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Einleitung

I. Einleitung

Die canine granulozytire Anaplasmose (CGA) ist eine vektor-iibertragene Erkrankung, die
zunehmend an Bedeutung gewinnt. Hervorgerufen wird die Erkrankung durch den Erreger
Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum), einem gram negativen Bakterium,
welches von Zecken der Gattung Ixodes iibertragen wird. Es befidllt v.a. neutrophile
Granulozyten und bildet in diesen Einschlusskorperchen, sog. Morulae. Es wurde bei
verschiedenen Tierarten und beim Menschen nachgewiesen und kann zu schweren
Symptomen fithren (Dumler et al., 2001). Eine perinatale Ubertragung beim Menschen
(Horowitz et al., 1998) und eine transplazentare Ubertragung bei Rindern (Pusterla et al.,
1997; Henniger et al., 2013) sind ebenso mdglich. Des Weiteren kann der Erreger iiber Blut
iibertragen werden und stellt somit ein Risiko bei Bluttransfusionen dar. Beim Menschen
wurde schon héufiger von transfusionsiibertragenen Fillen berichtet, beim Hund ist, neben
experimentellen Infektionen, ein Fallbericht bekannt (Kohn, 2010; Fine et al., 2015).

Bisher wurden nur Studien und Fallberichte zur caninen granulozytire Anaplasmose mit
geringeren Fallzahlen veroffentlicht (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Jensen et al.,
2007; Schaarschmidt-Kiener und Miiller, 2007; Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009; Eberts
et al., 2011; Ravnik et al., 2011). Koinfektionen mit weiteren Erregern wurden nicht immer
ausgeschlossen.

Ziel dieser Studien war es zum einen, das Krankheitsbild der caninen granulozytiren
Anaplasmose anhand einer groflen Fallzahl zu beschreiben. Dazu wurden die Krankenakten
von natiirlich mit A. phagocytophilum infizierten Hunden im Hinblick auf Anamnese, Klinik,
Laborwertverdnderungen sowie Therapie und Verlauf der Erkrankung retrospektiv
ausgewertet, wobei Koinfektionen bestmoglich ausgeschlossen wurden. Zum anderen sollte
das Risiko einer Ansteckung iiber Bluttransfusionen untersucht werden. Dazu wurden die
Ergebnisse aller PCR-Untersuchungen auf 4. phagocytophilum von Hunden, die zwischen
2006 und 2012 zum Blutspenden in der Klinik fiir kleine Haustiere der Freien Universitét
Berlin vorgestellt wurden, sowie ihre klinischen und labordiagnostischen Daten retrospektiv

ausgewertet.
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I1. Literaturiibersicht
1. Anaplasma phagocytophilum: Erreger der granulozytiren Anaplasmose

A. phagocytophilum ist ein obligat intrazelluldres Bakterium der Familie Anaplasmataceae
(Gattung: Anaplasma, Ordnung: Rickettsiales). Es ist pleomorph, gram-negativ, obligat aerob
und unbeweglich (Dumler et al., 2001).

Der Erreger wurde zuerst 1932 in Leukozyten von Schafen aus Schottland entdeckt und
bekam den Namen Ehrlichia phagocytophila (Gordon et al., 1932). Spéter wurde der Erreger
als Ausloser des ,tick-borne fevers™ bei anderen Hauswiederkduern beschrieben und als
ursichliches Agens des Weidefiebers bei Rindern identifiziert (Hudson, 1950; Woldehiwet,
1983). 1969 wurde der Erreger erstmals bei Pferden in Californien als Verursacher der
equinen granulozytidren Ehrlichiose nachgewiesen. Er bekam den Namen Ehrlichia equi
(Gribble, 1969). Die canine granulozytire Anaplasmose, verursacht durch einen E. equi
dhnlichen Erreger (heute: A. phagocytophilum), wurde erstmalig 1982 in den USA
beschrieben (Madewell und Gribble, 1982). Es folgten zahlreiche Berichte aus Europa und
den USA.

Die humane granulozytire Anaplasmose (HGA), frither als humane granulozytéire Ehrlichiose
bezeichnet, wurde 1994 in den USA entdeckt (Chen et al., 1994). Bis zu diesem Zeitpunkt
ging man davon aus, dass sich die Erkrankung auf frei lebende Haustiere beschrinkt
(Woldehiwet, 2010).

Mehrere Tatsachen weckten das Interesse, diese Erreger weitergehend zu untersuchen. Zum
einen das Vermogen, sich in neutrophilen Granulozyten vermehren zu konnen, zum anderen
schien der Erreger der HGA mit dem Erreger des Weidefiebers und der equinen
granulozytiren Ehrlichiose verwandt zu sein (Chen et al., 1994; Greig et al., 1996; Dumler et
al., 2001).

Dies fiihrte schlussendlich dazu, dass, basierend auf molekularbiologischen Untersuchungen,
die Spezies FEhrlichia phagocytophila, FEhrlichia equi und das HGE-Agens (humane
granulozytire Ehrlichiose) aufgrund von Ergebnissen der Sequenzierung des 16S rRNA-Gens
unter dem Namen A4. phagocytophilum zusammengefasst wurden (Dumler et al., 2001).

Beim Hund wurden fiinf verschiedene genetische Varianten identifiziert, die sich in ein bis
zwei Nukleotiden in den 16S rRNA-Gensequenzen unterscheiden (Poitout et al., 2005). Es ist
noch ungeklért, inwiefern die genetischen Varianten die Pathogenitdt unterschiedlicher A.

phagocytophilum-Stimme beeinflussen (Silaghi et al., 2011a). Bei Rehwild in Europa wurden
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verschiedene pathogene und apathogene Varianten nachgewiesen (Silaghi et al., 2011b;
Overzier et al., 2013). Neben wilden Wiederkduern, kleinen Nagetieren und Insektenfressern
wurde A. phagocytophilum-DNA bei vielen anderen Wirbeltieren isoliert. Ob diese Tiere zum

endemischen Zyklus beitragen, ist derzeit noch unklar (Stuen et al., 2013).

1.1 Pathogenese

Der Lebenszyklus von Anaplasmen bezieht Wirbeltiere und Zecken mit ein und der Erreger
kann sich in beiden vermehren. Saugt die Zecke am Wirt, so treten Anaplasma spp. in das
Epithel des Mitteldarms der Zecke iiber, wo die erste Replikation stattfindet. Anschlieend
migrieren die Erreger in das Epithel der Speicheldriise der Zecke, dem Ort der zweiten
Replikation, von dem sie in den Speichel der Zecke gelangen, wenn diese am néchsten Wirt
saugt (Ueti et al., 2009).

A. phagocytophilum befillt bei Sdugetieren vorwiegend neutrophile, seltener eosinophile
Granulozyten und wurde auch in Monozyten nachgewiesen (Woldehiwet, 2010).

Der Erreger haftet sich an syalierten Liganden, wie P-Selektin Glycoprotein Ligand-1 und
Tetrasaccharid Sialyl Lewis X auf der Zelloberfliche neutrophiler Granulozyten an und dringt
durch rezeptormediierte Endozytose in die Zelle ein (Goodman et al., 1999; Herron et al.,
2000; Rikihisa, 2006; Greig und Armstrong, 2012). In der Zelle vermehrt er sich in
membrangebundenen Vesikeln und bildet dabei sog. Morulae (Popov et al., 1998; Ismail et
al., 2010). Rupturiert die Membran der Wirtszelle, so wird der Erreger frei und kann weitere
Zellen und Organe infizieren (Bjoersdorff, 2005; Greig und Armstrong, 2012). A.
phagocytophilum schafft es liber verschiedene Mechanismen, seine eigene Abwehr durch
neutrophile Granulozyten zu stéren und somit sein Uberleben und seine Replikation zu
sichern. Zum Beispiel sind die Bakterien in der Lage, die Produktion von Superoxiden in den
Granulozyten zu hemmen, welche einen wesentlichen Teil zur Abwehr beitragen. Dafiir
blockieren sie eine bestimmte Anordnung des Enzyms NADPH-Oxidase auf der Zellmembran
und entschérfen somit das Superoxidanion (Rikihisa, 2006; Greig und Armstrong, 2012).
Andere Mechanismen sind unter anderem eine Beeintrichtigung der Motilitdit und der
Phagozytoseaktivitit der Granulozyten sowie eine Verminderung ihrer Fahigkeit zur
Adhérenz an Endothelien und zur Transmigration (Dumler et al., 2005). Ebenfalls sind sie in
der Lage, durch Aktivierung der Anti-Apoptose-Kaskade, die Apoptose zu verzégern (Sarkar
et al.,, 2012). Dadurch konnen sich die Erreger iiber einen ldngeren Zeitraum vermehren.
AuBlerdem ist A. phagocytophilum in der Lage, humane CD34+Knochenmarkszellen,
Endothelzellen und Zellen der Megakaryozytenreihe zu infizieren (Granick et al., 2008).
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Diese Zellen kdnnen also als mdogliches Reservoir fiir eine Ubertragung auf neutrophile

Granulozyten des peripheren Blutes dienen.

1.2 Ubertragung

A. phagocytophilum ist weltweit verbreitet und wird von Zecken der Familie Ixodidae
iibertragen: 1. ricinus in Europa (Blanco und Oteo, 2002), . scapularis und I. pacificus in den
USA (Bakken und Dumler, 2000) sowie /. persulcatus und Dermacentor silvarum in Asien
und Russland (Richter et al., 1996; Cao et al., 2000).

Es sind zahlreiche Studien iiber die Prdvalenz des Erregers in Zecken verdffentlicht
(Baumgarten et al., 1999; von Loewenich et al., 2003; Silaghi et al., 2008). In Europa betragt
die Prévalenz je nach Region zwischen 1 % - ca. 20% (Stuen et al., 2013), in Deutschland
(Tab. 1) bis zu 17,4 %. In den USA betrigt die Priavalenz je nach Region und Vektor bis zu 50
%, in Asien bis zu 21,6 % und in Russland 2,5 %-16,7 %.

