Babesia spp.
Dirofilaria spp./ Babesia spp.
Dirofilaria spp./ A. vasorum
Anaplasma spp./ Babesia spp./ Leishmania spp.
Anaplasma spp./ Borrelia spp./ Dirofilaria spp./ A. vasorum
Anaplasma spp./ Ehrlichia spp./ Babesia spp./ Dirofilaria spp.
Anaplasma spp./ Borrelia spp./ Babesia spp.
Borrelia spp./ A. vasorum
Borrelia spp./ Babesia spp.
Dirofilaria spp./ A. vasorum/ Leishmania spp.

~
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Tabelle 15: gemeinsames Vorkommen von Infektionen
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4.4.9. Mid p-Exact Test

Der Zusammenhang zwischen verschiedenen Risikofaktoren und der nachgewiesenen
Infektionshaufigkeit, die in der vorliegenden Studie dokumentiert wurde, wurde mit dem Mid
p-Exact in R untersucht. Dabei wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % toleriert, so
dass die Zusammenhange mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Gesamtpopulation zu
Ubertragen sind und nur in geringem Malte dem Zufall geschuldet bleiben.

Die Ergebnisse zeigen, dass signifikant mehr Hunde in Brandenburg mit in dieser Studie
untersuchten Erregern infiziert sind als in Berlin (p=0,0189). Aulerdem scheint auch
mannlich-nicht kastriert (p=0,009) und weiblich-kastriert (p=0,049) ein hoheres Risiko fur
eine Infektion zu haben, als mannlich-kastriert bzw. weiblich-nicht kastriert. Weiterhin wurde
der Einfluss des Alters untersucht. Dabei haben junge Hunde, bis 3 Jahre, ein geringeres
Risiko als mittelalte Hunde bis 10 Jahre (p=0,0001) oder alte Hunde ab 11 Jahren
(p=0,0065). Allerdings haben alte Hunde auch ein geringeres Risiko als Mittelalte
(p=0,0005).

Alle weiteren Ergebnisse zeigen p-Werte > 0,1 und kdnnen daher als nicht signifikant
betrachtet werden. Das heil3t es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
anderen jeweils untersuchten Gruppen. Die weiteren Ergebnisse des Mid p-Exact Tests sind

deshalb in Tabelle 16 zusammengefasst.

miteinander verglichene Gruppen p-Wert
mannlich/ weiblich 0,207
nicht kastriert/ kastriert 0,701

Anaplasma spp. SNAP-Test Berlin/ Brandenburg 0,129
A. vasorum Antikdrper Berlin/ Brandenburg 0,414
A. vasorum Antigen Berlin/ Brandenburg 0,194
Leishmania spp. Berlin/ Brandenburg 0,182
Babesia spp. Berlin/ Brandenburg 0,242
Dirofilaria spp. Berlin/ Brandenburg 0,399
Borrelia spp. Berlin/ Brandenburg 0,81

Ehrlichia spp. Berlin/ Brandenburg 0,753

Tabelle 16: p-Werte des Mid p-Exact Tests

4.4.10. logistische Reqgression

Die logistische Regressionsanalyse wird angewendet, wenn gepruft werden soll, ob ein
Zusammenhang zwischen einer abhangigen Variable und einer oder mehreren
unabhangigen Variablen besteht. Es wird der Zusammenhang zwischen der

Wahrscheinlichkeit, dass die abhangige Variable den Wert 1 annimmt, und den
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unabhangigen Variablen untersucht. Dabei wird Uber die Hohe des Odds ratio ausgesagt,
wie stark die Variable die Chance beeinflusst. Mithilfe der Signifikanz kann eine Aussage
Uber die Ubertragbarkeit dieses Ergebnis von der untersuchten Stichprobe auf die
Grundgesamtheit getroffen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Region und des Alters auf die
Infektionsrate betrachtet. Dabei konnte nur flr die mit dem kommerziellen Anaplasmen-
ELISA bestimmte Infektionsrate ein signifikantes Ergebnis erhalten werden. Dies ist in
Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Logistische Regressionsanalyse Anaplasma spp.

In der Grafik ist zu erkennen, dass Hunde in Brandenburg eine leicht héhere Chance haben,
sich mit Anaplasmen zu infizieren als in Berlin lebende. Dieser Zusammenhang ist schwach
signifikant. AuRerdem erhdht sich die Chance auf eine Anaplasmeninfektion mit steigendem
Alter geringgradig. Dieser Zusammenhang ist deutlich signifikant.

Weiterhin wurde dieser Zusammenhang fiir die im SNAP-Test nachgewiesenen Anaplasma-
Infektionen, sowie fir A.vasorum- und Babesia-Infektionen Uberprift. Dabei konnte

allerdings kein signifikantes Ergebnis gezeigt werden.

4.5. Hepatozoon canis

4.5.1. Pravalenzuntersuchen mittels PCR

DNA-Proben von Hundeblut bzw. Fuchsmilz wurden zwischen Marz 2013-September 2014
bzw. Februar -September 2014 wahrend einer friheren Studie enthnommen und mittels einer
Hepatozoon spp. 18S rRNA PCR untersucht. Dabei konnten 46 von 1050 Hunden und 156
von 201 Fichsen positiv getestet werden, was einer Pravalenz von 4,38 % (Kl 95 %: 3,3 -
5,79 %) bzw. 77,61 % (KI 95 %: 71,36 - 82,82 %) entspricht. Eine Sequenzierung wurde fur
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19 Hundeblutproben und 52 Fuchsmilzproben erfolgreich durchgefiihrt (GenBank™
Accession-Nr:  MK757741- MK757815) und alle erhaltenen Sequenzen zeigten eine
Ahnlichkeit von 99 - 100 % mit H. canis-Sequenzen im Vergleich zu den GenBank™-
Sequenzen.

Von den 46 positiven Hundeproben wurde bei neun Hunden durch Besitzerbefragung
nachgewiesen, dass sie Deutschland nie verlassen haben. Durch Sequenzierung liel3en sich
sieben dieser autochthonen Falle als H. canis Infektionen bestatigen. Beim Vergleich der
Sequenzen mit der Datenbank wurde fiir finf davon eine 99 - 100%ige Ubereinstimmung mit
Sequenzen von Flchsen aus Ungarn (GenBank® Accession-Nr: KJ572978) gefunden. Die
anderen beiden Sequenzen entsprachen einer Sequenz eines Hundes aus der
Tschechischen Republik (GenBank™ Accession-Nr: KY021177).

4.5.2. Phylogenetische Analyse der Hepatozoon canis Ergebnisse

Das in Abbildung 26 dargestellte phylogenetische Netzwerk zeigt, dass die H. canis-
Sequenzen aus der vorliegenden Arbeit mit anderen Sequenzen aus GenBank® gruppieren,
getrennt von der “outgroup®, die Hepatozoon ursi, Hepatozoon martis, Hepatozoon felis und
Hepatozoon apri umfasst. Insgesamt gibt es zwei Haplotypen, die Sequenzen der
vorliegenden Studie enthalten. Nur eine Mutation trennt sie. In einem befinden sich 11
Hunde und 51 Flichse aus dieser Studie, sowie drei Hunde und vier Flichse, die mit etwa
einer bis drei Mutationen verbunden sind. AuRerdem umfasst der Haplotype 24 Flichse und
12 Hunde aus Tschechien, der Slowakei, Ungarn und Kroatien sowie zwei [. ricinus. Im
anderen Haplotype findet man einen Fuchs und einen Hund aus Brandenburg und viele
verschiedene Wirtsarten, die aus Landern auf der ganzen Welt kommen. Aullerdem sind

noch zwei weitere Hunde Uber eine bzw. zwei Mutationen damit verbunden.
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Abbildung 26: Netzwerk H. canis

Des Weiteren wurde mit dem gleichen Sequenzabgleich ein phylogenetischer Baum
konstruiert, der im Anhang (Abb. A1) dargestellt ist. Dieser zeigt ebenfalls, dass die
Sequenzen aus der vorliegenden Arbeit mit anderen H. canis-Sequenzen aus der
GenBank™ gruppiert sind, aber getrennt von den Spezien Hepatozoon ursi, Hepatozoon
martis, Hepatozoon felis und Hepatozoon apri. Insgesamt gibt es zwei Gruppen, die
Sequenzen der vorliegenden Studie enthalten. In einer Gruppe (Abb. A2) befinden sich acht
Hunde und 50 Fichse und in der anderen ein Fuchs und finf Hunde. In der ersten Gruppe
befinden sich auRerdem Fuchse und Hunde aus Deutschland, Tschechien, der Slowakei,
Ungarn, Kroatien und fiinf Goldschakale aus Osterreich. In der anderen Gruppe (Abb. A3)
gibt es viele verschiedene Wirtsarten, die aus Landern auf der ganzen Welt stammen.
Deshalb sind sie in einer Tabelle A1, die sich ebenfalls im Anhang befindet, dargestellt,

gruppiert nach Wirt und Land.
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Erregersituation von Vektor-Ubertragenen
Krankheiten bei Hunden in Berlin und Brandenburg einzuschatzen und somit Schllisse zur
Infektionswahrscheinlichkeit, sowie zur Gefahrdung der Gesundheit von Tieren, besonders
Hunden, und Menschen in diesem Gebiet ziehen zu kénnen. Dabei wurden Leishmania
infantum, Babesia spp., Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, Ehrlichia canis,
Ehrlichia ewingii, Borrelia spp., Dirofilaria spp. und Angiostrongylus vasorum, sowie
Hepatozoon canis untersucht. Die Auswahl fand aufgrund friherer Studien statt, welche
Hinweise auf autochthones Vorkommen auch im Raum Berlin/Brandenburg gaben (Baneth
et al., 2012; Kronefeld et al., 2014; Liesner et al., 2016; Najm et al., 2014b; Sassnau et al.,
2009).

Die Serumproben der Hunde wurden in Kooperation mit der Klinik fir kleine Haustiere der
Freien Universitat Berlin und dem Labor LABOKLIN gesammelt und anschlieBend mit
verschiedenen ELISAs untersucht. In positiven Fallen wurde aullerdem versucht, eine

Reiseanamnese zu erfragen und eine diagnostische Abklarung mittels PCR durchzufiihren.

