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Meinen Patienten
- in Respekt, Ehrfurcht und Dankbarkeit -

Das schonste Denkmal, das ein Mensch bekommen kann,
steht in den Herzen seiner Mitmenschen.
(Albert Schweitzer)
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Einleitung

I Einleitung

Anaplasma (A.) phagozytophilum ist der ncue Name der frither separat benannten Spezies
Ehrlichia (E.) phagozytophila, Ehrlichia (E.) equi und human granulocytic ehrlichiosis agent
(HGE agent). Es ist ecin gramnegatives von Zecken der Gattung Ixodes {iibertragenes
Bakterium, das v. a. neutrophile Granulozyten befillt und bei seiner Vermehrung in diesen
typische Einschlusskorperchen, die sog. Morulae bildet. Es wurde bei verschiedenen Tierarten
sowie dem Menschen nachgewiesen und kann schwere Krankheitsbilder hervorrufen
(DUMLER et al., 2001). Beim Hund fiihrt es zum Krankheitsbild der caninen granulozytdren
Anaplasmose (CGA, frilhere Bezeichnung: canine granulozytire Ehrlichiose), die als sog.
»emerging disease” bei Mensch und Tier gleichermaflen an Bedeutung gewinnt (PAROLA,
2004; GREIG und ARMSTRONG, 2006). Da es zu einer zunechmenden Ausbreitung der
Vektoren kommt, ist auch davon auszugehen, dass die Bedeutung von Infektionen mit A.
phagozytophilum weiter zunehmen wird. Als Ursachen fiir die Ausbreitung der Vektoren
werden u.a. die Klimaerwiarmung, die Anlage von Feuchtgebieten sowie eventuell eine
Anpassung der Vektoren und die Renaturierung groBer Flichen angesehen. Auf diesen
Flachen kommt es zu einer Zunahme von kleinen Nagern und Wildtieren, die als Wirte flir die
Vektoren wichtig sind (BAUER et al., 2007). Die canine granulozytire Anaplasmose wurde
erstmals 1982 in den USA beschriecben (MADEWELL und GRIBBLE, 1982). In den
darauffolgenden Jahren stammten die meisten Berichte aus der Schweiz, Schweden und den
USA (WINKLER et al., 1988; BELLSTROM, 1989; EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA
et al., 1997; PUSTERLA et al., 1998). Inzwischen ist bekannt, dass A. phagozytophilum
weltweit verbreitet ist. Dies geht aus Verdffentlichungen aus Europa (STANEK, 2005),
Amerika (POITOUT et al., 2005), Asien (SUKSAWAT et al., 2001) und Afrika (SARIH et al.,
2005) hervor.

Infektionen mit A. phagozytophilum konnen indirekt durch die Bestimmung des
Antikorpertiters via Indirektem Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT) (WANER et al.,
1998) oder direkt durch den Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten (DUMLER
et al., 2001), eine PCR (COURTNEY et al., 2004) oder eine Zellkultur (FOLEY et al., 2008)
diagnostiziert werden.

Bisher wurden zur granulozytiren Anaplasmose beim Hund nur wenige experimentelle
Studien (LEWIS et al., 1975; WINJUM und RILEY, 1993; EGENVALL et al., 1998;
LILLIEHOOK et al., 1998; LILLIEHOOK et al., 1999; EGENVALL et al., 2000;
ALLEMAN et al., 2006) sowie einige Fallberichte (MADEWELL und GRIBBLE, 1982;
COWELL et al., 1988; MARETZKI et al., 1994; JOHANSSON et al., 1995; GRAVINO et al.,
1997; PUSTERLA et al., 1997; MANNA et al., 2004; ARSENAULT und MESSICK, 2005;
BEXFIELD et al., 2005; KIRTZ et al., 2005; LESTER et al., 2005) und klinische Studien
(STOCKHAM et al., 1992; GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; GOLDMAN et al.,
1998; TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005; SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007) verdffentlicht.