Tabelle 1: Pravalenz von A. phagocytophilum in adulten Zecken und Nymphen der Gattung /.
ricinus in unterschiedlichen Regionen Deutschlands (* keine Angabe, **nur Nymphen, ***

nur Adulte)

Autor Region Pravalenz in %
(Methode: PCR)
Fingerle et al. Stiddeutschland 1,6
(1999)
Oechme et al. Bodensee 2,6*
(2002) Rems Murr 3,1%*
Ortenau 2,7%
Hildebrandt et al. Thiiringen 2,3
(2002)
Hartelt et al. Siiddeutschland 1,0
(2004)
Pichon et al. Umland Berlin 3,0%*
(2006)
Silaghi et al. Bayern 2,9
(2008)
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Hildebrandt et al. Thiiringen 5,4

(2010)

Schicht et al. Hannover 3,2

(2011)

Schorn et al. Bayern 9,0

(2011)

Richter und Matuschka Nord,- Mittel- und | 4,1%*%*

(2012) Stiddeutschland

Silaghi et al. Leipzig 8,7

(2012) Bayern 9,4
Saarland 17,4

Overzier et al. Siiddeutschland 5,3

(2013)

Damit es zu einer Ubertragung des Erregers kommen kann, muss die Zecke 24 - 48 Stunden
am Wirt saugen (Hodzic et al., 1998; Katavolos et al., 1998; des Vignes et al., 2001). Andere
Ubertragungswege, perinatal bei Menschen und transplazentar bei Kiihen, sind beschrieben
(Pusterla et al., 1997; Horowitz et al., 1998; Henniger et al., 2013). Eine Ubertragung iiber
infiziertes Blut ist moglich und wurde experimentell bei Kithen und Hunden beschrieben
(Pusterla und Braun; 1997; Egenvall et al., 1998; Wardrop et al., 2016). Es ist ein Fall einer
transfusionsiibertragenen Anaplasmose beim Hund bekannt (Kohn, 2010). Dieser wird nédher

im Kapitel 2.2.7 erortert.

2. Die granulozytire Anaplasmose

Die granulozytire Anaplasmose, hervorgerufen durch den Erreger A. phagocytophilum, ist
eine weltweit verbreitete vektor-iibertragene Erkrankung, die sowohl in der Veterindrmedizin

als auch in der Humanmedizin weltweit zu den ,,emerging diseases* zéhlt (Parola, 2004).

2.1 Die humane granulozytire Anaplasmose

Die humane granulozytire Anaplasmose ist eine fieberhafte Erkrankung die mild und
selbstlimitierend bis schwer verlaufen kann (Dahlgren et al., 2011; Bakken und Dumler,
2015). Die Hauptsymptome beim Menschen sind Fieber, das bei 100% der Patienten
vorkommt, Unwohlsein (im Median 97%), Kopf- und Gliederschmerzen (im Median 82 %),

13
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Myalgien (im Median 76 %), seltener kommen Anorexie, Nausea oder Gelenkschmerzen (im
Median 39 % - 56 %) vor (Bakken und Dumler, 2015). Typische Laborwertverinderungen
sind Thrombozytopenie (im Median 75 %), Leukopenie (im Median 55 %) mit
Linksverschiebung und eine milde Erhdhung der Leber-Transaminasen (im Median 83 %)

(Bakken et al., 2001; Bakken und Dumler, 2006; Wormser, 2016).

2.2 Die canine granulozytire Anaplasmose

2.2.1 Klinik

Die canine granulozytire Anaplasmose (CGA) ist eine vektor-iibertragene
Infektionserkrankung, die unterschiedliche Verldaufe annehmen kann. Zum einen kann sie akut
verlaufen, zum anderen sind asymptomatische Infektionen (Foley et al., 2001; Beall et al.,
2008; Nair et al., 2016) moglich. Persistierende Infektionen mit A. phagocytophilum (siche
Kapitel 2.2.6) wurden bei Hunden, Schafen und Pferden experimentell beschrieben (Egenvall
et al., 2000; Stuen und Bergstrom, 2001; Franzen et al., 2009; Moroff et al., 2014). Kommt es
zu einer Erkrankung, so kommen insbesondere unspezifische Symptome wie Apathie und
Fieber vor (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Jensen et al., 2007; Schaarschmidt-Kiener
und Miiller, 2007; Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009; Ravnik et al., 2011). Lahmheiten
konnen ebenfalls auftreten (Poitout et al., 2005; Schaarschmidt-Kiener und Miiller, 2007;
Beall et al., 2008; Granick et al., 2009; Eberts et al., 2011; Ravnik et al., 2011).
Respiratorische Symptome wie Husten, eine leicht angestrengte Atmung und eine erhdhte
Atemfrequenz (Poitout et al., 2005; Granick et al., 2009; Mazepa et al., 2010), neurologische
Symptome wie epileptiforme Anfélle (Ravnik et al., 2011), Ataxie, Zittern, Anfallsleiden
(Schaarschmidt- Kiener et al., 2007) und Symptome wie Vomitus, Diarrhoe, Polydipsie und
Polyurie wurden bisher nur vereinzelt beschrieben (Poitout et al., 2005; Cockwill et al., 2009;
Granick et al., 2009; Ravnik et al., 2011; Dondi et al., 2014). Eine milde Lymphadenopathie
sowie eine Splenomegalie konnen ebenfalls bei der klinischen Untersuchung auffallen (Greig
et al., 1996; Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009) (Tab. 2).

In einem Fallbericht wurde ein 20 Wochen alter Welpe mit einem Abdominalerguss
beschrieben, bei dem Morulae in Leukozyten des Ergusses nachgewiesen wurden (Kane et al.,
2011). Allerdings wurden keine Morulae im peripheren Blut gefunden.

Ein weiterer Fallbericht berichtete iiber einen Hund mit unspezifischen Symptomen wie

Lethargie, Inappetenz, Fieber und gefiillten Gelenken, der eine ITP und IHA entwickelte.
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Dieser Hund sprach nicht auf eine Therapie an und wurde euthanasiert (Bexfield et al., 2005).
Bei einem weiteren Hund mit Verdacht auf Pankreatitis konnte A. phagocytophilum-DNA
nachgewiesen werden. Allerdings bleibt unklar, ob ein Zusammenhang zwischen der
Anaplasmose und der Pankreatitis besteht (Arsenault und Messick, 2005).

Bei 4 von 12 Hunden mit unklaren Hautldsionen, die nach der Gabe von Doxycyclin
abheilten, konnte 4. phagocytophilum-DNA in den Lésionen nachgewiesen werden. Diese
Hunde waren seropositiv fiir den Erreger, zeigten aber, bis auf zwei Hunde mit
Thrombozytopenie und Anédmie, keine weiteren klinischen Befunde einer CGA (Berzina et

al., 2014).
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Tabelle 2: Zusammenfassung haufiger klinischer Befunde einer CGA in verschiedenen Studien in %
(k.A.= keine Angabe, *PCR und Serologie positiv, ** PCR positiv, Serologie negativ)

Lethargie/ | Fieber Anorexie/ | Lahmheit | Spleno- Respiratorische | Lymphadeno- | Neurologische | Gastrointestinale
Apathie Inappetenz megalie Befunde pathie Befunde Befunde
Greig et al. 88 88 k.A. 6 13 k.A 13 13 k.A.
1996
(17 Hunde)
Poitout et al. 87 100 87 62 k.A. 50 0 0 k.A.
2005
(8 Hunde)
Jensen et al. 67 47 33 16 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
2007
(49 Hunde)
Schaarschmidt- 71* 67* 54* 75% 50* k.A. 71* 67* 29%
Kiener et al. 70%** 60** 40%* 30%** 20%* 20%* 90** 40%**
2007
(39 Hunde*,
12 Hunde**)
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Kohn et al.
2008
(18 Hunde)

94

61

&3

11

94

k.A.

k.A.

17

Granick et. al
2009
(34 Hunde)

74

84

62

32

12

32

k.A.

33

Ravnik et al.
2011
(20 Hunde)

93

93

93

33

k.A.

k.A.

20

Eberts et al.
2011
(18 Hunde)

72

&9

k.A.

56

k.A.

k.A.

11
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2.2.2 Laborwertverinderungen

Typische Laborwertverdnderungen (Tab. 3) sind eine Thrombozytopenie, welche bei etwa 90
% der Hunde vorkommt (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Jensen et al., 2007; Kohn et
al., 2008; Granick et al., 2009; Ravnik et al., 2009, Mazepa et al., 2010; Eberts et al., 2011;
Dondi et al., 2014) und Andmie (Jensen et al., 2007; Kohn et al., 2008; Eberts et al., 2011).
Eine Leukopenie oder eine Leukozytose konnen auftreten (Greig et al., 1996; Poitout et al.,
2005; Jensen et al., 2007; Kohn et al., 2008; Eberts et al., 2011), wobei eine Leukozytenzahl
im unteren Referenzbereich hiufiger vorkommt als eine Leukozytose. Eine Monozytose
wurde in 2 Studien beschrieben (Jensen et al., 2007; Kohn et al., 2008), eine Lymphopenie
kann ebenfalls vorkommen (Poitout et al., 2005, Kohn et al., 2008; Eberts et al., 2011). Bei
den klinisch-chemischen Parametern liegt hdufig eine Erhohung der Aktivitit des
Leberenzyms alkalische Phosphatase vor (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Kohn et al.,
2008; Granick et al., 2009). Eine milde Hypoalbumindmie kann vorkommen (Greig et al.,
1996; Jensen et al., 2007; Schaarschmidt-Kiener und Miiller 2007; Kohn et al., 2008; Granick
et al., 2009).