5.1. Beurteilung von Sammelgebiet und StichprobengroRe

Die Idee zu der vorliegenden Arbeit entstand aufgrund einer Vorgangerstudie, in welcher
Hunde und Flchse aus Brandenburg mittels molekularbiologischer Methoden auf Vektor-
Ubertragene Erkrankungen untersucht worden waren. Die ermittelten Pravalenzen der Studie
waren recht niedrig und ein endemisches Vorkommen der untersuchten Erreger konnte, mit
Ausnahme von A. phagocytophilum, nicht belegt werden (Liesner et al., 2016). Da es aber
2009 und 2012 Berichte Uuber autochthones D.repens Vorkommen in einem
Schlittenhundrudel im Havelland gab (Sassnau et al., 2009; Sassnau et al., 2013), sowie das
Vorkommen von D. repens und D. immitis in einheimischen Mickenpopulationen belegt
wurde (Czajka et al.,, 2014; Kronefeld et al., 2014), bestand weiterhin der Bedarf fir
Nachforschung und Uberprifung der epidemiologischen Situation. Deshalb sollte in der
vorliegenden Studie mit serologischen Methoden gearbeitet werden, da infizierte Tiere Uber
einen langeren Zeitraum positiv bleiben und damit die Wahrscheinlichkeit der Detektion
hdéher sein sollte.

In der bereits erwahnten Untersuchung von Liesner et al. (2016) zeigte es sich, dass es
schwierig war eine reprasentative Anzahl an Proben zu sammeln, wenn man sich auf ein zu
kleines Untersuchungsgebiet, in diesem Fall Havelland, festlegt. Daher wurde diesmal schon

zu Beginn der Studie das gesamte Bundesland Brandenburg einbezogen. Aulierdem sollte

137



Diskussion

auch Berlin mit einbezogen werden, da dort aufgrund der deutlich héheren Dichte in der
Hundepopulation ein Gefahrdungspotenzial zu vermuten ist.

Allerdings kam es durch diese Erweiterung des Sammelgebietes zu einem unerwartet hohen
Probenaufkommen, was eine zufallige Auswahl der gesammelten Proben notwendig machte,
da bei der Stichprobenanzahl von 1000 geblieben und ein reprasentativer Zeitraum
untersucht werden sollte. Der Zeitraum von zwei Jahren wurde gewahlt, um ein mogliches
saisonales Auftreten von Erregern belegen zu kdnnen.

Bei der Betrachtung der Herkunft der Proben fallt auf, dass die meisten teilnehmenden
Tierarztpraxen sowie die Klinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin, aus der
mehr als die Halfte aller Probe stammt, in Berlin und dem Berliner Umland liegen (Abb. 3).
Allerdings konnten unter anderem aufgrund des grof3en Einzugsgebietes der Klinik fir kleine
Haustiere aus allen Landkreisen, aufer Frankfurt Oder und Oberspreewald-Lausitz, Proben
in die Studie einbezogen werden (Abb. 4). Trotzdem ist die Verteilung im Bundesland
Brandenburg recht ungleichmalig, weshalb die Aussagen der Studie nicht als reprasentativ
fir ganz Brandenburg gesehen werden kénnen. Die Entscheidung die Halfte der Proben
zufallig aus Berlin und die andere Halfte aus Brandenburg einzubeziehen, geschah in Bezug
auf die PopulationsgroRe der dort lebenden Hunde, welche in Berlin und Brandenburg als
ahnlich angesehen werden kann.

Insgesamt wurde die Stichprobengréfle aufgrund der Grélze der im Sammelgebiet lebenden
Hundepopulation getroffen. So lebten 2012 121.224 Hunde in Brandenburg (Quelle:
Innenministerium Brandenburg, Stand 2012) und 97.996 Hunde zur gleichen Zeit in Berlin
(Quelle: Senatsverwaltung fir Finanzen ,Statistisches Jahrbuch Berlin 2014“). Mit Hilfe von
OpenEpi wurde so eine Stichprobe von ungefahr 1000 zu beprobenden Hunden ermittelt.
Um auf die benétigte Probenanzahl zu kommen, wurden die Proben in Kooperation mit der
Klinik flr kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin und Tierarztpraxen, welche ihre
Proben zum Labor LABOKLIN schickten, gesammelt. Alle Proben der Studie wurden also im
Zusammenhang mit einem Tierarztbesuch und zu diagnostischen Zwecken entnommen.
Damit handelt es sich nicht um eine zufallige Stichprobe, sondern um eine vorselektierte und
damit nicht reprasentative flr die Region Berlin/ Brandenburg. Auflierdem ist es mdglich,
dass so eine Uberreprasentativitat der untersuchten Krankheitserreger in der Studie auftritt,

da eher kranke Hunde mit Symptomen beim Tierarzt vorstellig werden als Gesunde.
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5.2. Beurteilung der Pravalenzen von Krankheitserregern bei Hunden

im Raum Berlin/Brandenburg

5.2.1. Leishmanien

Bei den Untersuchungen auf Leishmanien mit dem von LABOKLIN verwendeten ELISA
wurden 53 von 1002 (5,28 %) Proben positiv getestet. Mit dem von Afosa entwickelten
Leishmanien-ELISA konnten dagegen 31 von 991 Proben (3,13 %) als positiv detektiert
werden. Es konnte mit dem mid p-Exacttest gezeigt werden, dass die beiden Tests
signifikant unterschiedlich sind (p=0,019). Mit dem Cohen-Kappa-Koeffizienten konnte
lediglich eine schwache Ubereinstimmung festgestellt werden. Aus diesem Grund wurden in
die weitere Auswertung nur die 14 Proben einbezogen, die in beiden ELISAs positiv waren.
Aulerdem wurde ein IFAT durchgefiihrt, mit dem die Proben mit unterschiedlichen
Ergebnissen in beiden Tests nachuntersucht wurden, um so die im ELISA erhalten Daten zu
objektivieren. Von den 48 getesteten Proben waren allerdings lediglich zwei positiv. Diese
zwei Proben wurden ebenfalls in die als sehr wahrscheinlich sicher Positiven eingeordnet
und mit in die weitere Auswertung einbezogen. Somit kann von einer Pravalenz von
mindestens 1,61 % ausgegangen werden.

Andere in Deutschland durchgefiihrte Studien untersuchten die Seropravalenz mittels IFAT
bei Hunden mit Reisehintergrund und ermittelten Pravalenzen von 3,6 % (Hamel et al.,
2011), 9,6 % (Rohrig et al, 2011) und 12,2 % (Menn et al., 2010). In Hunden, fir die ein
Reiseprofil angefordert worden war, wurde ebenfalls eine hohe Pravalenz im IFAT von
17,7 % ermittelt (Hirsch and Pantchev, 2008). In der Studie von Rd&hrig et al. (2011) war der
direkte Nachweis mit PCR sensitiver und ergab eine Pravalenz von 14,9 %. Eine weitere
Untersuchung stellte Pravalenzen von 23,5 % bzw. 22,7 % mittels IFAT bzw. ELISA fest
(Vrhovec et al., 2017). Durch die lange Inkubationszeit, die asymptomatischen Verlaufe und
die Tatsache, dass auch behandelte Hunde in diagnostischen Tests haufig positiv getestet
werden, kommt es wahrscheinlich zu den unterschiedlichen Pravalenzen. Die hier
vorliegende Studie untersuchte auflerdem Hunde, die nicht zwangslaufig eine
Reiseanamnese aufwiesen und mit der Herkunft aus Berlin/ Brandenburg in einer nicht
endemischen Region leben, was die deutlich niedrigeren Zahlen im Vergleich zu Studien an
Hunden mit Reisevorgeschichte erklart.

Bei der Analyse des Reisehintergrundes konnten zwei mogliche autochthone Falle gefunden
werden. Auch in friheren Studien konnten vereinzelte autochthone Félle identifiziert werden
(Vrhovec et al., 2017). In geringen Populationsdichten kommen Phlebotomen in
Deutschland, auch nordlich der Endemiegrenze, vor. So gab es Funde in Rheinland-Pfalz
(Naucke and Schmitt, 2004) und Baden-Wirttemberg (Naucke and Pesson, 2000). Da es
sich um vereinzelte Funde handelt und die klimatischen Bedingungen fiir ein dauerhaftes

Uberleben der Phlebotomen gréRtenteils noch ungeeignet sind (Steinhausen, 2005), ist die
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Moglichkeit, dass es sich um importierte Individuen handelt, nicht auszuschlieRen. Neben
dem Stich von Phlebotomen stellen Kontaktinfektionen zwischen Hunden durch Wunden
oder Bisse (Naucke et al., 2016), pranatale Infektionen (Naucke and Lorentz, 2012; Naucke
and Lorentz, 2013), sowie mechanische Ubertragung, wie die iatrogene und solche durch
Bluttransfusionen (de Freitas et al., 2006; Kellermeier et al., 2007; Owens et al., 2001)
weitere Transmissionswege dar. Weiterhin wurde von méglicherweise sexueller Ubertragung
berichtet (Kellermeier et al., 2007). Genitale Lasionen im Zusammenhang mit Leishmaniose
sind bei Hunden gut dokumentiert (Junior et al., 2017; Silva et al., 2008). Neben der
Méglichkeit der vertikalen Ubertragung und der Ubertragung durch Phlebotomen wurden
auch andere blutsaugende Arthropoden wie Zecken oder Fléhe gelegentlich verdachtigt
Leishmanien zu Ubertragen (Oliveira et al., 2015).

In Anbetracht der Lage der einsendenden Praxen sind in der lokalen Verteilung keine
Auffalligkeiten zu erkennen. Der Grund fir die gleichmaRig saisonale Verteilung liegt in der

langen Inkubationszeit und den mdglichen asymptomatischen Verlaufen.

5.2.2. Babesien

Es wurden 1008 Serumproben von Hunden mit einem Babesia-ELISA untersucht und dabei
eine Pravalenz von 2,58 % (n = 26) ermittelt.

Im Vergleich dazu wurden in einer retrospektiven Studie der Klinik fir kleine Haustiere der
Freien Universitat Berlin flr B. canis bei Importhunden eine Seropravalenz (IFAT/ELISA) von
10,3 % und bei Hunden mit Reisevorgeschichte von 4,6 % ermittelt (Schafer et al., 2018).
Weiterhin konnte in Deutschland eine Seropravalenz im IFAT von 23,4 % fur Babesia spp.
bei Hunden mit Reisehintergrund festgestellt werden (Menn et al., 2010). In einer anderen
Untersuchung wurden Blutausstriche und PCR zu Ermittlung der Pravalenz bei Hunden in
Deutschland verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass 1,7 % der 170 Blutausstriche,
3,3 % der 502 mit PCR untersuchten Blutproben und 11,5 % der mit IFAT untersuchten
Proben positiv flir Babesia spp. waren. Dabei wurden aullerdem 15 autochthone Falle
gefunden (Vrhovec et al., 2017). Fir das Bundesland Brandenburg wurde auf’erdem eine
Pravalenz von 0,1 % mit Hilfe von PCR ermittelt (Liesner et al., 2016).