Trotz diverser Literaturstellen ist noch ungeniigend iiber die Pridvalenz in verschiedenen
Regionen Deutschlands, liber die Klinik, iiber effektive Bekdmpfungsmafinahmen bzw.
Prophylaxe sowie liber Reservoire fiir Hunde und Menschen bekannt. Ein Ziel dieser Arbeit
war es daher, die Privalenz von A. phagozytophilum-Infektionen bei Hunden im
Einzugsgebiet der Kleintierklinik der FU Berlin zu ermitteln. Des Weiteren sollten
Symptomatik, Labordiagnostik und Verlauf der Erkrankung bei infizierten Hunden dargestellt
werden. Da A. phagozytophilum von Zecken der Gattung Ixodes (l.) iibertragen wird, sollte
ermittelt werden, wie stark der Zeckenbefall der Hunde war sowie ob und wie bei infizierten
bzw. nicht infizierten Hunden eine Zeckenprophylaxe vorgenommen wurde. Zusétzlich
wurden sog. Langzeitprobanden mit Ektoparasitika behandelt und iiber den Zeitraum eines
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Jahres im Abstand von drei bis vier Monaten auf Neuinfektionen mit A. phagozytophilum
untersucht, um Aussagen iiber die Wirksamkeit der Zeckenprophylaxe treffen zu kénnen.
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II Literaturiibersicht
1. A. phagozytophilum: Allgemeines
1.1. Geschichtlicher Uberblick

1932 wurde erstmals das Zeckenfieber (tick-borne fever), eine akute mit Fieber
einhergehende Erkrankung, bei schottischen Schafen beschrieben (GORDON et al., 1932).
Der Erreger wurde E. phagozytophila genannt. Wihrend der 50er und 60er Jahre wurde E.
phagozytophila als Erreger des sog. Weidefiebers (pasture fever) bei Rindern aus England
und Finnland entdeckt (HUDSON, 1950; BJOERSDORFF, 2005). Die erste equine
granulozytére Ehrlichiose wurde 1969 in Nordkalifornien nachgewiesen, der Erreger wurde
als E. equi benannt (GRIBBLE, 1969). E. equi und E. phagozytophila wurden aufgrund ihrer
ultrastrukturellen Morphologie und phénotypischen Expression urspriinglich als separate
Spezies angesehen (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Die CGA wurde erstmals 1982 in
den USA beschrieben (MADEWELL und GRIBBLE, 1982). In den darauffolgenden Jahren
stammten die meisten Berichte aus der Schweiz, Schweden und den USA (WINKLER et al.,
1988; BELLSTROM, 1989; EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; PUSTERLA
et al., 1998). Bei der Katze wurden Infektionen mit A. phagozytophilum in den spaten 90er
Jahren in Schweden entdeckt, seitdem stammten Berichte aus Grof3britannien, Didnemark,
Spanien, Italien, Osterreich, Irland und Nordamerika (GREIG et al., 1996; LAPPIN et al.,
2004; BIOERSDORFF, 2005; KIRTZ et al., 2005; TARELLO, 2005; SOLANO-GALLEGO
et al., 2006). Seit den frithen 90er Jahren steht die 16S rRNA-Gensequenzierung flir die
mikrobiologische phylogenetische Klassifizierung zur Verfiigung (CHEN et al., 1994;
BARLOUGH et al., 1996; ENGVALL et al., 1996; PUSTERLA et al., 1997; PUSTERLA et
al., 1999). Dies fiel mit dem ersten Auftreten der humanen granulozytidren Anaplasmose in
Wisconsin und Minnesota zusammen (CHEN et al., 1994). Als eine Gensequenz von 1433
Nukleotiden von E. equi, E. phagozytophila und dem humanpathogenen Erreger verglichen
wurde, zeigte sich, dass diese sehr eng verwandt, aber nicht identisch waren: E. equi und E.
phagozytophila unterschieden sich in 2, der humanpathogene Erreger und E. phagozytophila
ebenfalls in 2 sowie der humanpathogene Erreger und E. equi in 3 Nukleotiden (CHEN et al.,
1994; GREIG et al., 1996; DUMLER et al., 2001). Aufgrund der Spekulation, dass diese drei
Erreger letztlich einer Spezies angehdrten, wurde dem humanpathogenen Erreger kein neuer
Speziesname sondern die Bezeichnung HGE agent zugeordnet (GREIG und ARMSTRONG,
2006). SchlieBlich erfolgte 2001 auf der Basis molekularbiologischer Untersuchungen der
16S rRNA- und groESL-Gensequenzen die Vereinigung der Spezies E. phagozytophila, E.
equi und HGE agent in eine Spezies, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit der Typspezies der
Gattung Anaplasma (A. marginale) A. phagozytophilum genannt wurde (DUMLER et al.,
2001).