In zwei Fallbeispielen wurde von einer Erh6hung der Pankreasenzyme Lipase und Amylase
berichtet (Arsenault und Messick, 2005; Cockwill et al., 2009). Gerinnungsparameter wurden
in wenigen Studien und Fallberichten untersucht, dabei fiel lediglich eine milde Verldngerung
der aPTT bei 6/10 und bei jeweils 1/3 Hunden auf (Kohn et al., 2008; Cockwill et al., 2009;
Granick et al., 2009). 3/10 Hunden hatten eine verldngerte PT (Kohn et al., 2008). Eine
Azotamie wurde bisher nur vereinzelt beschrieben (Jensen et al., 2007; Kohn et al., 2008).
Das Vorhandensein thrombozytengebundener Antikorper wurde in einer Studie bei 6 von 10
Hunden mit Thrombozytopenie nachgewiesen (Kohn et al., 2008). Ein direkter Coombs-Test
zum Nachweis erythrozytengebundener Antikorper bei andmischen Hunden mit CGA wurde
bei 9 Hunden in einer Studie untersucht und war bei allen Hunden negativ (Kohn et al., 2008).
In einem Fallbericht wurden bei einem Hund mit Andmie, Thrombozytopenie und positivem
PCR-Ergebnis fiir 4. phagocytophilum-DNA thrombozytengebundene Antikorper und eine
positive Erythrozytenagglutination nachgewiesen (Bexfield et al., 2005). In einer weiteren
Studie war der direkte Coombs-Test bei 2 von 4 Hunden mit Andmie und Morulae im Blut
positiv (Goldmann et al., 1998). In einer anderen Studie konnte bei 3 von 26 seropositiven
Hunden eine IHA diagnostiziert werden. Allerdings erfolgte bei diesen Hunden kein direkter
Erregernachweis (Mazepa et al., 2010).

In einigen Studien wurden Urinproben untersucht. Der auffélligste Befund war der Nachweis

einer Proteinurie bei 3/8 Hunden, bei 2/13 Hunden, bei 1/8 Hunden und bei 4/15 Hunden
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(Greig et al., 1996; Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009; Mazepa et al., 2010). In einer
Studie wurden bei 8 Hunden weitere Parameter im Harn untersucht (Kohn et al., 2008). Dazu
gehorten die Bestimmung des spezifischen Gewichts (1008-1049, Median 1023), eine
Untersuchung mittels Harnteststreifen und ein Harnsediment. Die Befunde waren
unspezifisch (vereinzelt Kristalle, Epithelien und Zylinder).

Die Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP) als Entziindungsmarker einer akuten
Anaplasmose wurde beim Menschen beschrieben (Bakken, 1998). Bei drei Hunden wurde
CRP gemessen, welches in allen drei Fillen stark erhoht war (Pantchev, 2010).

Eine Studie beschiftigte sich mit Serum-Eiweil-Profilen, zirkulierenden Immunkomplexen
und dem Vorhandensein einer Proteinurie bei Hunden mit CGA (Ravnik et al., 2014). Bei den
untersuchten Hunden bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen Thrombozytopenie
und Hypoalbumindmie, Hypo-al-globulindmie und Hypergammaglobulindmie. Auch die
Menge zirkulierender Immunkomplexe unterschied sich nicht statistisch signifikant zur
Kontrollgruppe. Eine Proteinurie konnte nur bei IFAT-positiven Hunden nachgewiesen

werden, kein Hund mit einer positiven 4. phagocytophilum-PCR hatte eine Proteinurie.

Tabelle 3: Hé&ufige hidmatologische Laborwertverdnderungen bei Hunden mit CGA in
verschiedenen Studien in %

(k.A.= keine Angabe; *PCR und Serologie positiv, ** PCR positiv, Serologie negativ)

Thrombo- | Animie | Leuko- | Leuko- | Lympho- | Mono-
zytopenie zytose | penie | penie zytose
Greig et al. 86 20 7 20 k.A. k.A.
1996
(15 Hunde)
Poitout et al. 87 37 0 62 100 0
2005
(8 Hunde)
Jensen et al. 100 67 33 17 17 17
2007
(49 Hunde)
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Schaarschmidt-
Kiener et al.
2007

(39 Hunde*,12
Hunde**)

87*
75%%

62%*
50%*

k.A. 64*

67**

k.A.

k.A.

Kohn et al.
2008
(18 Hunde)

89

56

22 28

50

39

Granick et al.
2009
(34 Hunde)

95

47

19 9

65

k.A.

Ravnik et al.
2009

(481 Hunde
IFAT +, 20
Hunde PCR+)

71

16,8

20,8 9,5

k.A.

k.A.

Eberts et al.
2011
(18 Hunde)

94

67

39

Kirtz et al.
2015
(57 Hunde)

98,2

15,8

12,3 35,1

66,7

5,7
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2.2.3 Pathologische Befunde

Pathologische Befunde wurden bei einigen Hunden erhoben. In einer Studie mit 7
experimentell infizierten Hunden wurde makroskopisch eine gering- bis mittelgradige
Splenomegalie festgestellt (Egenvall et al., 1998). Mikroskopisch wurde eine reaktive
Hyperplasie der roten Milzpulpa diagnostiziert, die Leber wies vereinzelt hepatozelluére
Apoptose auf und in vielen Geweben wurden wenige lymphohistiozytire perivaskuldre
Infiltrate gefunden. In einer weiteren experimentellen Studie zéhlten milde entziindliche
Veranderungen des Lungengewebes sowie periportal in der Leber und eine milde lymphoide

Hyperplasie der Milz zu den Verdnderungen (Nair et al., 2016).

2.2.4 Diagnose
Zum Nachweis des Erregers konnen direkte und indirekte Nachweisverfahren herangezogen

werden.

2.2.4.1 Direkte Nachweismethoden

Der direkte Erregernachweis mittels real-time PCR ist die sicherste Methode (Courtney et al.,
2004; Bakken und Dumler, 2006). Als Untersuchungsmaterial eignet sich EDTA-Blut,
welches vor Therapiebeginn gewonnen werden sollte (Greig und Armstrong, 2006). Der
DNA-Nachweis aus dem Bufty-Coat, aus Milzgewebe oder aus Knochenmark ist ebenfalls
moglich (Egenvall et al., 2000). Ein Nachweis des Erregers mittels PCR aus EDTA-BIut ist
bereits 2 Tage post infectionem mdglich (Scorpio et al., 2011). In einer anderen Studie konnte
der Erreger erstmalig drei Tage nach parenteraler Inokulation nachgewiesen werden. Der
Erregernachweis gelang in dieser Studie bei zwei Hunden bis Tag 105 nach Inokulation
(Moroff et al., 2014).

Eine weitere direkte Nachweismethode ist der lichtmikroskopische Nachweis von Morulae im
Blutausstrich. Diese Nachweismethode ist weniger sensitiv als die PCR. Morulae sind nur im
akuten Stadium einer Infektion sichtbar und nicht jede Infektion muss mit nachweisbaren
Morulae einhergehen. In einer experimentellen Studie konnten bei allen untersuchten Hunden
(n=7) Morulae 4 bis 14 Tage nach Inokulation fiir insgesamt 4 bis 8 Tage nachgewiesen
werden. Einer dieser Hunde hatte eine positive PCR fiir den Erreger 8 Tage bevor Morulae
nachweisbar waren (Egenvall et al., 1998). In einer anderen Studie waren Morulae an Tag 10

bis 11 post infectionem nachweisbar (Scorpio et al., 2011). In einer Studie mit natiirlich
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infizierten Hunden hatten 17 von 18 Hunden nachweisbare Morulae (Eberts et al., 2011). In
einer weiteren Studie wurden Morulae nur bei 2 von 7 PCR positiven Hunden nachgewiesen
(Jensen et al., 2007).

Elektronenmikroskopische und immunhistochemische Nachweise des Erregers wurden
ebenfalls beschrieben (Rikihisa, 1991; Lepidi et al., 2000).

Die Anzucht von A. phagocytophilum in HL-60-Zelllinien (human promyelocytic leukemia
cell lines) ist moglich, aber sehr aufwendig. Sie bendtigt meist mehrere Wochen (Goodman et
al., 1996; Greig und Armstrong, 2006). Es wurde auch von anderen mdglichen Zelllinien zur
Anzucht berichtet. Dazu gehdren Zellen der humanen Monozyten THP-1 (ATCC TIB-202)
und Endothelien der Reihe HMEC-1 und MVEC, bovine Cornea-Zelllinien BCE C/D1-b
(ATCC CRL-2048) und das Rhesusaffen-Retinachoroid-Endothel RF/6A (ATCC CRL-1780)
(Munderloh et al., 2004; Garcia-Garcia et al., 2009).