Es Iasst sich feststellen, dass bei Hunden mit Reisehintergrund hdhere Pravalenzen ermittelt
wurden, was durch die Endemiegebiete fiir B. canis begriindet ist. Im Falle der serologischen
Untersuchung von Menn et al. (2010) konnte sogar eine sehr deutlich héhere Pravalenz
festgestellt werden, was wahrscheinlich damit zu erklaren ist, dass Antikérper beim Kontakt
mit dem Erreger gebildet werden und dann auch persistieren, ohne dass es zu einer
klinischen Erkrankung kommt. Im Vergleich zu der Studie von Vrhovec et al. wurden in der
vorliegenden Arbeit weniger autochthone Falle und trotz serologischer Untersuchungen eine

geringe Pravalenz festgestellt. Dies steht wahrscheinlich mit regionalen Unterschieden, der
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Gesamtanzahl an getesteten Proben und dem intermittierenden Auftreten von Antikdrpern
bei einer chronischen Babesiose (Irwin and Hutchinson, 1991) in Zusammenhang.

Von den 26 positiv getesteten Hunden konnte bei 13 eine Reiseanamnese erhoben werden.
Dabei zeigten sich vier Falle von scheinbar autochthonem Vorkommen. Es wurde auch hier
wieder versucht die serologisch erhobenen Ergebnisse in der PCR zu bestéatigen. Insgesamt
konnten vier Vollblutproben gesammelt werden, wovon eine Probe Babesia-DNA enthielt.
Eine der Vollblutproben stammte dabei von einem mdglicherweise autochthonen Fall. In
dieser lie sich keine Babesia-DNA nachweisen. Bereits in frlheren Studien wurde das
Auftreten von autochthonen Babesiaseinfektionen bei Hunden belegt (Heile et al., 2006;
Jensen and Nolte, 2005; Zahler et al., 2000b). So zum Beispiel mehrfach in den letzten
Jahren in der Klinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin mittels PCR und
Blutausstrich (Kriicken et al., 2016). Grund fir diese autochthonen Falle ist, dass der Vektor
der caninen Babesiose im Raum Berlin/ Brandenburg mittlerweile in hoher Dichte vorkommt
und somit in diesem Gebiet als endemisch angesehen werden muss. In einer 2010/ 2011
durchgefuhrten Studie konnte eine Haufigkeit von D. reticulatus von 45,1 % bei 1728 von
Hunden aus der Region abgesammelten Zecken beobachtet werden (Beck et al., 2014). In
einer anderen Studie zwischen 2010 und 2012 wurde ebenfalls eine grof’e Anzahl
D. reticulatus in Berlin/ Brandenburg in der Vegetation gesammelt (Kohn et al., 2019). Bei
den Untersuchungen mittels PCR konnte allerdings in keiner von der Vegetation
gesammelten Zecken Babesia spp. nachgewiesen werden (Kohn et al., 2019). Die Studie
zeigte weiterhin, dass die Zecken auch in den Wintermonaten aktiv waren. Dies und die
Méglichkeit von persistierenden Antikérpern, subklinischen Infektionen und unter Umstanden
auch geimpften Tieren ist die Erklarung fir die nicht eindeutig saisonal gepragte Verteilung
der positiv getesteten Proben (Abb. 10).

Insgesamt kann das Auftreten und die Verbreitung der caninen Babesiose als sehr
wahrscheinlich angesehen werden und die Ergebnisse dieser Studie geben einen weiteren

Hinweis flr eine Endemisierung im Raum Berlin/ Brandenburg.

5.2.3. Anaplasmen
Die Untersuchungen auf das Vorkommen von Anaplasmen wurden einerseits mit Hilfe des
IDEXX SNAP®4Dx®Plus durchgefiihrt, welcher A. phagocytophilum und A. platys detektiert,
und andererseits mit einem konventionellen ELISA, welcher zum Nachweis von Anaplasma
spp. dient, untersucht. Von den 1008 im SNAP-Test untersuchten Serumproben waren 66
positiv (6,55 %), wahrend im konventionellen ELISA 306 von 1001 (30,57 %) positiv getestet
wurden. In beiden Tests waren 45 Proben positiv, wodurch im Cohen-Kappa-Test eine
schwache Ubereinstimmung festgestellt werden konnte. Auch die Nachuntersuchungen

einiger Proben mit einem IFAT klarten diese Unterschiede nicht eindeutig auf.
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In anderen Studien wurden mit serologischen Methoden teils deutlich hohere Pravalenzen
ermittelt. So wurde bei 111 Hunden aus Deutschland eine Seropravalenz fir
A. phagocytophilum von 43,2 % ermittelt (Jensen et al., 2007a). Auch in einer Studie an der
522 Hunde teilnahmen, konnte dieses Ergebnis bestatigt werden. Die Seropravalenz lag bei
43 % (Kohn et al, 2011). Eine Erklarung fir diesen Unterschied kdnnte die
Untersuchungsmethode sein. Es wurde in den Studien der IFAT verwendet, welcher eine
geringere Spezifitdt aufgrund von Kreuzreaktionen mit Rickettsienartigen aufweist, als der
hier verwendete SNAP-Test. AuBerdem unterliegt der IFAT subjektiven Einflissen durch den
Durchfiihrenden, was eine Standardisierbarkeit erschwert. Damit konnte die in dieser Arbeit
ermittelte, im Verhaltnis niedrige Seropravalenz zumindest teilweise erklart werden. Der
SNAP®4Dx®Plus verwendet ein synthetisches, hochspezifisches Peptid des p44-
Oberflachenproteins von Anaplasma spp. zum Nachweis. Dies fuhrt zu Vorteilen beziglich
der Antigenvariabilitdt und den Kontaminationsrisiken von Antigenpraparationen gegenuber
konventionellen Systemen (Chandrashekar et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass
das verwendete A. phagocytophilum p44 Peptid APH-4 zum Nachweis von frihen
Infektionen geeignet ist und so eine akute Infektion nachgewiesen wird (Chandrashekar et
al., 2017). Wahrenddessen weisen im konventionellen ELISA sowie im IFAT Hunde dann
einen erhohten Antikorperlevel auf, wenn sie mit dem Erreger in Kontakt kamen und nicht
nur solange diese Antikdrper persistieren, sondern auch noch eine Weile dartber hinaus.
Allerdings wurde auch in anderen Studien aus Deutschland mit dem SNAP-Test Pravalenzen
von 19,4 % (Barth et al., 2012) bzw. 21,5 % (Straubinger et al., 2008) ermittelt. Dies hangt
wahrscheinlich mit regionalen Unterschieden zusammen. In den eben genannten Studien
von Barth et al. und Straubinger et al. sind Hunde aus dem sidlichen Deutschland
untersucht worden. Dagegen ist die Pravalenz, welche in Studien aus anderen Landern mit
dem SNAP-Test festgestellt wurde, gut vergleichbar mit der in der vorliegenden Arbeit
ermittelten. So wurde von Pravalenzen von 2,7 % in Frankreich (Pantchev et al., 2009b),
3,1 % in Spanien (Mir6 et al., 2013), 5,3 % in Finnland (Vera et al., 2014) und 7,9 % in
Ungarn (Farkas et al., 2014a) berichtet.

Insgesamt ist eine Kombination aus verschiedenen Nachweisverfahren die Methode der
Wahl, um eine klinisch manifeste Infektion zu diagnostizieren. Aus diesem Grund wurde
auch in diesem Projekt versucht, von den auf Anaplasmen positiv getesteten Hunden
Vollblutproben zu erhalten, um diese mittels PCR untersuchen zu kénnen. Dies war in 9
Fallen moglich. Dass nur in zwei der Proben Anaplasmen DNA nachgewiesen werden
konnte, lag sehr wahrscheinlich auch daran, dass der Zeitraum zwischen der Entnahme der
Serumprobe und dem Erhalt der Vollblutprobe meist mehrere Wochen betrug und somit die

Zeitspanne, in der ein positives PCR Ergebnis aufgrund einer Infektion zu erwarten gewesen
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ware, Uberschritten wurde. Auch ist es mdglich, dass die Hunde zu diesem Zeitpunkt bereits
behandelt worden waren.

Die lokale Verteilung der positiven Proben zeigt, sowohl bei den Ergebnissen des SNAP-
Tests als auch des konventionellen ELISAs, eine raumlich deutlich grofere Ausbreitung im
Brandenburger Raum als es bei den anderen untersuchten Erregern der Fall ist. Die
Ballungen, die in Abbildung 12 auffallen, sind zum einem mit der Lage der einsendenen
Praxen und zum anderen durch die hdhere Dichte von Hunden im Raum Berlin zu
begriinden. Diese demnach als gleichmaRig zu beurteilende Verteilung der positiven Proben
ist durch das endemische Vorkommen des Vektors von A. phagocytophilum zu erklaren. So
zeigen Untersuchungen mittels PCR in der Region Berlin/ Brandenburg eine Pravalenz mit
A. phagocytophilum in Zecken, die von Hunden abgesammelt wurden, von 6,5 % in /. ricinius
bzw. 3,9 % in [. hexagonus (Schreiber et al., 2014). Ahnliches wurde bereits 2013
veroffentlicht, wonach A. phagocytophilum mit einer Pravalenz von 8,2 % in |. ricinus bzw.
3,3 % in I hexagonus in verschiedenen Nagetieren mit durchschnittlich 2,8 % vorkam
(Kriicken et al., 2013).