1.2. Taxonomie und Eigenschaften

A. phagozytophilum wird nach dem heutigen Kenntnisstand taxonomisch in die Familie der
Anaplasmataceae der Ordnung Rickettsiales eingeordnet (DUMLER et al., 2001). Die
fritheren Speziesbezeichnungen E. phagozytophila, E. equi und HGE agent sind gegenwirtig
noch als Namen fiir die verschiedenen Stimme von A. phagozytophilum in Gebrauch (Abb. 1)
(GREIG und ARMSTRONG, 2006).
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Rickettsiales
Rickettsiaceae Anaplasmataceae
Rickettsia Orientia

Ehrlichia Cowdria Neorickettsia Wolbachia Anaplasma  Aegyptinella

A. phagozytophilum A.bovis A marginale A. platys

Ehrlichia phagozytophila Ehrlichia equi HGE agent
Abbildung 1: Systematik der Ordnung Rickettsiales nach DUMLER et al., 2001

A. phagozytophilum ist ein gramnegatives, unbewegliches, kokkoides bis ellipsoides, 0,2 bis
2,0um groBes Bakterium. Es ist obligat aerob, obligat intrazelluldr und nicht zur Glykolyse
befdhigt. Wie alle Spezies der Gattung Anaplasma ist es in Vakuolen unreifer oder reifer
hdmatopoetischer Zellen von Séugetieren zu finden (DUMLER et al, 2001.) A.
phagozytophilum infiziert neutrophile Granulozyten, selten ist es in eosinophilen
Granulozyten zu finden (PUSTERLA et al., 1997; GREIG und ARMSTRONG, 2006). Es
wurde auch von einem Nachweis in Monozyten berichtet (HUDSON, 1950; PUSTERLA et
al., 1997).

Obwohl genetische und phénotypische Unterschiede zwischen den Stimmen E. equi, E.
phagozytophila und HGE agent bestehen, sind sie in 99,1% ihrer 16S rRNA-Gensequenz
homolog und weisen eine starke antigenetische serologische Kreuzreaktivitit auf. Im
Vergleich dazu besteht zwischen A. phagozytophilum und anderen Spezies der neu
klassifizierten Gattung Ehrlichia eine Homologie in der 16S rRNA-Gensequenz von lediglich
94,1%. Serologische Kreuzreaktionen zwischen A. phagozytophilum und E. canis, E.
chaffeensis und E. ewingii sind daher ungewdhnlich und selten (DUMLER et al., 2001).

A. phagozytophilum ist der Erreger der caninen (ENGVALL et al., 1996; GREIG et al., 1996;
EGENVALL et al., 1997), equinen (GRIBBLE, 1969; BARLOUGH et al., 1996; ENGVALL
et al., 1996; BARLOUGH et al.,, 1997), felinen (LAPPIN et al., 2004) und humanen
(BAKKEN et al., 1994; AGUERO-ROSENFELD et al., 1996) granulozytidren Anaplasmose
sowie des Zeckenfiebers der Wiederkduer (GORDON et al., 1932; ENGVALL et al., 1996;
BELONGIA et al., 1997; STUEN et al., 2002).
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1.3. Epidemiologie

Die geografische Verbreitung und Saisonalitit der Erkrankung bei Mensch und Tier
entspricht der Verbreitung der Vektoren. Bei diesen handelt es sich v. a. um Zecken der
Gattung Ixodes (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Inzwischen ist bekannt, dass A.
phagozytophilum weltweit verbreitet ist. Dies geht aus Verdffentlichungen aus Europa
(STANEK, 2005), Amerika (GREIG et al., 1996), Asien (SUKSAWAT et al., 2001) und
Afrika (SARIH et al., 2005) hervor. Zahlreiche Studien iiber die Untersuchung der Priavalenz
bei Zecken sind verdffentlicht. Die Pravalenzen fiir Europa und die USA sind in den Tabellen
1 und 2 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Priavalenz von A. phagozytophilum bei Zecken aus Europa