2.2.4.2 Indirekte Nachweismethoden

Eine hdufig angewendete indirekte Nachweismethode ist der Nachweis von Antikdrpern
gegen A. phagocytophilum mittels Immunfluoreszenztest (IFAT) oder ELISA. Allerdings ist
die Seroprivalenz in vielen Regionen hoch und die Serologie beweist zundchst nur eine
Exposition des Hundes und nicht, dass dieser akut an Anaplasmose erkrankt ist (Tab. 4). Im
frithen Stadium einer Infektion sind noch keine Antikdrper nachweisbar (Greig et al., 1996;
Poitout et al., 2005; Eberts et al., 2011). Diese konnten in experimentellen Studien erstmals
10 - 22 Tage post infectionem mittels IFAT nachgewiesen werden (Egenvall et al., 1998;
Scorpio et al., 2011; Moroff et al., 2014). Ein 4-facher Titeranstieg innerhalb von 2 - 4
Wochen kann zur Diagnosestellung herangezogen werden (Greig und Armstrong 2012; Sainz
et al., 2015). Dies wurde auch experimentell in einer Studie gezeigt, bei der ein Titeranstieg 2
- 3 Wochen post infectionem und ein Abfall des Antikorpertiters 4 - 8 Monate spiter gezeigt
werden konnte (Scorpio et al., 2011). Die Bestimmung eines einzelnen Antikorpertiters reicht,
ungeachtet seiner Hohe, wegen der hohen Seroprivalenz der hdufig klinisch inapparent
verlaufenden Infektionen nicht zur Diagnosestellung (Kohn et al., 2011). Ein weiteres
Problem bei der Diagnosestellung mittels IFAT stellen mogliche Kreuzreaktionen mit anderen
eng verwandten Rickettsien, wie 4. platys, dar (Inokuma et al., 2001). Dies spielt besonders

bei aus dem Ausland importierten Hunden eine Rolle.
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Tabelle 4: A. phagocytophilum-DNA-

und Seropriavalenzen beim Hund (*zufillig

ausgewdhlte/gesunde Hunde, **kranke und gesunde Hunde, ***kranke Hunde, ****keine

Angabe, *****Dirofilarien positive Hunde)

Autor Land Anzahl der | Methode Pravalenz in %
untersuchten
Hunde
Barutzki et al. Deutschland | 1124%** IFAT 50,1
(2006)
Jensen et al. Deutschland | 111%** IFAT 432
(2007) PCR 6,3
Schaarschmidt- Deutschland | 245%* IFAT 19,2
Kiener et al.
(2007)
Krupka et al. Deutschland | 5881**** Snap 4Dx | 21,5
(2008) ELISA
Kohn et al. Deutschland | 522%%* IFAT 43
(2011) PCR 5,7
Barth et al. Deutschland | 448* Snap 4Dx | 19,4
(2012) ELISA
PreyB3-Jégeler et al. Deutschland | 171* (Berner | IFAT 50,3
(2016) Sennenhunde)
57* 24,6
Shaw et al. England 120%* PCR 0,8
(2005)
Crawford et al. England 262* PCR 0
(2013)
Kirtz et al. Osterreich 1470Q%*** IFAT 56,5
(2007)
Pusterla et al. Schweiz 996** IFAT 7,5
(1998)
Alberti et al. Italien 50%* PCR 7.5
(2005)

23




Literaturiibersicht

Ebani et al. Italien 1232 %% %% IFAT 8,76

(2008)

Torina et al. Italien 4o*E®* PCR 2,8 - 21,7

(2008) (einzelne
mehrfach
beprobt)

Pennisi et al. Italien 249* IFAT 38

(2012)

Ebani et al. Italien 215% IFAT 14,8

(2013)

Ebani et al. Italien 1965* IFAT 4,68

(2014)

Vascellari et al. Italien 258%* PCR 0

(2016)

Solano-Galego et al. Spanien 466** IFAT 11,5

(2006)

Amusategui et al. Spanien 649+ IFAT 15,6

(2008)

Couto et al. Spanien 131%* Snap 4Dx | 19

(2010) ELISA

Miro et al. Spanien 1100** Snap 4Dx | 3,1

(2013) ELISA

Santos et al. Portugal S5k IFAT 55

(2009)

Pantchev et al. Frankreich Q1% H** Snap 4Dx | 2,7

(2009) ELISA

Egenvall et al. Schweden 611* IFAT 17,7

(2000)

Jaderlund et al. Schweden 248*** IFAT 20,7

(2007)

Perez et al. Finnland 340* Snap 4Dx | 5,3

(2014) ELISA
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Zygner et al. Polen 4Q* sk PCR 0,5
(2009)
Rymaszewska et al. Polen 242%* PCR 5,4
(2011)
Krémer et al. Polen 3094* Snap 4Dx | 12,31
(2014) ELISA
Dziggiel et al. Polen 400* Snap 4Dx | 8,0
(2016) ELISA

PCR 2,75
Kybicova et al. Tschechien 296** IFAT 26
(2009) PCR 3.4
Mircean et al. Ruménien 1146* Snap 4Dx | 5,5
(2012) ELISA
Andersson et al. Rumaénien 96H** PCR 0
(2017)
Farkas et al. Ungarn 1305* Snap 4Dx | 7,9
(2014) ELISA
Pantchev et al. Bulgarien 167** Snap 4Dx | 46,1
(2015) ELISA
Levi et al. Israel 195%* IFAT 9
(2006)
Azzag et al. Algerien 213%* IFAT 47,7
(2015)
Hamel et al. Albanien 30* IFAT 40
(2009)
Drazenovich et al. USA Q7 PCR 7
(2006)
Henn et al. USA 184* PCR 7,6
(2007)
Beall et al. USA 222% PCR 3
(2008) SpHw* 37
Bowman et al. USA 479640**** | Snap 4Dx | 4,8
(2009) ELISA
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Carrade et al. USA 2431%* ELISA 2,4
(2011)
Balakrishnan et al. USA 118* PCR 0
(2014)
Qurollo et al. Nordamerika | 6582%*#* Snap 4Dx | 3,4
(2014) ELISA
McCown et al. Kolumbien 498+ *H* Snap 4Dx | 33
(2014) ELISA
Movilla et al. Mexico 1706** Snap 4Dx | 16,4
(2016) ELISA
Montenegro et al. Costa Rica 314* Snap 4Dx | 6,1
(2017) ELISA
Suh et al. Korea 532k Snap 4Dx | 15,6
(2017) ELISA

440%*x* PCR 23
Cui et al. China 243%* PCR 1,6
(2017)

2.2.5 Therapie

Die Therapie der CGA erfolgt in der Regel mit Doxycyclin 5 mg/kg 2 x tdglich oder 10
mg/kg 1 x téglich iiber 2 - 3 Wochen (Kirtz et al., 2007; Ebani et al., 2013; Sainz et al., 2015).
Bei schweren Verldufen ist zusdtzlich eine symptomatische Therapie notwendig.
Chloramphenicol wird als Alternative bei Welpen empfohlen (Greig und Armstrong, 2012).
In der Humanmedizin wurde nach alternativen Therapien fiir Patienten mit
Unvertraglichkeiten gegen Tetrazykline gesucht, und es konnte in vitro nachgewiesen werden,
dass Rifampicin und Levofloxacin ebenfalls wirksam gegen den Erreger sind (Horowitz et al.,
2001; Maurin et al., 2003). Die meisten Hunde zeigen eine Besserung der Symptome nach
Beginn der Antibiotikatherapie innerhalb von 24 - 48 Stunden und die Prognose ist gut (Kohn
et al., 2008; Eberts et al., 2011). Alle Hunde vorangegangener Studien, in denen ein Verlauf
der Erkrankung dokumentiert war, erholten sich (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005;
Jensen et al., 2007; Kohn et al. 2008; Granick et al., 2009; Eberts et al., 2011). Der Einsatz
von Glukokortikoiden ist bei immun-mediierten Komplikationen wie ITP, THA und

Polyarthritis gerechtfertigt, muss aber mit besonderer Vorsicht geschehen (Sainz et al., 2015).
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2.2.6 Verlauf

Chronische Verldufe der Erkrankung sind bisher klinisch nicht beschrieben. In einer Studie
wurde nach Therapie mit Doxycyclin bei 14/18 Hunden erneut mittels PCR auf A.
phagocytophilum-DNA getestet. Die PCR war bei allen Hunden negativ (Kohn et al., 2008).
Persistierende Infektionen mit 4. phagocytophilum wurden experimentell bei Hunden und bei
Schafen und Pferden beschrieben. In einer Studie konnte Erreger-DNA nach
Immunsuppression, bei zwei Hunden mit zuvor negativem PCR Ergebnis, bis zu 6 Monate
nach Inokulation nachgewiesen werden (Egenvall et al., 2000). In einer weiteren Studie
konnte Erreger-DNA bei zwei Hunden noch 105 Tage nach Inokulation nachgewiesen werden
(Moroff et al., 2014). Keiner dieser Hunde hatte Symptome einer CGA, bei allen war der
Erregernachweis nach Therapie mit Doxycyclin negativ. In einer Studie, in der zwei Hunde
mit einem humanen Isolat intravends inokuliert wurden, konnte nach einer Therapie mit
Doxycyclin und darauf folgender Immunsuppression erneut Erreger-DNA nachgewiesen
werden. Diese Hunde waren zu keinem Zeitpunkt der Studie krank oder zeigten
Abnormalititen der Laborwerte (Alleman et al., 2006). Bei vier A. phagocytophilum
seropositiven Hunden mit unklaren Hautldsionen, die sich unter einer Therapie mit
Doxycyclin besserten, konnte A. phagocytophilum-DNA in den Lésionen nachgewiesen
werden. All diese Hunde hatten jedoch keine typischen Symptome einer CGA (Berzina et al.,

2014).