Die klimatischen Verhaltnisse der letzten Jahre, mit warmen, feuchten Sommern und milden
Herbst- und Wintermonaten und auch die Renaturierung beglnstigen die
Lebensbedingungen des Vektors | ricinus (Rizzoli et al., 2014). Bei der saisonalen
Verteilung der im konventionellen ELISA positiven Proben sind héhere Fundraten in den
Sommermonaten zu verzeichnen und meist geringere Anzahlen in den eher kalten Monaten.
Auch in der Verteilung der SNAP-Test positiven Ergebnisse ist der Anstieg im Sommer 2017
zu erkennen. Dies ist vor allem durch die Aktivitdt der Zecken zu diesen Zeiten zu erklaren
(Granick et al., 2009; Kohn et al., 2008; Poitout et al., 2005). Dass diese Erhdéhung im
Sommer 2016 nicht nachzuweisen war, dagegen auch im Winter regelmaRig positive Hunde
gefunden wurden, liegt einerseits an der Médglichkeit, dass die Antikdrper Uber einen
gewissen Zeitraum persistieren kénnen, was bei serologischen Untersuchungen zu einem
ausgeglicheneren saisonalen Vorkommen fiuhrt. Zum anderen wird durch die milden Winter
auch immer wieder aullerhalb der Ublichen Aktivitatszeit der Zecken von Sichtungen
berichtet. Weiterhin kdénnen Zecken den Winter in Wohnungen und Hundezwingern
Uberleben und so auch in dieser Zeit Hunde infizieren (Dongus et al., 1996; Sainz et al.,
2015).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Hinweis flir eine Alterspradisposition gefunden werden.
Wie auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass bei alteren Hunden im Vergleich
zu Jungeren haufiger Antikdrper nachgewiesen werden (Kohn et al., 2011). Da die
Symptome der Anaplasmose haufig eher unspezifisch sind bzw. eine Infektion auch
asymptomatisch verlaufen kann (Sainz et al., 2015), wird eine Infektion mit Anaplasma spp.

nicht immer als solche erkannt. Damit persistieren in den Tieren die Erreger und sie stellen

143



Diskussion

eine Infektionsquelle fur die Vektoren dar, womit die Gefahr der Weiterverbreitung gegeben
ist. Aus diesem Grund ist eine Aufklarung Ober das Vorkommen und die
Diagnosemdglichkeiten bei Tierbesitzern und Tierarzten von groer Bedeutung, um die

Gesundheit und Lebenserwartung der Hundepopulation zu verbessern.

5.2.4. Ehrlichien
Auf E. canis und E. ewingii wurde mittels des IDEXX SNAP®4Dx®Plus untersucht, wobei

von 1008 untersuchten Hunden 9 als positiv (0,89 %) getestet wurden.

Bei finf der, in der vorliegenden Arbeit, positiv getesteten Hunde konnte eine Reise- bzw.
Importvorgeschichte nachgewiesen werden. Zu den anderen vier Hunden lagen keine
Informationen vor. Insgesamt konnten also bei diesen Untersuchungen keine Hinweise fur
autochthones Vorkommen gefunden werden.

Da es sich bei der Ehrlichiose um eine reine Reise- und Importerkrankung handelt, war
dieses Ergebnis erwartungsgemal. Typischer Vektor fur die Ehrlichia Arten beim Hund ist
R. sangiuneus. Obwohl von moglichen autochthonen Fallen (Gothe, 1998) berichtet wurde
und nachgewiesen ist, dass die Vektor-Zecken, aus endemischen Gebieten mitgebracht, in
Hausern oder Hundezwingern Uberleben kénnen (Dongus et al., 1996; Sainz et al., 2015),
sind die klimatischen Bedingungen in Deutschland nicht fir eine Ansiedlung des Vektors
geeignet. Die Zecken bendtigen eine Temperatur von 10-12 °C, um aktiv zu sein und die
Hunde zu befallen. Ab einer Temperatur von unter 6 °C sterben die meisten der
R. sangiuneus Populationen.

In anderen Studien wurden zum Teil deutlich hdhere Pravalenzen mittels PCR und IFAT
ermittelt, als in der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde. So ergaben retrospektive
Analysen von Importhunden, die zwischen 2007 und 2015 Patienten der Klinik fir kleine
Haustiere der Freien Universitat Berlin waren und dort mittels PCR bzw. IFAT auf Vektor-
Ubertragene Erkrankungen untersucht wurden, eine Pravalenz von 16,2 % bei insgesamt
278 einbezogenen Hunden (Schéfer et al., 2018). In einer ahnlich angelegten Studie Uber
den gleichen Zeitraum wurde bei Hunden, die auf Reisen in endemischen Gebieten waren,
eine Pravalenz von 7,7 % ermittelt (Schafer et al., 2018). Eine weitere Studie, bei der
insgesamt 4681 Hunde mit Reisehintergrund einbezogen wurden und die Proben mit IFAT
untersucht wurden, ergab eine Pravalenz von 10,1 % (Menn et al., 2010). Der Unterschied
zwischen den mit IFAT, PCR und SNAP®4Dx®Plus ermittelten Pravalenzen lasst sich durch
das nachgewiesene Agens erklaren. So wird im Falle des IFAT das Vorhandensein von
Antikérpern nachgewiesen. Es kann dabei nicht zwischen einer akuten und einer
chronischen Infektion unterschieden werden. Zumal auch nach einer Therapie Uber einen
langen Zeitraum Antikorper persistieren kénnen (Perille and Matus, 1991). In der PCR

dagegen findet ein direkter Erregernachweis statt. Dabei ist zu beachten, dass nicht in jeder
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Phase der Erkrankung die Ehrlichien gut im peripheren Blut nachzuweisen sind. Auch eine
Therapie fuhrt nicht zwangslaufig zu einer vollstadndigen Erregereliminierung (Bartsch and
Greene, 1996). Allerdings wird in neueren Studien empfohlen, dies als Mal3stab flr eine
gelungene Therapie heranzuziehen (Little, 2010). Im Falle des SNAP®4Dx®Plus von IDEXX
wird zum Nachweis ein rekombinantes Analog wichtiger Membranproteine von E. canis und
E. ewingii verwendet, wodurch Antikérper nachgewiesen werden, die nur wahrend der
akuten Phase der Erkrankung gebildet werden sollen (Belanger et al., 2002).

Von den neun positiv auf Ehrlichien getesteten Hunden wiesen finf ein gemeinsames
Vorkommen mehrerer Infektionen auf. Dies ist wahrscheinlich Gber die in solchen Fallen
ausgepragtere Klinik zu begriinden, weshalb die Besitzer die Symptome besser
wahrnehmen bzw. diese Uberhaupt auftreten und somit solche Hunde haufiger beim Tierarzt
vorgestellt werden (Aroch et al., 2018). AuRerdem wurde in einer anderen Studie festgestellt,
dass Hunde mit klinischer Leishmaniose signifikant haufiger Koinfektionen mit Ehrlichien
aufweisen, was mit dem geschwachten Immunsystem zu erklaren ist (Attipa et al., 2018b). In
der vorliegenden Arbeit konnte zwar kein Zusammenhang zwischen einer Koinfektion mit
Leishmanien und Ehrlichien gezeigt werden. Allerdings ist zu vermuten, dass eine Infektion
mit Ehrlichien die Immunabwehr beeinflusst und so Ko- und Sekundarinfektionen
wahrscheinlicher macht, worauf auch die in dieser Studie nachgewiesenen Antikdrper
verschiedener Erreger in einem Hund hindeuten.

Aufgrund der geringen Anzahl positiver Proben, die in der vorliegenden Studie gefunden
wurden, ist eine Auswertung von saisonalem Auftreten schwierig. Es konnte zwar gezeigt
werden, dass in den Monaten Dezember, Januar und Februar keine positiven Falle auftraten,
dies traf allerdings auch auf die Sommermonate 2017 zu. Insgesamt trifft der Zeitpunkt der
Infektion wahrscheinlich nicht oft mit dem der Diagnosestellung zusammen, da
asymptomatische Falle und unspezifische Symptomatik eben diese erschweren und sich die

Tiere Uberwiegend im Ausland infiziert haben durften.

5.2.5. Borrelien

Die Untersuchungen auf Borrelien wurden mit dem IDEXX SNAP®4Dx®Plus durchgefuhrt.
Dabei wurden 1008 Serumproben untersucht und 17 (1,69 %) positiv getestet.

In friheren Studien wurden teilweise deutlich héhere Seropravalenzen belegt, wie zum
Beispiel 1991, in einer Praxis in Nordbayern, von 35,5 % (Weber et al., 1991). Aulerdem
kommt der Vektor . ricinus in Brandenburg in groer Anzahl vor. So wurde 2014 Uber das
Vorkommen von Borrelia spp. in von Hunden abgesammelten Ixodes-Zecken mit einer
Pravalenz von 11,6 % bei I. ricinus und 11,2 % bei I. hexagonus berichtet (Schreiber et al.,

2014). Aufgrund dessen gilt in Berlin/ Brandenburg die Borreliose als endemisch.
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Die Saugdauer, bis es zur Ubertragung des Erregers kommt, ist mit ungeféhr 16 Stunden
relativ lang, da die Borrelien erst in die Speicheldrisen einwandern missen (Kahl et al.,
1998). Dadurch haben die Besitzer theoretisch ausreichend Zeit den Hund nach einem
Spaziergang abzusammeln und so eine Ubertragung zu verhindern. Allerdings sind auch in
den Nymphen Borrelia spp. mit einer Pravalenz von ca. 11 % im Raum Brandenburg
nachgewiesen worden (Schreiber et al., 2014). Da diese sehr schwer zu erkennen sind,
werden sie beim Absammeln haufig Ubersehen. Deswegen ist es eher unwahrscheinlich,
dass dies Auswirkungen auf die ermittelte Pravalenz hat. Auch adulte Zecken werden von
den Besitzern trotz taglichem Absammeln in groRer Anzahl erst nach mehr als 24 Stunden
gefunden (Beck et al., 2014).

Die verwendete Testmethode ist durchaus von gro3er Bedeutung bei der Interpretation der
ermittelten Daten. Zum einen hat der haufig verwendete IFAT den Nachteil geringerer
Spezifitat und moéglicher Kreuzreaktionen (Bruckbauer et al., 1992) und zum anderen ist mit
den serologischen Testverfahren nur beim Western Blot das Unterscheiden von geimpften
und infizierten Tieren mdglich. Zudem weisen diese Tests Antikbrper gegen Borrelien nach,
welche trotz Therapie oder ohne klinische Anzeichen lebenslang persistieren kénnen
(Stanek et al., 2012). So wird in diesen Tests ein positives Ergebnis bei nahezu jedem Hund
erzielt, der einen Zeckenstich einer infizierten Zecke hatte. Beim SNAP®4Dx®Plus dagegen
wird zum Nachweis ein synthetisches, sehr spezifisches Protein aus der invariablen Region
des Oberflachenproteins verschiedener B. burgdorferi-Stamme verwendet (Liang et al.,
2000). Das Cg-Peptid sinkt auRerdem nach der Therapie ab und es bestehen keine
Kreuzreaktionen mit impfspezifischen Antikérpern (Liang et al., 1999). Somit ist die ermittelte
Pravalenz, welche sich kaum von der in friheren, mit dem SNAP-Test 4Dx Plus
durchgefuhrten Studien unterscheidet (Krupka et al., 2007; Straubinger, 2008), zu erklaren.
Weiterhin gibt es eine Studie, welche zeigt, dass Berner Sennenhunde signifikant haufiger
Antikérper gegen Borrelia burgdorferi sensu lato bilden, als andere Hunderassen (Preyss-
Jageler et al., 2016). An der vorliegenden Studie nahmen jedoch nur 9 Berner Sennenhunde
teil, wovon zwei Borrelien positiv getestet wurden. Aufgrund der fehlenden Kontrollgruppe
kénnen keine Aussagen, wie in der oben genannten Studie gemacht werden. Alles in allem
ist durch die geringe Anzahl an teilnehmenden Berner Sennenhunde der Einfluss auf die
Gesamtpravalenz zu vernachlassigen.