Land Pravalenz (%) Zahl der Autor, Jahr
untersuchten
Zecken
Bulgarien 19,8 202 CHRISTOVA et al., 2001
Danemark 23,6 106 SKARPHEDINSSON et al.,
2007
Deutschland 2,2 287 BAUMGARTEN et al., 1999
1,6 492 FINGERLE et al., 1999
2,3 305 HILDEBRANDT et al., 2003
4,1 1022 VON LOEWENICH et al., 2003
1,9 5424 HARTELT et al., 2004
4,5 625 LEONHARD, 2005
3,9 127 PICHON et al., 2006
2,9 2862 SILAGHI et al., 2008
Estland 3 100 MAKINEN et al., 2003
Finnland 0 343 MAKINEN et al., 2003
Frankreich 0,4 (Nymphen), | 1065 (Nymphen), | FERQUEL et al., 2006
1,2 (Adulte) 171 (Adulte)
0,1 1049 BEYTOUT et al., 2007
Italien 8 141 SANTINO et al., 2003
9,84 1212 RIZZOLI et al., 2004
0 88 DE LA FUENTE et al., 2005
4.4 1931 PICCOLIN et al., 2006
Norwegen 2,1 341 JENKINS et al., 2001
Osterreich 8,7 880 POLIN et al., 2004
Polen 19,2 424 STANCZAK et al., 2002
4,5 533 SKOTARCZAK et al., 2003
8,7 559 GRZESZCZUK et al., 2004
14 701 STANCZAK et al., 2004
13,1 694 TOMASIEWICZ et al., 2004
4,1 73 SKOTARCZAK et al., 2006
14,1 1474 GRZESZCZUK und
STANCZAK, 2006
14,5 372 GRZESZCZUK, 2006
10,2 684 CHMIELEWSKA-BADORA et
al., 2007
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Portugal 4 (l. ricinus) 142 Nymphen SANTOS et al., 2004
2 (I. ventalloi) 93 Nymphen
2 (l. ricinus) 93 Nymphen
Schottland 1,4 (Nymphen) 554 ALBERDI et al., 1998
1,6 (weiblich)
2,1 (ménnlich)
Schweiz 0,8 653 PUSTERLA et al., 1998
2 100 LEUTENEGGER et al., 1999
1,3 1667 PUSTERLA et al., 1999
1,4 417 LIZ et al., 2000
Slowenien 3,2 93 PETROVEC et al., 1999
Spanien 5 74 OTEOQ et al., 2001
Ungarn 452 6,6 SRETER et al., 2004

Tabelle 2: Pravalenz von A. phagozytophilum bei Zecken aus den USA

Region Privalenz (%) Anzahl der Autor, Jahr
untersuchten
Zecken
Kalifornien 0,8 (minimum percentage of 1112 BARLOUGH et al.,
infected ticks) 1997
2,0 (minimum infection rate) 401 KRAMER et al.,
1999
6,19 (. scapularis) 776 HOLDEN et al.,
8,62 (D. variabilis) 58 2003
1,03 (D. occidentalis) 353
3,4 234 LANE et al., 2004
Minnesota 3.8 103 LAYFIELD und
GUILFOILE, 2002
New Jersey 17 100 VARDE et al., 1998
1,9 107 ADELSON et al.,
2004
6,1 147 SCHULZE et al.,
2005
New York 13,0+ 3,2 1268 DANIELS et al.,
1998
Stidkalifornien, 1,6 818 FANG et al., 2002
Florida,
Georgia

Die Ergebnisse von Priavalenzstudien iiber Infektionen mit A. phagozytophilum bei Hunden
sind den Tabellen 3 und 4 zu entnehmen. Infektionen bei Hunden wurden auch in Stidamerika
in Venezuela (SUKSAWAT et al., 2001) und in Asien in Japan (INOKUMA et al., 2001)
sowie Thailand (SUKSAWAT et al., 2001) nachgewiesen.