2.2.7 Bedeutung fiir die Transfusionsmedizin

In der Humanmedizin sind, im Gegensatz zur Veterindrmedizin, mehrere Félle einer
Ubertragung von A. phagocytophilum iiber Blutprodukte beschrieben (Eastlund et al., 1999;
Kemperman, 2008; Annen et al., 2012; Jereb et al., 2012; Alhumaidan et al., 2013; Townsend
et al., 2014; Fine et al., 2015; Shields et al., 2015). Die meisten Fallberichte stammen aus den
USA, ein Fallbericht aus Europa (Slowenien). Patienten unterschiedlichen Alters mit
verschiedenen Grunderkrankungen erhielten Blutprodukte wihrend ihres
Krankenhausaufenthaltes und entwickelten anschlieBend Symptome einer granulozytiren
Anaplasmose. Da eine Zeckenexposition unwahrscheinlich war, wurde eine
transfusionsbedingte Ubertragung vermutet und zum groBten Teil durch einen
Erregernachweis im Blut des Spenders bestitigt. Die Félle sind in Tab. 5 zusammengefasst.
Beim Hund ist ein Fallbericht einer transfusionsiibertragenen Anaplasmose bekannt (Kohn,
2010). Es handelte sich dabei um einen Hund mit Hamangiosarkom nach Splenektomie,

welcher zum Zeitpunkt der Transfusion unter Chemotherapie stand. Beide, Spender und
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Empfinger, waren PCR positiv fiir A. phagocytophilum. Der Spender, ein dreijdhriger
Huskyriide, war klinisch gesund und die Laborwerte waren vor der Blutspende im

Referenzbereich.
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Tabelle 5: Zusammenfassung von Féllen einer granulozytiren Anaplasmose nach Bluttransfusionen beim Menschen

m=ménnlich; = w=weiblich; = CKD=chronische = Nierenerkrankung; = Tc=Thrombozyten, = DIC=dissiminierte = intravasale = Koagulopathie; M=erhoht;
EK=Erythrozytenkonzentrat; LR-EK=leukozytenreduziertes Erythrozytenkonzentrat; LR- PLT=leukozytenreduzierte Thrombozyten; PCR=Polymerasekettenreaktion;
IFAT=Immunfluoreszenztest; +=positiv; * =vermutet)

Eastlund Kempermann | Annen Annen Jereb Alhumidan Townsend Shields Fine

et al. 1999 | et al. 2007 et al. 2012 et al. 2012 et al. 2012 et.al 2013 et al. 2014 et al. 2015 et al. 2015
Land USA USA USA USA Slowenien USA USA USA USA
Alter in Jahren 75 68 81 51 36 64 41 34 78
Geschlecht m m w w w m m w w
Vorerkrankung rheumatoide | Spondylitis rheumatoide multiples Kaiserschnitt | Gastritis Schussverletzung | B- Thalass- Bypass-

Arthritis Steroidtherapie | Arthritis Myelom Eisenmangel- dmie Operation

CKD Steroidtherapie | CKD andmie
Sinusitis

Erhaltene EK RBC LR-EK LR-EK * LR-EK LR-EK LR-PLT * LR-EK LR-PLT
Blutkomponente
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Symptome Fieber Fieber Fieber Fieber Fieber Fieber Fieber Fieber Fieber
Nausea Myalgie Schiittelfrost | resp. Schiittelfrost Nausea Schiittelfrost
Midigkeit Symptome Kopfschmerzen Husten
Husten Dyspnoe
Dyspnoe
Labor Andmie Tc penie Panzytopenie | Panzytopenie | Tc penie Andmie Tc penie Panzytopenie | Panzytopenie
DIC Leberenzyme | Leberenzyme | Leukopenie Leberenzyme | Leberenzyme
™ ™ T T
Kreatininf
Erregernachweis- | IFAT + PCR+ PCR+ nicht PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+
Methode des IFAT + IFAT+ identifiziert | [IFAT+ EIA+ EIA+ EIA+
Spenders
Erregernachweis- | PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+ PCR+
Methode des IFAT+ IFAT+ IFAT+ IFAT+ IFAT+
Empfénger
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Serologische Studien beim Menschen zeigen eine Prdvalenz des Erregers bei Blutspendern

zwischen 0,5 % und 21,4 %. Bei Menschen mit nachgewiesener Zeckenexposition betrigt die

Seropréavalenz 4,5 %-7,5 %, Risikogruppen weisen eine Seroprdvalenz von ca. 14 % auf

(Tab. 6).

Tabelle 6: Seroprivalenz von A. phagocytophilum beim Menschen

Autor Land Population Methode Seroprivalenz
(%)

Aguero-Rosenfeld et | USA Blutspender IFAT 11,3
al.
(2002)
Leiby et al. USA Blutspender IFAT 0,5
(2002) (Wisconsin) 3,5

USA

(Connecticut)
Grzeszczuk et al. Polen Blutspender IFAT 2
(2004)
Santos et al. Portugal Blutspender IFAT 3
(2006) Western

Blot

Walder et al. Osterreich Blutspender IFAT 9
(2003)
Chochlakis et al. Griechenland | Blutspender I[FAT 21,4
(2008)
Woessner et al. Deutschland Soldaten IFAT 14,9

(2001)

31




Literaturiibersicht

Fingerle et al. Deutschland Waldarbeiter IFAT 14
(1997)
Kowalski et al. Deutschland Patienten mit | IFAT 4.5
(2006) nachgewiesenem

Zeckenbiss
von Wissmann et al. Deutschland Patienten mit | IFAT 7,5
(2015) nachgewiesenem

Zeckenbiss

Die Seroprivalenzen des Erregers bei Hunden, wie in Tab. 4 zusammengefasst, sind je nach
Land und Region sehr unterschiedlich und betragen bis zu 56,5 % (Osterreich) (Kirtz et al.,
2007).

Bei gesunden Hunden in Berlin/Brandenburg, die keine Symptome einer CGA zeigten,
konnte bei 3,78 % Erreger DNA mittels PCR nachgewiesen werden (Kohn et al., 2011).

In Deutschland sind bisher keine Studien zur Priavalenz von A. phagocytophilum bei gesunden
Blutspenderhunden verdffentlicht.

In einer Studie aus England und in einer weiteren Studie aus dem Osten der USA, bei denen
nach Erreger-DNA bei gesunden Blutspenderhunden gesucht wurde, konnte diese bei keinem
untersuchten Hund nachgewiesen werden (Crawford et al., 2013; Balakrishnan et al., 2014).
Auch der Nachweis von Antikdrpern mittels ELISA (Snap 4DX®, IDEXX) war in der
Blutspenderpopulation negativ (Balakrishnan et al., 2014). In Italien wurde bei gesunden
Blutspenderhunden eine Seropridvalenz von 4,7 % fiir A. phagocytophilum festgestellt. Alle
diese Hunde hatten ein negatives PCR-Ergebnis und keine nachweisbaren Morulae im
Blutausstrich (Vascellari et al., 2016).

Folgt man den Richtlinien des ACVIM Consensus Statements von 2016 zum Screening von
Blutspendern auf Infektionserreger (Wardrop et al., 2016), so wird eine jahrliche Testung auf
A. phagocytophilum in endemischen Gebieten empfohlen. Im optimalen Fall werden nur
Hunde zur Blutspende ausgewdhlt, die sowohl seronegativ als auch PCR-negativ fiir den
Erreger sind. Als Mindestanforderung gilt ein negativer direkter Erregernachweis jahrlich.
Die in Deutschland unter der Leitung des Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit erarbeiteten Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
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Verabreichung von Blut und Blutprodukten 1im  Veterindrbereich von 2011
(www.bmel.de/DE/Tier/Tiergesundheit/Tierarzneimittel/ _texte/LeitlinienBlut.html)
empfehlen neben der klinischen Untersuchung und einer Reihe von Standarduntersuchungen
die Untersuchung aller Blutspender in endemischen Gebieten auf 4. phagocytophilum mittels
PCR unmittelbar mit der Erstspende und anschlieend jahrlich.

Da Infektionen mit A. phagocytophilum klinisch inapparent verlaufen kdnnen, der Erreger in
Berlin/Brandenburg endemisch und die Seropridvalenz hoch ist, werden alle Blutspender der
Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin vor jeder Blutspende auf A. phagocytophilum-DNA
mittels PCR untersucht.
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Diskussion

V. Diskussion

Diese Arbeit umfasst zwei Studien, die sich mit der Klinik der caninen granulozytiren
Anaplasmose bzw. der Bedeutung des Erregers Anaplasma phagocytophilum fiir die
Transfusionsmedizin beschéftigen. In der ersten Studie ,,Granulocytic Anaplasmosis in 63
Dogs: Clinical Signs, Laboratory Results, Therapy and Course of Disease” wurden
retrospektiv Krankenakten von Hunden, die an caniner granulozytidrer Anaplasmose erkrankt
waren und die Symptome, die Laborwertverdnderungen sowie die Therapie und der Verlauf
der Erkrankung beschrieben. In der zweiten Studie ,,Vorkommen von Anaplasma
phagocytophilum bei Blutspenderhunden in Berlin/Brandenburg (2006-2012): retrospektive
Auswertung klinischer Daten und Bedeutung fiir die Transfusionsmedizin®“ wurden 917
EDTA-Blutproben von 517 verschiedenen Blutspenderhunden mittels PCR auf das
Vorhandensein von A. phagocytophilum-DNA mittels PCR getestet und die Ergebnisse der
klinischen Untersuchung und der Laboruntersuchungen, die vor jeder Blutspende stattfinden,
ausgewertet.

5. Ergebnisse

5.1 Studie 1

In die Studie wurden, im Gegensatz zu vorangegangenen Studien, nur Hunde eingeschlossen,
bei denen der direkte Erregernachweis mittels PCR positiv war und bei denen mdogliche
Koinfektionen mit anderen in Frage kommenden Erregern weitestgehend ausgeschlossen
werden konnten.

Der Erregernachweis mittels PCR zdhlt zu den sichersten Nachweismethoden. Die
Bestimmung eines einzelnen Antikorpertiters reicht, besonders in Gebieten mit hoher
Seroprédvalenz, nicht zur Diagnosestellung aus (Jaderlund et al., 2007; Jensen et al., 2007,
Kohn et al., 2008). AuBBerdem konnen zu Beginn einer Infektion noch keine Antikorper
nachweisbar sein (Egenvall et al., 1998; Scorpio et al, 2011), und die Hohe des
Antikorpertiters korreliert nicht mit dem Auftreten klinischer Symptome (Ravnik et al., 2011).
Ein 4-facher Titeranstieg im Abstand von 2 - 4 Wochen kann ebenfalls zur Diagnostik einer
Infektion herangezogen werden (Sainz et al., 2015).