Ebenso wird diskutiert, ob das Alter einen Einfluss auf die Krankheitswahrscheinlichkeit hat.
In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass Welpen anfalliger sind als altere Hunde
(Appel et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit konnte flir Borrelien aufgrund der geringen
Infektionsrate keine signifikante Aussage dahingehend getroffen werden. Bei der

Betrachtung aller als positiv nachgewiesenen Hunde im Zusammenhang mit dem Alter
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konnte gezeigt werden, dass mittelalte Hunde signifikant haufiger infiziert sind, als junge
oder alte Hunde.

Der Nachweis jahreszeitlicher Schwankungen in den Infektionsraten, durch die jahreszeitlich
unterschiedliche Aktivitat der Zecken, ist aufgrund der geringen Anzahl positiver Falle nicht
mdglich. So konnte zwar ein Peak im Mai 2017 gezeigt werden, dieser war allerdings fir den
Mai 2016 nicht zu bestatigen. Insgesamt ist durch die milden Winter eine langere
Aktivitatszeit der Zecken zu erkennen. Aufgrund dessen und der langen Inkubationszeit bzw.
dem Zeitraum bis Antikérper gebildet werden, sowie der Persistenz der Antikdrper bei
unbehandelten und moglicherweise asymptomatischen Hunden, ist die Mdglichkeit des

Darstellens eines jahreszeitlichen Verlaufs eher schwierig.

5.2.6. Dirofilarien

Wahrend der Studie wurden 1008 Blutproben von Hunden auf im Blut zirkulierendes
D. immitis Antigen mit Hilfe des IDEXX SNAP®4Dx®Plus und auf Antikdrper gegen
Dirofilaria spp. mittels eines konventionellen ELISAs untersucht. Dabei konnte bei drei von
1008 Hunden (0,29 %) D. immitis Antigen nachgewiesen werden und 22 von 1008 Hunden
(2,18 %) waren im Filarien-ELISA positiv. Die drei auf D. immitis Antigen positiven Hunden
zeigten auch im Filarien-ELISA ein positives Ergebnis.

Bei 8 der 22 positiven Hunde konnte eine Reise- bzw. Importgeschichte belegt werden,
wahrend diese bei vier weiteren Hunden ausgeschlossen werden konnte. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, wie notwendig wirksame Parasitenprophylaxe und aussagekraftige
Untersuchungen auf Vektor-Ubertragene Erreger nach Import und Reisen von und mit
Hunden sind, um die Gesundheit der Tiere zu schiitzen und die Ausbreitung von
Krankheitserregern zu verhindern (Capelli et al., 2018).

Diese vier offenbar autochthonen Falle der Studie kénnen als weitere Hinweise fur ein
endemisches Vorkommen von Dirofilaria spp. in der Region Berlin/ Brandenburg gesehen
werden. Denn bereits friihere Studien zeigten dhnliche Hinweise. So wurde bereits 2004 vom
ersten autochthonen D. repens Fall bei einem Hund aus Baden-Wdurttemberg berichtet
(Hermosilla et al., 2006). Auch autochthones D.repens Vorkommen in einem
Schlittenhundrudel im Havelland 2007 und 2012 konnte nachgewiesen werden (Sassnhau et
al., 2009; Sassnau et al., 2013). Weiterhin wurde DNA von D. repens und D. immtis in
einheimischen Miuckenpopulationen in Baden-Wiurttemberg (Kronefeld et al., 2014) und
Brandenburg (Czajka et al., 2014) gefunden, was fir das Vorkommen von endemischen
Herden in Deutschland spricht. Im Gegensatz zu den Berichten Uber autochthones D. repens
Vorkommen wurde in Deutschland ein solches noch nicht fir D. immitis beschrieben, obwohl
auch diese DNA in Micken nachgewiesen wurde. Auch in der vorliegenden Arbeit hatten

zwei der drei auf D. immitis Antigen positiv getesteten Hunde eine Reisevorgeschichte. In
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einem Fall konnten keine Reiseanamnese erhoben werden. Der Verdacht, dass es sich bei
den im ELISA positiven, aber im SNAP-Test negativen Proben, um Falle von D. repens
handelt, konnte nicht abschlieBend durch Sequenzierungen bestatigt werden.

Allerdings muss bei der Betrachtung der positiven Dirofilariafalle die Mdglichkeit von falsch
positiven Testergebnissen sowie Kreuzreaktionen in Betracht gezogen werden. So wies der
durchgeflhrte Filarien-ELISA Kreuzreaktionen mit Acanthocheilonema und Dipetalonema
spp. (50 % bzw. 66,7 %), Crenosoma vulpis (16,7 %), Capillaria aerophila (14,3 %) und mit
natirlich, aber nicht experimentell infizierten Hunden mit A. vasorum auf (Joekel et al.,
2017). Durch die wenigen Einsendungen von Vollblutproben, in denen auch keine Filarien-
DNA nachgewiesen werden konnte, war es nicht mdglich eine Speziesdifferenzierung
vorzunehmen, womit sowohl Kreuzreaktionen als auch falsch positive Ergebnisse
ausgeschlossen worden waren.

Der Grund fir die negativen PCR-Ergebnisse konnte in der Periodizitat der Mikrofilarien
liegen, deren Anzahl sich tagsiber um bis zu 80-95 % im peripheren Blut verringert, im
Vergleich zu ihrem Hoéhepunkt in den Abendstunden (Webber and Hawking, 1955). Die
Blutentnahme in den Tierarztpraxen erfolgte zufallig wahrend der Offnungszeiten, welche
zumeist tagsiber lagen. Ein weiterer Grund fiur die schlechte Nachweisbarkeit bei den PCR
Untersuchungen dieser Studie kénnte die lange Prapatenz von 27-34 Wochen sein (Sassnau
and Genchi, 2013), da in dieser Zeit der Erreger noch nicht im Blut nachweisbar ist, aber
mdglicherweise bereits Antikdrper gebildet wurden, welche durch den ELISA detektiert
wurden (Hiepe and Aspdck, 2006)

Des Weiteren ist trotz intensiver Bemuhungen und groRer Sorgfalt bei der Erhebung der
Reiseanamnesen, wie an dem detaillierten Fragenbogen (s. Anhang) zu erkennen, nicht
ausgeschlossen, dass die Besitzeraussagen mdglicherweise nicht vollstandig oder fehlerhaft
waren. Trotzdem sollte autochthones Vorkommen von D. repens in Deutschland nicht
ausgeschlossen und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als Anhaltspunkt betrachtet
werden.

Zur Ausbreitung von Vektor-tibertragenen Erkrankungen ist es notwendig, dass aulter dem
Pathogen, dem passenden Vektor und einem kompetenten Wirt, auch die entsprechenden
Umweltbedingungen fir die Entwicklung herrschen. Das diese Faktoren in Brandenburg
theoretisch gegeben sind, da infizierte Hunde sowie Micken gefunden wurden und auch
eine Analyse der Wetterdaten darauf hindeutet, dass eine aktive Ubertragung innerhalb des
Gebietes stattfinden kann, wurde bereits in friiheren Untersuchungen festgestellt (Capelli et
al., 2018; Sassnau et al., 2014a). Der Anstieg der Anzahl an positiven Fallen im Dezember
2016 konnte so mit dem Infektionszeitpunkt und der Prapatenz zusammenhangen, aber
auch auf autochthone Infektionen hinweisen. Denn Sassnau et al. (2014b) untersuchten die

Tagesmitteltemperaturen an 34 Stationen in Deutschland und fanden heraus, dass ein
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AbschlieRen des dirfilarischen Lebenszyklus zwischen Mai und Oktober in bestimmten
deutschen Regionen mdglich ist (Sassnau et al., 2014a; Sassnau et al., 2014b).

Aufgrund der Bedeutung als Reise- oder Importkrankheit (Pantchev et al., 2009a) und im
Hinblick auf den Klimawandel (Sassnau et al., 2014b) ist die Gefahr der Endemisierung von
Dirofilaria spp. in Deutschland in jedem Fall gegeben. Durch bisherige Untersuchungs-
ergebnisse und da Voraussetzungen wie geeignete Umwelt- und Klimabedingungen fiir den
Vektor, Vorhandensein des Pathogens und empfangliche Endwirte gegeben sind, ist eine
Endemisierung als wahrscheinlich anzusehen. Deshalb ist es unbedingt notwendig, das
Vorkommen von D. repens und D. immitis in weiteren Studien zu untersuchen und
Aufklarung Uber notwendige Parasitenprophylaxe bei Hunden zu betreiben sowie geeignete,
zuverlassige Testverfahren zu etablieren, da nur so eine Ubertragung vermieden und eine

Ausbreitung eingedammt werden kann.

5.2.7. Angiostronqylus vasorum

Es wurden 1008 Proben auf A. vasorum Antigen- und Antikdrper-Vorkommen untersucht.
Dabei wurden 29 Proben (2,88 %) im Antigen- und 35 (3,47 %) im Antikorper-ELISA als
positiv detektiert. Allerdings gab es nur 12 Proben, welche in beiden ELISAs ein positives
Ergebnis zeigten.