Im oberen mittleren Westen und im Nordosten der USA tritt die granulozytdre Anaplasmose
bei Menschen und Hunden zwischen Friihling und friihem Sommer, danach wieder im Herbst
auf. Wenige Félle wurden in der Mitte des Sommers und in den Wintermonaten beschrieben
(BAKKEN et al., 1994; BAKKEN et al., 1996; GREIG et al., 1996). In Schweden wurde die
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Krankheit bei Hunden zwischen Mittsommer bis Herbst nachgewiesen (EGENVALL et al.,
1997).

Tabelle 3: Privalenz von Infektionen mit A. phagozytophilum bei Hunden aus Europa

Land Anzahl der | Privalenz | Untersuchungs- Autor, Jahr
untersuchten (%) methode
Hunde (n)
Deutschland 1124 50,1 IFAT BARUTZKI, 2006
111 432 IFAT JENSEN et al., 2007
245 19,2 IFAT SCHAARSCHMIDT-
KIENER und
MULLER, 2007
5881 21,5 SNAP 4Dx KRUPKA et al., 2008
ELISA
Grof3britannien 120 0,8 PCR SHAW et al., 2005
Italien 344 0 PCR DE LA FUENTE et
al., 2006
460 0 PCR SOLANO-
GALLEGO et al.,
2006
5634 33 IFAT TORINA und
CARACAPPA, 2006
1232 8,8 IFAT EBANI et al., 2008
Osterreich 1470 56,5 IFAT KIRTZ et al., 2007
Polen 192 1 PCR SKOTARCZAK et
al., 2004
Portugal 55 55 IFAT SANTOS et al., 2009
0 PCR
Schweden 611 17,7 IFAT EGENVALL et al.,
2000
246 Hunde 20,7 IFAT JADERLUND et al.,
mit ZNS- 2007
Symptomen
Schweiz 996 7,5 IFAT PUSTERLA et al.,
1998
Spanien 649 15.6 IFAT AMUSATEGUI et
al., 2008
466 11,5 IFAT SOLANO-
GALLEGO et al.,
2006




Literaturiibersicht

Tabelle 4: Priavalenz von Infektionen mit A. phagozytophilum bei Hunden aus den USA

Region Anzahl der Priavalenz | Untersuchungs- Autor, Jahr
untersuchten (%) methode
Hunde (n)
Connecticut 106 (krank) 9,4 IFAT MAGNARELLI et
und New York Westernblot al., 1997
Kalifornien 1082 (klinisch 8,68 IFAT FOLEY et al.,
gesund) 2001
Kalifornien 97 29 IFAT DRAZENOVICH
7 PCR et al., 2006
Kalifornien 182 40 IFAT HENN et al., 2007
7,6 PCR
Minnesota 731 (642 krank, 55 ELISA (SNAP | BEALL et al.,
89 gesund) 4Dx) 2008
9,5 (von PCR
273)
Missouri 88 1,1 PCR LIDDELL et al.,
2003
New York 32 (krank) 31 IFAT MAGNARELLI et
38 Westernblot al., 2001
34 ELISA
Nordosten 60 (krank) 11,7 IFAT MAGNARELLI
und ANDERSON,
1993
North Carolina 1845 (krank) 1,1 IFAT SUKSAWAT et
und Virginia al., 2000
Oklahoma 257 33 IFAT RODGERS et al.,
1989
Rhode Island 277 14,4 IFAT HINRICHSEN et
al., 2001
USA gesamt 479640 4,8 ELISA BOWMAN et al.,
2009