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass der Nachweis einer Exposition oder Infektion mit

vektoriibertragenen Erregern durch die Kombination aus molekularen und serologischen
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Nachweisverfahren erh6ht werden kann. Es wurden Serum- und EDTA-Blutproben von
gesunden Hunden (n=30) und Hunden, bei denen der Verdacht auf eine vektoriibertragenen
Erkrankung bestand (n=69), parallel mit serologischen und molekularen Methoden auf das
Vorhandensein zehn verschiedener vektoriibertragener Erreger getestet. Die molekulare
Privalenz betrug je nach Erreger 23,3 % - 39,1 %, die serologische Privalenz 43,3 % - 59,4
%. Die parallele Anwendung beider Verfahren fiihrte in 4 % - 58 % dazu, dass Pathogene
erkannt wurden, die bei der Verwendung nur eines Verfahrens nicht nachgewiesen werden
konnten (Maggi et al., 2014).

Koinfektionen, z.B. mit Borrelia burgdorferi sensu lato, konnen klinische Symptome
verschlimmern und die Diagnosestellung erschweren (Beall et al, 2008; De Tommassi et al.,
2013). In einer Studie hatten 3 % der Hunde, die seropositiv fiir B. burgdorferi s. 1. waren,
auch Antikorper gegen A. phagocytophium (Krupka et al., 2007). Liegt eine Koinfektion mit
B. burgdorferi s. 1. und A. phagocytophilum vor, so ist das Risiko hoher, Symptome wie
Fieber, Lethargie und Gelenkschmerzen zu entwickeln (Beall et al., 2008). Experimentelle
Studien an Miusen haben bereits gezeigt, dass die Auspriagung klinischer Symptome bei mit
Borrelien und Anaplasmen koinfizierten Tieren schwerer war, als bei Infektionen mit nur
einem der beiden Erreger (Zeidner et al., 2000; Thomas et al., 2001). Bei koinfizierten
Maiusen konnten verminderte Interleukin-12, Gamma-Interferon und Tumor-Nekrose-Faktor-
alpha-Werte und erhohte Interleukin-6-Werte im Serum nachgewiesen werden. Auflerdem ist
bei einer Doppelinfektion die Expression der Gamma-Interferon-Rezeptoren auf den
Makrophagen reduziert, was zu einer Abnahme der Phagozytoseaktivitit fiihrt. Diese
Tatsachen wirken sich auf das Immunsystem des Wirtes aus und fiihren zu einer hoheren
Bakterienlast (Thomas et al., 2001). Auch beim Menschen wurde eine schlimmere
Ausprigung der Erkrankung beobachtet, wenn sie mit A. phagocytophilum und B. burgdorferi
s. 1. parallel infiziert waren (Nadelman et al. 1997, Krause et al. 2002). Daher sollten
mindestens Koinfektion mit Erregern, die den gleichen Vektor aufweisen, ausgeschlossen
werden.

Die meisten Hunde dieser Studie erkrankten in den Monaten Mai bis August. Eine
Saisonalitdt, in Abhingigkeit von der Aktivitdit der Vektoren, konnte bereits in
vorangegangenen Studien gezeigt werden (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Kohn et al.,
2008; Granick et al., 2009).

Eine Alters- oder Geschlechtsdisposition konnte in dieser Studie nicht ermittelt werden.
Hunde der Rasse Golden Retriever waren héaufiger an einer CGA erkrankt als andere Rassen.

Auffallend war, dass sogar einmalig zwei Hunde dieser Rasse aus einem Haushalt im Abstand
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von neun Monaten an einer CGA erkrankten. Bereits in einer Studie aus Minnesota waren der
Golden Retriever und der Labrador Retriever die am hdufigsten betroffene Hunderasse (Beall
et al., 2008). Eine serologische Studie aus Osterreich zeigte eine Pridisposition fiir Berner
Sennenhunde (Kirtz et al., 2007). Berner Sennenhunde haben auch, verglichen mit anderen
Rassen, eine hohere Serordvalenz fiir B. burgdorferi s. 1. (Gerber et al., 2007). Die
Rasseverteilung konnte ebenfalls auf die unterschiedlich starke Popularitit sowie das
unterschiedliche Spaziergehverhalten verschiedener Hunderassen zuriickzufiihren sein.

Zu den Hauptsymptomen der an CGA erkrankten Hunde dieser Studie zdhlten Apathie und
reduziertes Allgemeinbefinden (83 %), Fieber (67 %) und Inappetenz (63 %), was mit
Ergebnissen fritherer Studien vergleichbar ist (Greig et al., 1996; Poitout et al., 2005; Jensen
et al., 2007; Schaarschmidt-Kiener und Miiller, 2007; Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009;
Ravnik et al., 2011). Zu den selteneren Symptomen an CGA erkrankter Hunde dieser Studie
zahlten Lahmheiten und unspezifische gastrointestinale Symptome sowie Polydipsie und
Polyurie. Lahmheiten wurden in vorangegangenen Studien zum Teil hdufiger beschrieben.
Dies konnte zum einen am mangelnden Ausschluss moglicher Koinfektionen oder an der
genetischen Variabilitit des Erregers in verschiedenen Regionen liegen. Obwohl sich die
unterschiedlichen genetischen Varianten nur in 1 - 3 Nukleotidsequenzen auf dem 16S rRNA
Gen unterscheiden, ist bekannt, dass biologische und 6kologische Unterschiede einschlielich
unterschiedlicher Wirtspathogenitdt, Vektoren und geographischer Verteilung vorliegen
(Massung et al.,, 2002). Bei Schafen konnten verschiedene genetische Varianten
unterschiedlicher Pathogenitit nachgewiesen werden (Stuen et al., 2003). Beim Hund konnte
noch nicht abschlieBend geklart werden, ob die verschiedenen genetischen Varianten des
Erregers zu unterschiedlichen Krankheitsverldufen fiihren (Silaghi et al., 2011).

Typische Laborwertverdnderungen dieser Studie waren Thrombozytopenie (86 %), oft
begleitet von einer Andmie (70 %) sowie eine Erhohung der Aktivitdt bestimmter
Lebertransaminasen und einer Hyperbilirubindmie (77 %), ebenso wie eine Hypoalbumindmie
(62 %). Auch diese Ergebnisse stimmen mit denen vorangegangener Studien {iberein (Poitout
et al., 2005; Schaarschmidt-Kiener und Miiller, 2007; Beall et al., 2008; Kohn et al., 2008;
Granick et al., 2009; Eberts et al., 2011; Ravnik et al., 2011).

Eine Besonderheit dieser Studie stellte die Bestimmung thrombozytengebundener Antikorper
bei Hunden mit Thrombozytopenie dar, die bei 16 von 36 Hunden (44 %) nachgewiesen
werden konnten. Der Nachweis solcher Antikdrper wurde bisher nur in einer Studie an
weniger Hunden beschrieben und in einem Fallbericht beschrieben (Bexfield et al., 2005;

Kohn et al., 2008). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die Entstehung einer
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Thrombozytopenie bei Hunden mit CGA sekundédr immunbedingt sein kann. Es ist bekannt,
dass andere vektoriibertragene Erreger wie Ehrlichien, Babesien und Bartonellen sekundér
immunvermittelte Erkrankungen auslosen konnen (Farwell et al., 1982; Grindem et al., 1999;
Goodman et al., 2005). In einer Studie mit 42 Hunden aus Siidkalifornien mit Symptomen
einer immun-mediierten Erkrankung wie  Fieber unklarer Genese, Anédmie,
Thrombozytopenie, Polyarthritis, Epistaxis, Proteinurie, Myalgie sowie okuldren und
neurologischen Symptomen wurden bei 33 % vektoriibertragene Erreger nachgewiesen. Dazu
gehorten: Ehrlichia spp, A. phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, Rickettsia rickettsii,
Babesia spp, Bartonella spp, Mycoplasma spp (Kidd et al., 2017).

Weitere Griinde fiir die Entstehung einer Thrombozytopenie sind zum einen ein erhohter
Verbrauch aufgrund einer DIC, die Sequestierung in der vergroferten Milz, und die
Produktion inhibitorischer Faktoren (Waner et al., 1995; Wong und Thomas, 1998). Es wurde
gezeigt, dass 4. phagocytophilum keine direkte Wirkung auf Megakaryozyten hat und somit
eine Storung der Thrombozytenproduktion eine unwahrscheinliche Ursache fiir die
Thrombozytopenie ist (Granick et al., 2008). AuBerdem konnten bei 4 von 17 Hunden mit
Anédmie antierythrozytire Antikorper mittels direktem Coombs-Test nachgewiesen werden.
Antierythrozytére Antikorper konnten in einer experimentellen Studie bei drei Hunden mit
Andmie nachgewiesen werden (Goldman et al., 1998) und in einer klinischen Studie bei
weiteren drei Hunden (Kohn et al., 2008). Die Bedeutung einer immunvermittelten
Erythrozytenzerstdrung im Rahmen einer CGA ist noch unklar.

Eine weitere Besonderheit dieser Studie war der direkte Nachweis von A. phagocytophilum-
DNA aus Synovia bei 2 von 3 Hunden mit Gelenkschmerzen und Polyarthritis. Dieses wurde,
unseres Wissens nach, bisher noch nicht beschrieben. Borrelien lassen sich auch mittels PCR
aus Synovia nachweisen, allerdings kommt es wegen der niedrigen Bakterienlast oft zu falsch
negativen Ergebnissen und die Methode wird daher nicht fiir das Untersuchungsmaterial
Synovia empfohlen (Krupka und Straubinger, 2010). Eine Vielzahl von anderen
vektoriibertragenen und nicht-vektoriibertragenen Erregern kann sekundidr immunmediierte
Polyarthritiden auslosen. Zu den hdufigsten in den USA gehdren: B. burgdorferi s. 1., E.
canis, Bartonella spp, Mycoplasma spp., Rickettsia rickettsii sowie auch 4. phagocytophilum.
Diese Erreger sind meistens zytologisch in der Synovia nicht sichtbar (Goldstein und Lappin,
2013). In endemischen Gebieten kdnnen auch Leishmanien der Ausloser einer Polyarthritis
sein. Diese Erreger konnen aber im Vergleich zu den oben gennannten Pathogenen

mikroskopisch in der Synovia nachgewiesen werden (Sbrana et al., 2014).
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In einer Studie bei Hunden mit septischer Arthritis konnte gezeigt werden, dass sich die PCR
gut zum Nachweis bakterieller Erreger eignet. Die Spezifitidt und Sensitivitdt der Methode
unterscheidet sich nicht signifikant gegeniiber der kulturellen Anzucht (Scharf et al., 2015).
Die Ergebnisse einer weiteren Studie zeigten, dass die Anzucht von Bakterien aus Synovia
einen geringen Wert hat und eine effektivere Methode zum Einsatz kommen muss (Scharf et
al., 2015a). Um die Effektivitdt des Nachweises von A4.phagocytophilum aus Synovia bei
Hunden mit CGA zu beurteilen, sind weitere Studien notig.