Aufgrund von Untersuchungen zwischen 1999 und 2007, als in verschiedenen Studien
jeweils nur von wenigen vereinzelten positiven Fallen berichtet wurde (Barutzki and Schaper,
2003; Epe et al., 2004; Taubert et al., 2009), ging man zunachst davon aus, dass es sich bei
der caninen Angiostrongylose um eine reine Importkrankheit handelt. Allerdings konnte
mittels Kotuntersuchungen 2008 eine Pravalenz von 1,8 % festgestellt werden (Hermosilla et
al.,, 2009) und eine weitere Studie im ahnlichen Zeitraum ebenfalls durch
Kotuntersuchungen, berichtet von 7,4 % Vorkommen in der Studienpopulation (Barutzki and
Schaper, 2009). In beiden Untersuchungen wurden nur Hunde einbezogen, die klinische
Symptome einer A. vasorum Infektion zeigten. Letztere hatte als weitere Voraussetzung,
dass die Hunde in den letzten drei Monaten vor der Beprobung nicht im Ausland waren.
Diese Hinweise fur endemisches Vorkommen werden durch Berichte Uber autochthone
Infektionen (Staebler et al., 2005) und das Vorkommen von Vektoren in immer nordlicheren
Gebieten (Ferdushy et al., 2009), unterstitzt. Da in der vorliegenden Arbeit der Nachweis der
Infektion Uber serologische Verfahren erfolgte, welche eine geringere Sensitivitat als
koproskopische Methoden aufweisen, ist die geringere Pravalenz gegenuber der Studie von
Barutzki und Schaper et al. zu erklaren. Auerdem fand diese Untersuchung
deutschlandweit statt, wobei auch Gebiete im Siden Deutschlands, mit nachweislich

hoheren Pravalenzen (Hermosilla et al., 2009; Taubert et al., 2009), einbezogen wurden.
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Die unterschiedlichen Ergebnisse in der Antikdrper- und Antigenuntersuchung haben
verschiedene Ursachen. Einerseits persistieren Antikdrper auch nach der Behandlung noch
einige Zeit im Korper und ebenso nach erfolgter Elimination des Erregers durch das
Immunsystem. Dadurch kann es bei der gleichen Probe zu einem positiven Antikérper- aber
negativen Antigen-Testergebnis kommen. Anderseits weist der verwendete Antikdrper-
ELISA eine schlechte Sensitivitat von 42,2 % auf (Gillis-Germitsch et al., 2017), was zu
einigen falsch-negativen Ergebnissen geflihrt haben wird. Damit sind dann Proben im
Antigen-ELISA positiv und im Antikérper-ELISA falsch-negativ, wodurch es zu differierenden
Ergebnissen kommt. In solchen Fallen ware eine Nachtestung der Proben notwendig
gewesen. Dafir hat jedoch in den meisten Fallen das vorhandene Material nicht gereicht.
Eine weitere Verbesserung der Sensitivitat ware durch eine Warmebehandlung der Proben
moglich gewesen (Gillis-Germitsch and Schnyder, 2017). Allerdings wird diese nicht
standardmaRig bei der Durchfiihrung des ELISAs vorgenommen und Nachtestungen waren
nur eingeschrankt maoglich. Weiterhin kénnten Kreuzreaktionen eine mdgliche Erklarung
darstellen. Die Spezifitdt der ELISAs lag bei 92 bzw. 94 % (Gillis-Germitsch et al., 2017;
Schnyder et al., 2011).

Eine Kontrolle der positiven ELISA-Ergebnisse mittels PCR fand nicht statt, da keine
etabliete PCR zur Verfigung stand und es sich schwierig gestaltete, eine geeignete
Positivkontrolle zu erhalten. Weiterhin ware die Anzahl der zur Untersuchung eingesendeten
Proben, wie auch im Falle der anderen Erreger, wohl sehr niedrig gewesen. Dies ist hier
besonders ausgepragt, da die Proben gesammelt in zwei Blécken in Zirich untersucht
wurden und daher der Abstand zwischen Probennahme und Diagnose deutlich langer als fur

andere Erreger war.

5.3. Hepatozoon canis

5.3.1. Beurteilung der Pravalenzuntersuchung

Die Pravalenz von H. canis in Brandenburg wurde mit Hilfe von PCR ermittelt. Die
untersuchten Proben wurden in einer friheren Studie gesammelt und die DNA extrahiert
(Liesner et al., 2016). Von den insgesamt 1050 Hundeblutproben und den 201
Fuchsmilzproben waren 46 (4,38 %) bzw. 156 (77,61 %) positiv. Sequenzdaten liegen fur 19
Hunde und 52 Flchse vor.

Schon in frlheren Studien wurden hohe Pravalenzen von H. canis bei europaischen und
deutschen Rotfiichsen beschrieben (Cardoso et al., 2014; Criado-Fornelio et al., 2003;
Duscher et al., 2014; Ebani et al., 2017; Majlathova et al., 2007; Najm et al., 2014b). Ebenso
ist das Vorhandensein von H. canis bei Import- oder Reisehunden in Deutschland bekannt.

Eine Untersuchung mit 4681 in Deutschland lebenden Hunden mit Reisehintergrund ergab
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eine durch PCR ermittelte Pravalenz von 2,7 % (Menn et al., 2010). Somit Iasst sich sagen,
dass positive Ergebnisse bei den Untersuchungen der Proben zu erwarten waren, jedoch
liegt die H6he der Pravalenz deutlich Uber dem, was in vergleichbaren Untersuchungen
ermittelt wurde. Grund fur diese scheinbar rasche Ausbreitung und die steigenden
Infektionsraten kdnnte die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung sein (Hodzic et al., 2018).
Denn bisher ist kein Vektor der caninen Hepatozoonose bekannt, der in Deutschland
endemisch ist oder dauerhaft Gberleben kdnnte (Gartner et al., 2008). So gilt R. sanguineus
als ein nachgewiesener Vektor, diese Zecke kann in Deutschland aber nur, nach Import auf
Reisen beispielsweise, in beheizten Wohnungen und Hundezwingern tberleben (Dongus et
al., 1996). Weitere Vektorzecken werden diskutiert (Farkas et al., 2014b). Beispielsweise
wurde H. canis Vorkommen in [. ricinus-Zecken (Gabrielli et al., 2010; Giannelli et al., 2017;
Najm et al.,, 2014b; Reye et al.,, 2010) nachgewiesen. Auch wurde von Funden in
Haemaphysalis punctata und Haemaphysalis concinna berichtet (Andersson et al., 2017a).
Des Weiteren konnten H. canis positive Zecken der Spezies D. marginatus, D. reticulatus
und H. concinna gefunden werden (Hornok et al., 2013). Bisher liegen aber keine definitiven
Nachweise fir eine Rolle dieser Zeckenspezies im Entwicklungszyklus von H. canis vor,
denn das Auffinden von DNA in Zecken nach einer Blutmahlzeit ist nicht aussagekraftig fir
ihre Vektor-Rolle, sondern kann lediglich als Beweis des Vorkommens des nachgewiesenen
Pathogenes in Wirtstieren gesehen werden (Giannelli et al., 2013Db).

Bei der Analyse der Daten zur Reiseanamnese konnte festgestellt werden, dass neun der
positiven Hunde keine Reisevorgeschichte in endemische Lander hatten. Davon konnte bei
sieben Proben eine Sequenzierung vorgenommen werden und der gefundene Genotyp war
in den meisten Fallen identisch mit dem in den lokalen Flchsen weit verbreiteten Genotyp.
Dieses Ergebnis war Uberraschend und deutet zusammen mit den hohen Pravalenzen auf
eine mogliche lokale horizontale Ubertragung hin. Bereits in friiheren Studien kam der
Verdacht auf, dass Flchse ein Reservoir fur Hunde darstellen (Fishman et al., 2004). Eine
Studie, welche die Reservoirfunktion von Goldschakalen in Ruménien, Tschechien und
Osterreich betrachtete, fand mittels PCR heraus, dass 70 % der untersuchten Tiere positiv
fir H. canis waren und stellte die Vermutung auf, dass die Goldschakale eine ahnliche
Funktion bei der Ausbreitung von H. canis haben, wie die Rotfiichse (Mitkova et al., 2017).
Ebenso fiir eine horizontale Ubertragung und Reservoirfunktion spricht, dass in einer
epidemiologischen Untersuchung im sldlichen Ungarn festgestellt wurde, dass westlich der
Donau, wo mehr Flichse und Goldschakale vorkommen, die Pravalenz der Hepatozoonose
des Hundes deutlich hoher ist (Hornok et al., 2013). Neben den bereits genannten
Hypothesen zur Ubertragung von H. canis wurde auch die Rolle von infizierten Beutetieren
diskutiert (Duscher et al., 2014). Letzteres erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich, da die

Hepatozoon Spezies aus Nagetieren nicht nahe mit den Hepatozoon Spezies aus
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Carnivoren verwandt sind und beide eigentlich verschiedenen Gattungen zugeordnet werden
sollten (O'Donoghue, 2017).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die erhobenen Daten deutliche Hinweise fur eine
Endemisierung und auch auf eine (indirekte) Ubertragung zwischen Fiichsen und Hunden
sind. Weitere Studien zu den beteiligten Vektoren sowie anderen Ubertragungswegen sind

angezeigt, um die Epidemieologie der Hepatozoononose in Mitteleuropa zu verstehen.

5.3.2. Beurteilung der phylogenetischen Analyse

Fur die phylogenetische Analyse der Sequenzdaten der H. canis Proben wurde zunachst ein
Baum berechnet. Dieser ist in Abbildung A27-A29 dargestellt. Durch die beiden
hauptsachlichen Cluster, die sich von der outgroup abgrenzen lassen und wovon eines fast
alle Sequenzen aus der vorliegenden Arbeit enthalt, werden die, aufgrund der erhobenen
Pravalenzdaten gemachten, Vermutungen noch bestarkt.

Um die phylogenetischen Beziehungen besser darstellen zu kénnen und weil sich der
derzeitige genetische Zustand der Population besser verdeutlichen lasst, wurde ein
phylogenetisches Netzwerk berechnet. In diesem sind die Beziehungen der Cluster
deutlicher als in einem phylogenetischen Baum, da keine Wurzel existiert und zudem die
phylogenetische Nahe, durch die Anzahl der trennenden Mutationen, zu erkennen ist. So
befinden sich sechs von sieben Sequenzen von wahrscheinlich autochthonen Fallen dieser
Studie mit Hunden und Flichsen aus Deutschland, Ungarn, Tschechien, Kroatien und der
Slowakei in einem Haplotype. Dieser ist nur durch eine Mutation von dem gréf3ten Haplotype
getrennt, welcher hauptsachlich Sequenzen von Hunden und Flichsen weltweit enthalt.
Aufgrund der Tatsache, dass der grofite Teil der Hunde aus Brandenburg mit dem gleichen
Haplotype infiziert war wie die lokalen Fiichse, kann eine lokale Ubertragung zwischen
beiden Wirtsspezies als sehr wahrscheinlich angenommen werden. Daher sind diese
Ergebnisse ein wichtiger Hinweis flir endemisches Vorkommen von H. canis bei Hunden und
Flchsen in Deutschland, sowie damit verbundene horizontale und mdoglichweise vertikale

Ubertragung.