1.4. Vorkommen und Eigenschaften der einzelnen Stimme

Der E. equi-Stamm 16ste in verschiedenen europédischen Landern nur bei Hauswiederkduern
eine Erkrankung aus (GORDON et al., 1932; JONES und DAVIES, 1995; STUEN et al.,
2002). Kein A. phagozytophilum Stamm wurde bisher aus nordamerikanischen Haus- oder
Wildwiederkéduern isoliert (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Alle européischen Isolate von
Menschen, Hunden und Katzen gehorten dem HGE-Stamm an (EGENVALL et al., 1997;
PETROVEC et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; BIOERSDORFF et al., 1999). Auch bei
Hunden, Katzen und Menschen aus den USA wurde bisher nur der HGE-Stamm als Erreger
nachgewiesen, mit Ausnahme der Isolate weniger Patienten aus Kalifornien, bei denen
Abweichungen in einer Nukleotidbase bestanden (BAKKEN et al., 1994; GREIG et al., 1996;
FOLEY et al., 1999; 1IJDO et al., 2000). Alle von Pferden isolierten Stimme aus dem
mittleren Westen und Nordosten der USA waren vom HGE-Stamm, bei Pferden aus
Kalifornien wurde dagegen entweder der HGE-Stamm oder der E. equi-Stamm isoliert, die
sich in einer Nukleotidbase unterschieden (JOHANSSON et al., 1995; BARLOUGH et al.,
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1996; MADIGAN et al., 1996; FOLEY et al., 1999; PUSTERLA et al., 1999; BULLOCK et
al., 2000). Rinder und Schafe, die mit dem HGE-Stamm infiziert waren, erkrankten nicht,
serokonvertierten jedoch. Experimentelle Infektionen von Pferden mit dem E.
phagozytophila-Stamm und Rindern mit dem E. equi-Stamm fiihrten zu asymptomatischen
Infektionen mit Serokonversion, die eine Kreuzimmunitit gegentiiber dem fiir die jeweilige
Spezies pathogenen Stamm hervorriefen (PUSTERLA et al., 1999; PUSTERLA et al., 2001).
Sequenzanalysen des Ankyringens verschiedener Isolate von Menschen und Tieren
identifizierten konservierte Gensequenzen, die sich innerhalb verschiedener Regionen in den
USA und zwischen den USA und Europa unterschieden (MASSUNG et al., 2000; VON
LOEWENICH et al., 2003). Kliniker isolierten 16S rRNA-HGE-Stamm-Varianten von
Zecken und Wild, aber keine dieser Varianten wurde bei Menschen oder Hunden
nachgewiesen (BELONGIA et al., 1997, MAGNARELLI et al., 1999; MASSUNG et al.,
2000).

Eine Vielzahl mittels PCR ermittelter geringer Unterschiede in der Nukleotidsequenz des 16S
rRNA-Gens des E. equi-Stammes bestanden zwischen Isolaten norwegischer Schafe der
gleichen Herde und zwischen Isolaten verschiedener Herden. Diese Unterschiede waren mit
unterschiedlichen serologischen Antworten assoziiert. So waren nur 43% der Schafe, die mit
der A. phagozytophilum Variante 2 infiziert waren, seropositiv, dagegen aber 93% der mit der
Variante 1 infizierten Schafe (STUEN et al., 2002). Es besteht eine genetische Diversitit
zwischen den Stimmen von A. phagozytophilum, was durch die Untersuchung von Sera von
drei Menschen und einem Pferd unterschiedlicher Regionen gezeigt wurde: Es wurden
variable serologische Reaktionen auf isolatspezifische A. phagozytophilum-Immunoblot-
Assays festgestellt. Dem NY-8-Stamm (Stamm aus New York) fehlen einige antigenetische
Determinanten anderer Isolate der E. equi-Gruppe. Die Immunoblots des NY-8-Isolats
produziert weniger und schwichere Banden als die Wisconsin-Isolate Webster und Spooner
sowie das MRK-Isolat von E. equi (ASANOVICH et al., 1997). Experimentelle Arbeiten
lassen den Schluss zu, dass nicht alle genetischen Varianten zu klinischen Symptomen fiihren
miissen. In einer Studie wurden Schafe mit unterschiedlichen genetischen Varianten
experimentell infiziert. Mit der genetischen Variante 1 (GenBank accession no. M73220)
infizierte Schafe entwickelten Fieber, Inappetenz und Gewichtsverlust. Schafe, die mit der
genetischen Variante 2 (GenBank accession no. AF336220) infiziert wurden, blieben dagegen
asymptomatisch (STUEN et al., 2003). Bei 8 Hunden einer amerikanischen Studie wurden 5
verschiedene genetische Varianten beschrieben. Sie unterschieden sich in 1 bis 2 Nukleotiden
in der 16S rRNA-Gensequenz an den Nukleotidbasen 54, 84, 86 und 120 (POITOUT et al.,
2005). Bei 2 Hunden aus der Schweiz wurden identische 16S rRNA-Gensequenzen
festgestellt, die mit den 16S rRNA-Gensequenzen einer humanen granulozytiaren Anaplasma-
Spezies iibereinstimmte (PUSTERLA et al., 1997). Die DNA-Sequenzierung von Isolaten
schwedischer Hunde ergab ebenfalls eine Homologie von 100% mit humanen Isolaten
(JOHANSSON et al., 1995). Die Untersuchung auf weitere genetische und phéanotypische
Varianten und die Ermittlung ihrer Bedeutung insbesondere hinsichtlich ihrer Pathogenitét ist
noch nicht abgeschlossen (GREIG und ARMSTRONG, 2006).