Patienten mit CGA kdnnen wie zuvor erwdhnt sekundér immunvermittelte Krankheiten wie
IHA, ITP und Polyarthritis entwickeln. In diesen Féllen ist eine zusétzliche Therapie mit
Glukokortikoiden gerechtfertigt. Auch bei Hunden, die an sekundirer IHA als Folge einer
Babesieninfektion leiden, wird Prednisolon als zusitzliche Therapie eingesetzt, der Einsatz
immunsuppressiver Medikamente ist aber umstritten (Solano-Gallego et al., 2016). Die Gabe
von Prednisolon bei Hunden mit CGA wurde bereits vereinzelt beschrieben. In einer Studie
aus Minnesota besserten sich die Lahmheiten bei einigen Hunden mit CGA erst, als der
Therapie mit Doxycyclin nicht-steroidale Antiphlogistika oder Prednisolon hinzugefiigt
wurden. Es ist jedoch unklar, ob diese Hunde nur mit A. phagocytophilum oder nicht noch
zusétzlich mit Borrelia burgdorferi sensu lato infiziert waren (Beall et al., 2008). In einer
weiteren Studie wurde bei zwei Hunden mit Verdacht auf ITP sowie bei einem Hund mit
Polyarthritis Prednisolon eingesetzt, welches nach einsetzender Besserung ausgeschlichen
wurde (Kohn et al.,, 2008). In unserer Studie wurden bei 16 Hunden zuséitzlich
Glukokortikoide eingesetzt, da zu Beginn der Therapie unklar war, ob ihre Symptome priméir

oder sekundidr immunbedingt waren.

5.1.2 Schlussfolgerung

Bei Hunden, die mit unspezifischen Symptomen wie Apathie, Inappetenz, Fieber und
Gelenkschmerzen sowie Laborwertverdnderungen wie Thrombozytopenie vorstellig werden
und bei denen eine Zeckenexposition nicht ausgeschlossen werden kann, sollte die CGA als
Differentialdiagnose in Betracht gezogen werden. Die Diagnose sollte direkt mittels PCR aus
EDTA-BIlut erfolgen, da ein Nachweis von Morulae weniger sensitiv ist. Der Nachweis eines
einzelnen AntikOrpertiters ist zur Diagnosesicherung unzureichend. Bei Hunden mit
Polyarthritis kann die Untersuchung der Synovia auf 4. phagocytophilum-DNA hilfreich sein.
Die Prognose der CGA ist nach der Behandlung mit Doxycyclin fiir 2 - 3 Wochen gut. In
Féllen mit immunvermittelten Komplikationen kann die Verabreichung von Prednisolon

gerechtfertigt sein.
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5.2 Studie 2

In dieser Studie wurden 517 verschiedene Blutspenderhunde untersucht. Die Pravalenz des
Erregers bezogen auf die Anzahl der untersuchten Hunde betrug 4,06 %, bezogen auf die
Anzahl untersuchter Blutproben 2,3 %. Bisher wurden nur wenige Studien zur Priavalenz von
A. phagocytophilum bei Blutspenderhunden verdffentlicht. In den USA wurde mittels ELISA
und PCR und in England mittels PCR kein Vorkommen des Erregers nachgewiesen
(Crawford et al., 2013; Balakrishnan et al.,2014). In einer frilheren Untersuchung bei
gesunden Hunden im Raum Berlin/Brandenburg betrug die Seroprivalenz 39,8 %, ein
Vorkommen von Erreger-DNA in dieser Region wurde mittels PCR bei 3,78 % von 264
gesunden Hunden nachgewiesen (Kohn et al., 2011).

Die in unserer Studie zur Blutspende vorstellig gewordenen Hunde hatten alle keine
Anzeichen einer akuten Erkrankung. Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung sowie der
Laboruntersuchungen, die vor jeder Blutspende erfolgten, waren mild ausgeprigt und
unterschieden sich nicht statistisch signifikant zwischen den positiv und den negativ
getesteten Hunden. Dies bedeutet, dass 4,06 % aller untersuchten Blutspenderhunde mit dem
Erreger der CGA, A. phagocytophilum infiziert waren, ohne offensichtliche Symptome zu
entwickeln. Das unterstreicht die Ergebnisse fritherer Studien, in denen gezeigt werden
konnte, das Infektionen mit A. phagocytophilum klinisch inapparent verlaufen kénnen (Foley
et al., 2001; Jensen et al., 2007; Beall et al., 2008; Kohn et al., 2011; Moroff et al., 2014).
Nicht alle Hunde dieser Studie wurden nach Erhalt des positiven PCR-Ergebnisses mit
Doxycyclin behandelt. Drei dieser Hunde wurden erneut zur Blutspende vorstellig. Bei
keinem dieser Hunde konnte erneut Erreger-DNA nachgewiesen werden. Der Erreger scheint
also trotz ausbleibender Therapie aus dem Blut eliminiert worden zu sein. Experimentelle
Studien haben gezeigt werden, dass A. phagocytophilum zu persistierenden Infektionen fithren
kann. In diesen Studien hatten die Hunde erneut positive PCR-Ergebnisse nach
Glukokortikoidgabe (Egenvall et al., 2000; Alleman et al., 2006). Die Tatsachen, dass es sich
bei A. phagocytophilum um ein intrazelluldres Bakterium handelt, welches in neutrophilen
Granulozyten im Blut zirkuliert und dass eine Infektion mit dem Erreger unbemerkt verlaufen
kann, erhdhen das Risiko einer Ubertragung iiber Bluttransfusionen. AuBerdem ist der Erreger
in der Lage, in gekiihltem Blut einige Zeit zu {iberleben (Proctor und Leiby, 2015). In einer
Studie aus der Humanmedizin wurde untersucht, ob der Einsatz von Leukozytenfiltern eine
Ubertragung von A. phagocytophilum reduzieren kann. Dabei wurden Leukozyten mit dem
Erreger infiziert und der Einfluss des Filters durch einen Erregernachweis mittels PCR und

kultureller Anzucht aus den infizierten Bluteinheiten untersucht. Die Studie kam zu dem
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Ergebnis, dass der Einsatz von Leukozytenfiltern bei Transfusionen das Risiko nur
reduzieren, aber nicht eliminieren kann (Proctor und Leiby, 2015). Solche Filter werden in
den in der Veterindrmedizin géngigen Blutentnahmesystemen bisher {iblicherweise nicht
eingesetzt. Weitere Verfahren zur Reduzierung der Erregeriibertragung aus Vollblutkonserven
und Erythrozytenkonzentraten wie z.B. der Einsatz von UV-Licht oder Riboflavin werden zur
Zeit noch erforscht (Salunkhe et al., 2015; Yonemura et al., 2017). Andere bekannte
intrazelluldre vektoriibertragene Erreger waren bis vor kurzem in unserer Region nicht
endemisch. 2015 wurden jedoch 4 Félle autochthoner Babesiose beim Hund diagnostiziert
(Weingart et al., 2017). Der Erreger Babesia canis wird von Zecken der Gattung Dermacentor
reticulatus iibertragen, deren Dichte in Berlin/Brandenburg zugenommen hat. Die Erkrankung
verlauft in der Regel akut, mit milden bis schweren Allgemeinsymptomen bis hin zum
Multiorganversagen (Solano-Gallego et al., 2016). Subklinische Infektionen sind ebenfalls
moglich (Birkenheuer et al., 2003). Eine Ubertragung iiber Bluttransfusionen beim Hund ist
beschrieben (Freeman et al., 1994) und ein Screening der Blutspender wird in endemischen
Gebieten empfohlen (Reine, 2004).

In der Humanmedizin sind mehrere transfusionsbedingte Infektionen mit 4. phagocytophilum
bekannt (Eastlund et al., 1999; Kemperman, 2008; Bachowski, 2009; Annen et al., 2012;
Jereb et al., 2012; Alhumaidan et al., 2013; Townsend et al., 2014; Fine et al., 2015; Shields
et al., 2015). Beim Hund ist die Ubertragung experimentell bewiesen (Egenvall et al., 1998;
Wardrop et al., 2016) und es ist ein Fall beim Hund aus der Klinik beschrieben (Kohn, 2010).
Richtet man sich nach den Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
Verabreichung von Blut und Blutprodukten im Veterindrbereich von 2011, so wird unter
anderem die Untersuchung auf A. phagocytophilum mittels PCR in endemischen Gebieten
jéhrlich empfohlen (Feige et al., 2011). Auch die Richtlinien des ACVIM Consensus
Statements von 2016 zum Screening von Blutspendern auf Infektionserreger sprechen diese
Empfehlung aus. Eine weitere Empfehlung der Richtlinie ist die Auswahl seronegativer
Hunde als Blutspender. Dies ist aber besonders in Regionen mit hoher Seroprivalenz und
wegen des hohen finanziellen Aufwandes nur schwer moglich. In unserer Untersuchung
konnte gezeigt werden, dass ein nahezu normales Blutbild eine Bakteridmie nicht ausschlief3t,
was eine Untersuchung aller Blutspender auf A. phagocytophilum-DNA erfordert. Im
optimalen Fall wird das Blut eines jeden Blutspenderhundes vor jeder Blutspende mittels PCR
auf das Vorhandensein von A. phagocytophilum-DNA gestestet. Das gewonnene
Erythrozytenkonzentrat sollte erst nach Erhalt des negativen Ergebnisses weiterverabreicht

werden. Da die Untersuchung auf Erreger-DNA aber einige Zeit in Anspruch nimmt und kein
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Schnelltest zur Verfligung steht, ist das in Notfallsituationen nicht immer moglich. In dieser
Studie wurden drei Hunde beschrieben, die in Notfallsituationen positiv getestetes Blut
erhielten. Soweit nachverfolgbar, entwickelte keiner dieser Hunde Symptome einer CGA,
allerdings wurden alle drei bereits wegen ihrer Grunderkrankung mit Doxycyclin behandelt.
Da die Empfanger der infizierten Erythrozytenkonzentrate nicht mittels PCR auf das
Vorhandensein von A. phagocytophilum-DNA nach der Transfusion getestet wurden, bleibt

die Frage einer moglichen Erregeriibertragung unbeantwortet.