5.4. Beurteilung der Ermittlung der Reisegeschichte und PCR
Abklarung in positiven Fallen
Das Studiendesign der vorliegenden Arbeit diente der Ermittlung der Pravalenz
verschiedener Vektor-tUbertragener Erreger im Raum Berlin/ Brandenburg. Dabei sollte eine
Einschatzung der derzeitigen Situation der in diesem Gebiet lebenden Hunde stattfinden.
Somit sollte eigentlich keine Vorselektierung der Proben stattfinden. Allerdings war aus einer

friheren Studie bekannt, dass das Probenaufkommen sehr gering ist, wenn keine
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Tierarztpraxen einbezogen werden. Um den Studienzeitraum eingrenzen zu kénnen und
eine gleichmaflige Anzahl Proben in regelmafligen Abstdnden untersuchen zu kénnen, war
es also notwendig mit Praxen und Kliniken zusammenzuarbeiten. Dadurch wurden Hunde
beprobt, die zur Blutabnahme beim Tierarzt vorgestellt wurden und somit wahrscheinlich
haufiger Krankheiten aufwiesen. Trotzdem wurden aufler dem derzeitigen Wohnort der
Hunde keine weiteren Kriterien bei der Sammlung einbezogen und so die Reisegeschichte
vorerst vernachlassigt.

Fir die Einordnung der ermittelten Pravalenzen und vor allem der autochthonen Falle war es
jedoch wichtig, etwas Uber den Reisehintergrund der Hunde zu erfahren, weshalb in
positiven Fallen eine Nachforschung angestellt wurde. Diese war leider nicht in allen Fallen
mdglich, weshalb eine statistische Auswertung nur eingeschrankt vorgenommen werden
konnte. Weitere Studien, die moglichweise nur Hunde einbeziehen, fir welche diese Daten
eindeutig bekannt sind, waren sicherlich interessant und die Ergebnisse von groRem Nutzen.
Ebenso verhielt es sich mit der diagnostischen Abklarung von serologisch positiven Hunden
mittels PCR. Zur Einordnung der serologischen Ergebnisse waren diese Informationen
wesentlich, aber auch hier war der Ricklauf leider sehr gering. Ein Grund daflir war auch
sicherlich die eingeschrankte Kommunikationsmaoglichkeit. Die Praxen und Kliniken erklarten
sich zwar einverstanden, dass die Ubrig gebliebenen Serumproben in der Studie untersucht
wurden, die Besitzer aber wurden erst im Falle positiver Ergebnisse informiert. Dies musste
Uber den Umweg der Praxen laufen, da diese datenschutzrechtlich nicht befugt waren, die
Kontaktdaten der Besitzer weiterzugeben. Somit waren die Informationsbeschaffung und
Weiterleitung an die Mitarbeit und Kooperationsbereitschaft vieler Menschen gebunden und
so sicherlich erschwert. Auch hier ware mdglicherweise ein Studiendesign mit vorheriger
Einwilligung der Besitzer in Betracht zu ziehen. Dies ware dann aber nicht innerhalb des

gleichen Zeitraumes und mit der gleichen reprasentativen Anzahl Proben moglich gewesen.

5.5. Einflussfaktoren fiir die Verbreitung von Vektor uibertragenen
Erkrankungen

Die Ausbreitung von Vektor-libertragenen Krankheiten hat verschiedene Ursachen und stellt
ein komplexes Zusammenspiel aus diesen Faktoren dar.

Durch den Klimawandel und die gednderte Landschaftsnutzung werden Tiere und Vektoren
zur Anpassung an diese Bedingungen gezwungen. Es werden zwar Lebensraume
unnutzbar, aber andere koénnen erschlossen werden, wie beispielsweise an der
Endemisierung von D. reticulatus in Brandenburg zu erkennen ist. In der vorliegenden Arbeit
konnte festgestellt werden, dass signifikant mehr Hunde aus Brandenburg als aus Berlin eine
Infektion aufwiesen. Dies ist eventuell damit zu erklaren, dass in Brandenburg bessere

Lebensbedingungen flr Zecken und ahnliche Vektoren herrschen und so eine Infektion
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wahrscheinlicher wird. Bereits in frUheren Studien konnte dieser Zusammenhang festgestellt
werden (Baneth and Weigler, 1997). Des Weiteren filhren steigende Temperaturen zu einer
Beschleunigung von Entwicklungszyklen, wodurch sich mehr Vektoren in einer Saison
entwickeln kénnen.

Auch die wachsende Weltbevdlkerung wirkt sich auf die Verbreitung der Habitate der Tiere
aus und es kommt insgesamt zu einem engeren Zusammenleben, was die Ubertragung von
Krankheiten beglnstigt.

Aulerdem ist das gestiegene Handels- und Reiseaufkommen ein entscheidender Faktor fiir
die Verbreitung. So gibt es verschiedene Berichte von importierten Vektoren, wie
R. sangiuneus (Dongus et al., 1996) und Phlebotomen (Naucke and Schmitt, 2004). Somit ist
eine Vektorprasenz in vorher nicht-endemischen Gebieten moglich.

Aber auch der Import von Hunden aus endemischen Gebieten ist ein Problem. Internationale
Tierschutzorganisationen flihren potenziell infizierte Hunde ein, welche dann die Erreger auf
mogliche Vektoren oder direkt auf einheimische Hunde Ubertragen kénnen (Capelli et al.,
2018). Eine korrekte und ausreichend lange Ektoparasitenprophylaxe ist deshalb von grofer
Bedeutung, sowohl fir einheimische als auch fir erkrankte Hunde. Im Falle der
Leishmaniose beispielsweise wird eine Ektoparasitenprophylaxe sogar nach einer
Behandlung empfohlen, da eine Elimination des Erregers nicht mdglich ist.

Ein weiterer wichtiger Faktor stellt demnach die Prophylaxe und Diagnose durch den Tierarzt
dar. Denn eine Prophylaxe vor Reisen und eine schnelle Diagnose und Behandlung
infizierter Hunde kann die Ausbreitung stark einschranken. Allerdings sind die Symptome oft
nicht eindeutig und es kommen viele asymptomatische Falle vor. Trotzdem hilft eine
Aufklarung der Tierbesitzer und Tierarzte, Uber das Vorkommen von Vektor-Ubertragenen
Erregern und deren Diagnostik- und Therapiemdglichkeiten, eine weitere Ausbreitung

einzugrenzen (Capelli et al., 2018).

5.6. Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die epidemiologische Situation der Hunde im Raum
Berlin/Brandenburg in Bezug auf das Vorkommen von Vektor-Ubertragenen Erregern
einzuschatzen und mdgliche autochthone Falle zu identifizieren.

Dies ist durch die Ergebnisse dieser Studie mdglich und es lasst sich sagen, dass das
Endemisierungsrisiko, besonders fir Dirofilaria spp., Babesia spp. und H. canis, als hoch
einzustufen ist. Auch in dieser Studie konnten autochthone Vorkommen belegt werden.
Dermacentor reticulatus ist in Brandenburg endemisch und ebenso ist das Auftreten von
Dirofilarien und Hepatozoon in moéglichen Vektoren bzw. Reservoirwirten belegt. Es sind

weitere Studien nétig, um die Ausbreitung und das Risiko von weiterer Endemisierung auch
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in den nachsten Jahren zuverldssig einschatzen und durch andere Studiendesigns
spezifischere Fragestellungen beantworten zu kdnnen.

Weiterhin konnte diese Arbeit einen Beitrag zur Aufklarung von Tierarzten und Tierbesitzern
Uber die mdglichen Risiken von Vektor-Ubertragenen Erkrankungen sowie Uber Praventions-
und TherapiemalRnahmen leisten. Auch durch den in dieser Arbeit dargestellten Vergleich
verschiedener DiagnostikmalRnahmen ist eine bessere Einschatzung von Testergebnissen

moglich und kann ein kritischerer Umgang angeraten werden.

155



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Untersuchung der Pravalenz von durch Arthropoden und Gastropoden libertragenen

Pathogenen bei Hunden im Raum Berlin/Brandenburg

Vektor-Ubertragene Erkrankungen breiten sich infolge globaler Erwarmung, veranderter
Bodennutzung und soziodtkonomischer Faktoren aus. Sie stellen fur Tiere und Menschen
eine erhebliche Gesundheitsgefahr dar.

Eine frlhere PCR-basierte Studie hatte geringe Pravalenzen von Vektor-lbertragenen
Krankheitserregern bei Hunden in Brandenburg ergeben und keine Hinweise auf eine
autochthone Ubertragung von Babesia spp., Ehrlichia canis und Filaroiden gefunden.
Trotzdem wird von steigenden Pravalenzen und auch immer wieder autochthonem
Vorkommen verschiedener Vektor-Ubertragener Erkrankungen in Regionen berichtet, die
bisher nicht endemisch waren.

Fur die vorliegende Arbeit wurden zwischen Mai 2016 und April 2018 insgesamt 1008
Serumproben von Hunden aus Berlin und Brandenburg gesammelt und auf das
Vorhandensein von Antikérpern gegen bzw. zirkulierenden Antigene von Vektor-
Ubertragenen Krankheitserregern getestet. Die Proben wurden mit dem [IDEXX
SNAP®4Dx®Plus Test auf Antikbrper gegen Anaplasma spp., Ehrlichia spp. und Borrelia
spp. sowie Dirofilaria immitis Antigen untersucht. Konventionelle ELISAs wurden zum
Nachweis von Antikdrpern gegen Anaplasma spp., Babesia spp., Leishmania spp., Dirofilaria
spp. und Angiostrongylus vasorum und A. vasorum Antigen verwendet. Zusatzlich wurden
DNA-Proben aus einer vorausgegangenen Studie von Hunden und Flchsen in Brandenburg
mittels PCR auf Hepatozoon canis untersucht.