5.2.1 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnten keine Faktoren ermittelt werden, die bei gesunden Hunden
hinweisend fiir eine Infektion mit A. phagocytophilum gewesen sein konnten. Daher wird
empfohlen, alle Blutspender vor jeder Blutspende auf Erreger-DNA mittels PCR zu

untersuchen. Das erlaubt, auch seropositive Hunde zur Blutspende zuzulassen.

5.3 Limitationen

Zu den Limitationen beider Studien zdhlt ihr retrospektiver Charakter. Bei der Auswahl der
Patienten der ersten Studie hdtten gegebenenfalls Hunde mit selteneren, unbekannten
Symptomen {ibersehen werden konnen. Die Untersuchung der Hunde auf Koinfektionen
erfolgte individuell je nach Vorbericht und Auslandsanamnese, es gab kein standardisiertes
»Panel“. Auflerdem wurden die Hunde nach der Therapie nicht erneut auf A.

phagocytophilum-DNA untersucht, was keine Aussage zur Persistenz des Erregers zuldsst.

5.4 Ausblick

Betrachtet man die Ergebnisse beider Studien, so unterstreichen diese die zunehmende
Bedeutung vektoriibertragener Erreger. Es sind weitere Studien notwendig, um die Bedeutung
von A. phagocytophilum als Trigger bei immunvermittelten Erkrankungen wie ITP, IHA und
Polyarthritis in endemischen Gebieten zu untersuchen. Des Weiteren muss untersucht werden,
inwieweit sich Synovia als Untersuchungsmaterial fiir die PCR-Untersuchung eignet.

Es konnte keine Aussage iiber die Persistenz des Erregers getroffen werden, da die Hunde
nach Therapie nicht mittels PCR nachuntersucht wurden.

Im Hinblick auf die Untersuchungen der Blutspenderhunde muss iiberlegt werden, ob diese

nicht zusitzlich zur Untersuchung auf A. phagocytophilum auf B. canis getestet werden
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sollten, da diese Infektionen in unserer Region durch die zunehmende Ausbreitung des

Vektors zunehmen werden und der Erreger auch iiber Bluttransfusionen tibertragbar ist.
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VI. Zusammenfassung

A. phagocytophilum ist ein gram negatives, obligat intrazelluldres Bakterium, welches
hauptsdchlich von Zecken der Gattung Ixodes iibertragen wird. Es beféllt vor allem
neutrophile Granulozyten und ist unter anderem Ausldser der caninen granulozytiren
Anaplasmose.

Ziele der vorliegenden retrospektiven Studien waren 1) die Beschreibung der klinischen
Symptome, der Laborwertverdnderungen, der Therapie und der Verlaufes der CGA und 2) die
Ermittlung des Vorkommens von 4. phagocytophilum bei gesunden Blutspenderhunden und
die Bedeutung des Erregers fiir die Transfusionsmedizin.

1) Im Untersuchungszeitraum 2006 bis 2012 wurden 974 Hunde mit in der Literatur
beschriebenen Symptomen einer CGA in der Klinik fiir kleine Haustiere der FU Berlin
vorstellig, von denen 72 Hunde ein positives PCR-Ergebnis flir 4. phagocytophilum-DNA
hatten. 63 Hunde erfiillten die Einschlusskriterien und gingen in die Studie ein. Die
Hauptsymptome der an CGA akut erkrankten Hunde waren Apathie und reduziertes
Allgemeinbefinden (83 %), Fieber (67 %) und Inappetenz (63 %). Die hiufigste
Laborwertverdnderung war  Thrombozytopenie (86 %) gefolgt von erhohten
Leberenzymaktivititen und Hyperbilirubindmie (77 %), Andmie (70 %), Hypoalbumindmie
(62 %) und Leukozytose (27 %). 44 % von 36 getesteten Hunden mit Thrombozytopenie
waren positiv fiir thrombozytengebundene Antikorper. 59 von 61 Hunden erholten sich, zwei
Hunde verstarben (ein Hund an epileptischen Anfillen, ein weiterer an den Folgen einer
immunh@molytischen Anédmie), zwei Hunde konnten nicht nachuntersucht werden.

Bei Hunden, bei denen eine Zeckenexposition nicht ausgeschlossen werden kann, und die mit
unspezifischen Symptomen wie Lethargie und Fieber und/oder Anzeichen einer immun-
mediierten Erkrankung vorstellig werden, sollte in endemischen Gebieten die CGA als
Ursache in Betracht gezogen werden.

2) Insgesamt 917 EDTA-Blutproben von 517 Blutspenderhunden wurden im
Untersuchungszeitraum 2006 bis 2012 mittels real-time PCR auf das Vorkommen von A.
phagocytophilum-DNA getestet. 158 der Hunde spendeten mehrmals Blut und wurden somit
mehrmals getestet (2 - 11 mal, Median 3). Bei 21 der 917 (2,3 %) Blutproben von 21
Blutspenderhunden war die PCR positiv, bezogen auf die Anzahl der Blutspenderhunde
betrug die Prévalenz 4,06 %. Die positiven Ergebnisse fielen hauptsdchlich in die Monate

Juni (n=8), Mai (n=5) und Juli (n=3), kamen aber auch in fiinf weiteren Monaten vor. Keiner
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der getesteten Hunde war mehrfach positiv. Eine leicht erhohte Rektaltemperatur (>39,0 °C)
lag bei drei Hunden vor. Bei elf Hunden fielen geringgradige Laborwertverdnderungen auf:
Thrombozytopenie (n=3), Leukozytose (n=2), Leukopenie (n=2), Andmie (n=1),
Hyperproteindmie (6 von 18 getesteten Hunden). Im Hinblick auf die
Laborwertverdnderungen gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
PCR positiven und PCR negativen Blutproben.

Da 2,3 % der Blutproben gesunder Blutspenderhunde PCR-positiv fiir A. phagocytophilum
waren, sollten alle Blutspender in endemischen Gebieten vor jeder Blutspende das ganze Jahr

tiber auf das Vorkommen von A. phagocytophilum-DNA im Blut getestet werden.

VII. Summary

Studies on Anaplasma phagocytophilum in dogs: clinical presentation of granulocytic
anaplasmosis and significance for transfusion medicine

A. phagocytophilum is an obligatory intracellular bacterium transmitted by various genera of
Ixodes ticks. It infects neutrophils and is the causative agent of canine granulocytic
anaplasmosis. The goals of the current retrospective studies were 1) to perform analysis of
medical records of dogs naturally infected with 4. phagocytophilum, focusing on clinical
signs, laboratory results, therapy and course of disease and 2) to evaluate the occurrence A.
phagocytophilum in healthy blood donor dogs and to estimate the significance for transfusion
medicine.

1) Between 2006-2012 974 dogs with clinical signs suggestive for CGA were presented in the
Clinic for Small Animals, Faculty of Veterinary Medicine, Freie Universitit Berlin. A total of
72 dogs were PCR-positive, 63 of them fulfilled the inclusion criteria. The most common
clinical signs were lethargy and reduced activity (83 %), fever (67 %), and inappetence (63
%). Thrombocytopenia was the most common laboratory abnormality (86 %), followed by
increased liver enzymes activities and hyperbilirubinaemia (77 %), anaemia (70 %),
hypoalbuminaemia (62 %) and leukocytosis (27 %). 44 % of 36 thrombocytopenic dogs tested
for platelet-bound antibodies were positive. 59 of 61 dogs recovered, two dogs died (epileptic
seizures, immune-mediated haemolytic anaemia) and two were lost for follow-up. In dogs
presented with acute nonspecific clinical signs and/or immune — mediated disease, where tick
exposure cannot be excluded, canine granulocytic anaplasmosis should be considered as a

potential cause in areas where it is endemic.
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2) Between 2006 - 2012 altogether 917 EDTA blood samples from 517 dogs were submitted
for A. phagocytophilum real-time PCR testing. 158 dogs were tested several times (2 — 11
times, median 3). The PCR test was positive for 21 of the 917 blood samples (2.3 %).
Referred to the number of blood donor dogs, the prevalence was 4.06 %. Positive results were
most often detected in June (n=8), May (n=5), and July (n=3), but also in five other months.
None of the dogs tested PCR positive more than once. In three of 21 dogs a mild increase in
rectal temperature (= 39.0 °C) was documented. Mild laboratory abnormalities were noted in
eleven dogs: thrombocytopenia (n=3), leukocytosis (n=2), leukopenia (n=2), anemia (n=1)
and hyperproteinemia (6 of 18 tested dogs). There was no significant difference between the
PCR negative and positive blood samples with regard to laboratory abnormalities.

As altogether 2.3 % of blood samples from healthy canine blood donors were PCR positive
for A. phagocytophilum, blood donors in endemic areas should be screened for A.

phagocytophilum-DNA by PCR in blood samples all year round.
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