Bei diesen Untersuchungen konnten in 22 von 1008 Serumproben (2,2%) Antikérper gegen
Dirofilaria spp. nachgewiesen werden. Davon waren 3 (0,3%) Proben ebenfalls im SNAP-
Test positiv auf D. immitis Antigen. Im SNAP-Test waren weiterhin 66 (6,5%) Proben positiv
auf Anaplasma spp., 9 (0,9%) auf Ehrlichia spp., sowie 17 (1,7%) der 1008 getesteten
Proben auf Borrelia spp. Im Gegensatz dazu zeigten im antigenbasierten Anaplasma-ELISA
306 von 1001 Proben (30,6%) ein positives Testergebnis. Die im Anschluss durchgeflhrten
IFAT-Untersuchungen ergaben keine Klarung der differierenden Ergebnisse. Im Falle der
A. vasorum Untersuchungen waren 29 von 1008 (2,9%) Proben antigenpositiv und 35 (3,5%)
antikorperpositiv. Bei 12 (1,2%) Proben wurde in beiden ELISAs ein positives Ergebnis
detektiert. Babesia spp. Antikorper wurden in 26 von 1008 (2,6%) untersuchten Proben
nachgewiesen. Fir die Untersuchung auf Leishmania spp. wurden zwei ELISAs und ein
IFAT verwendet, so dass letztendlich von 16 definitiv positiven Hunden (positiv in mindestens

zwei der Tests) in der Studie ausgegangen werden kann. Dies entspricht bei 991
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untersuchten Proben einer Pravalenz von 1,4%. Mit der H. canis PCR waren 46 von 1050
Hunden (4,4%) und 156 von 201 Flchsen (77,6%) positiv.

Eine Genotypisierung wurde fur 19 Hundeblutproben und 52 Fuchsmilzproben
vorgenommen und auf Grundlage dessen eine phylogenetische Analyse vorgenommen.
Weiterhin wurde eine Abklarung der Reisegeschichte der positiven Hunde, sowie eine
Bestatigung der serologischen Ergebnisse mittels PCR versucht. Fir die PCR
Untersuchungen kam es leider nur zu sehr wenigen Einsendungen von Proben. Die
Dokumentation der Reisegeschichte war dagegen in vielen Fallen méglich und so konnten
wahrscheinlich autochthone Falle identifiziert werden. Bei den Dirofilaria-positiven Fallen
waren vier Hunde dabei, die Deutschland nicht verlassen hatten. Ebenso viele waren es bei
den Babesien-positiven Hunden. Weitere zwei Hunde, die positiv auf Leishmanien getestet
wurden, und neun H. canis positive Hunde wiesen keinen Reisehintergrund auf. Zu sieben
der neun autochthonen H. canis Fallen liegen Sequenzdaten vor und der gefundene
Haplotype war in sechs Fallen identisch mit dem bei weitem haufigsten Haplotype in der
lokalen Fuchspopulation.

Diese Ergebnisse stellen deutliche Hinweise fiir das Risiko einer weiteren Ausbreitung von
Vektor-Ubertragenen Erkrankungen dar und zeigen deutlich, dass mit einer Endemisierung

zu rechnen ist.
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7. Summary

Investigation of the prevalence of pathogens transmitted by arthropods and

gastropods in dogs in the Berlin/Brandenburg area

Vector-borne diseases are spreading as a result of global warming, changes in land use and
socioeconomic factors. They pose a significant health risk to animals and humans.

A previous PCR-based study had found low prevalences of vector-borne pathogens in dogs
in Brandenburg and no evidence of autochthonous transmission of Babesia spp., Ehrlichia
canis and filaroids. Nevertheless, increasing prevalences are reported and also repeatedly
autochthonous occurrence of various vector-borne diseases in previously non-endemic
regions.

For the present study, a total of 1008 serum samples were collected from dogs from Berlin
and Brandenburg between May 2016 and April 2018 and tested for antibodies against or
circulating antigens of vector-borne pathogens. The samples were analyzed with the IDEXX
SNAP®4Dx®Plus test for antibodies against Anaplasma spp., Ehrlichia spp. and Borrelia
spp. and Dirofilaria immitis antigen. Conventional ELISAs were used to detect antibodies
against Anaplasma spp., Babesia spp., Leishmania spp., Dirofilaria spp. as well as
Angiostrongylus vasorum and A. vasorum antigen. In addition, DNA samples from a previous
study targeting dogs and foxes in Brandenburg were tested for Hepatozoon canis by PCR.

In these tests, antibodies against Dirofilaria spp. were detected in 22 of 1008 serum samples
(2.2%). Of these, 3 (0.03%) samples were also positive for D. immitis antigen in the SNAP-
test. In the SNAP-test, 66 (6.5%) samples were positive for Anaplasma spp., 9 (0.1%) for
Ehrlichia spp. and 17 (1.7%) of the 1008 samples tested positive for Borrelia spp. In contrast,
306 of 1001 samples (30.6%) in the antigen-based Anaplasma-ELISA showed a positive
result. The subsequent IFAT tests could not clarify the different results. In the case of
A. vasorum, 29 of 1008 (2.9%) samples were antigen positive and 35 (3.5%) were antibody
positive. In 12 (1.2%) samples, a positive result was detected in both ELISAs. Babesia spp.
antibodies were detected in 26 of 1008 (2.6%) tested samples. Two ELISAs and one IFAT
were used for the Leishmania spp. test, so that 16 definitely positive dogs (positive in at least
two tests) can be assumed in the study. This corresponds to a prevalence of 1.4% in 991
tested samples. With the H. canis PCR, 46 of 1050 dogs (4.4%) and 156 of 201 foxes
(77.6%) were positive.

Genotyping was performed on 19 dog blood samples and 52 fox spleen samples and a
phylogenetic analysis was performed based on the location.

Furthermore, a clarification of the travel history of the positive dogs as well as a confirmation

of the serological results by PCR were attempted. Unfortunately, only very few sample
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submissions were received for the PCR tests. The documentation of the travel history was
possible in many cases and thus probably autochthonous cases could be identified. The
Dirofilaria-positive cases included four dogs that had not left Germany. The same number of
Babesia-positive dogs was found. Another two dogs tested positive for Leishmania spp. and
nine H. canis positive dogs had no travel background. Sequence data are available for seven
of the nine autochthonous H. canis cases and the haplotype was identical to the major
haplotype in the local fox population for six cases.

These results provide clear indications for the risk of further spread of vector-borne diseases

and clearly indicate that endemicity must be expected.
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9. Anhang

9.1. Fragebogen fiir die Hundebesitzer

TA Christina Helm

Doktorandin

Freie Universitat "-.,T F G Berlin Institut fur Parasitologie und
o 4 Tropenveterinarmedizin

Freie Universitat Berlin
Robert-von-Ostertag-Str. 7-13

14163 Berlin

Fragebogen

Im Rahmen meiner Doktorarbeit am Institut far Parasitologie und
Tropenveterinarmedizin der FU Berlin und fuhre ich eine Studie zum Vorkommen von
sogenannten Reisekrankheiten bei Hunden in Berlin und Brandenburg durch.

Ich wirde mich sehr freuen, wenn Sie mich bei meiner Studie unterstitzen wirden
indem Sie den folgenden Fragebogen ausfllen.

1. Angaben zum Hund

Name: Alter:
Geschlecht: o weiblich o mannlich

Kastriert oja o nein
Rasse:

Woher stammt der Hund?
Geburtsort/-land (wenn bekannt):
o eingetragener
Zlchter:

o Tierheim (Inland):

o Tierheim (Ausland):

o sonstiges:

Xl
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2. Lebensumfeld

In welchem Ort lebt der Hund? (Bitte Postleitzahl angeben!)

In welchem Wohnumfeld hélt sich der Hund auf? (Bitte kreuzen Sie alles

Zutreffende an!)

o Wohnung/ Haus o Wiesen/ Feld

o Garten/ Grundstuck o Wald

o Wassernahe (FlieRgewasser, See, o in der Nahe von Tierhaltungen
Teich)

o anderes Umfeld:

3. Reisegewohnheiten

Nehmen Sie lhren Hund auf Reisen mit?
o Ja, auf jede Reise nehme ich den Hund mit.
o teilweise mit Hund, teilweise ohne Hund.

o Nein, fiir den Hund gibt es keine Anderung seines gewohnten Umfeldes.

Zu welchen Reisezielen hat lhr Hund Sie bereits begleitet?

o in Berlin/

Brandenburg:

o innerhalb

Deutschlands:

o im EU - Ausland:

o im nicht EU - Ausland:

Zu welcher Jahreszeit verreisen Sie mit lhrem Hund?

nie eher selten eher haufig sehr haufig
Fruhjahr o o o o
Sommer o o o o
Herbst o o 0 o)
Winter o o 0 o)

Y%
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4. Einverstiandnis:

Weiterhin wurde ich anbieten eine Vollblutprobe lhres Hundes kostenlos in unserem
Labor auf den in der Serologie gefundenen Erreger zu untersuchen, wenn Sie mit der
Entnahme einverstanden und an einer weiteren diagnostischen Abklarung
interessiert sind. Die bisher durchgeflihrten Untersuchungen (Ausnahme Herzwurm)
weisen nach, dass lhr Hund Kontakt mit dem Erreger hatte und sich sein
Immunsystem damit auseinandergesetzt hat. Die weiteren Untersuchungen zielen
auf einen direkten Nachweis des Erregers ab.

Datum, Unterschrift

XV
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9.2. Phylogenetische Analyse der Hepatozoon canis Proben
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Wirt Land Anzahl der Sequenzen

Fuchs (Vv) Italien (IT) 7
Rumanien (RO)
Slovakei (SK)
Deutschland (DE)
Tirkei (TR)
Ungarn (HU)
Kroatien (HR)
Hund (CI) Brasilien (BR)
Tirkei (TR)
Kroatien (HR)
Deutschland (DE)
Kyrgyzstan (KG)
Pakistan (PK)
Italien (IT)
Rumanien (RO)
Tschechien (C2)
Agypten (EG)
Malaysia (MY)
Zecke (T) Turkei (TR)
Brasilien (BR)
Italien (IT)
Agypten (EG)
Australien (AU)
Goldschakal (Ca) Ungarn (HU)
Osterreich (AT)
Algerien (DZ)
Tschechien (CZ)
Rumanien (RO)
Mauritanien (MR)
Fennek (Vz) Mauritanien (MR)
West Sahara (EH)
Wasserschwein (Hh) | Spanien (ES)
Pampasfuchs (Lg) Brasilien (BR)

= A A A NW

-
oo

RS (O U (UL L UL U (U (U W U U O T O R U U U O T U VR U L U O N AN ¢ IS ) B o) )

Nager (R) Brasilien (BR)
Opossum (Da) Brasilien (BR)
Katze (F) Brasilien (BR)

Tabelle A1: Ubersicht der Sequenzen aus Gruppierung 2 des phylogenetischen Baumes
Hepatozoon canis
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