1.5. Ubertragung

Die Ubertragung erfolgt v. a. iiber Zecken der Gattung Ixodes: I. scapularis im oberen
mittleren Westen und Nordosten der USA, I. pacificus in Kalifornien und Britisch-Kolumbien,
I. ricinus in Europa (incl. GroBbritannien) und I. persulcatus und D. silvarum in Asien und
Russland (RICHTER et al., 1996; TELFORD et al., 1996; CAO et al., 2000). Weitere Arten,
die A. phagozytophilum iibertragen konnen sind u.a. Ixodes (I.) dammini, I. trianguliceps, I.
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hexagonus und I. ventalloi (NIJHOF et al., 2007, BOWN et al., 2008; SANTOS et al., 2008).
Diese Zecken werden dem |. persulcatus-Komplex zugeordnet (JONES und DAVIES, 1995;
MAGNARELLI et al., 1995; PANCHOLI et al., 1995; BARLOUGH et al., 1996; GREIG et
al., 1996; RICHTER et al., 1996; TELFORD et al., 1996; BARLOUGH et al., 1997; VON
STEDINGK et al., 1997; PETROVEC et al., 1999; PUSTERLA et al., 1999; LIZ et al., 2000;
CHRISTOVA et al., 2001; DUMLER et al., 2001; FANG et al., 2002). Des Weiteren wurden
die perinatale Ubertragung bei Menschen (HOROWITZ et al., 1998) und die transplazentale
Ubertragung bei Rindern beschrieben (PUSTERLA et al., 1997). Infektionen mit diesem
Erreger haben bei Schafen und Rindern zu Aborten gefiihrt, aulerdem wurde A.
phagozytophilum in der Milch nachgewiesen. Daher sollte eine direkte Ubertragung auf
Neugeborene in Betracht gezogen werden (JONES und DAVIES, 1995; PUSTERLA et al.,
1997). Eine weitere Ubertragungsmdglichkeit stellt die Infektion iiber infiziertes Blut dar, was
bei experimentellen Studien gezielt genutzt wird, bei Bluttransfusionen jedoch eine Gefahr
darstellt (EGENVALL et al., 1998; LILLIEHOOK et al., 1998; REINE, 2004; WARDROP et
al., 2005; ALLEMAN et al., 2006; SCORPIO et al., 2008). Berichte iiber Infektionen via
Bluttransfusion stammen aus der Humanmedizin und der Veterinirmedizin. Bisher wurde nur
von einer Katze und 2 Menschen berichtet, die iber eine Bluttransfusion mit A.
phagozytophilum infiziert wurde (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2008; REINE, 2004).

Eine weitere Méoglichkeit der Ubertragung von A. phagozytophilum stellt der Kontakt mit
infiziertem Blut dar. Drei Schlachter aus den USA, die iiber 250 Rentiere schlachteten und
nach eigenen Angaben keinen Zeckenbefall bemerkt hatten, erkrankten an der humanen
granulozytiren Anaplasmose (BAKKEN et al., 1996). Neuere Studien lassen allerdings
vermuten, dass A. phagozytophilum-Stamme, die Rentiere infizieren, nicht identisch sind mit
humanen A. phagozytophilum-Stimmen (DE LA FUENTE et al., 2005; MASSUNG et al.,
2005). Es wurde daher vermutet, dass diese Individuen vielleicht unbemerkt von Zecken
gebissen wurden (KRAUSE und WORMSER, 2008).

Von einer nosokomialen Ubertragung des Erregers wurde vor kurzem in China berichtet
(ZHANG et al., 2008). Die Untersuchung eines Krankheitsausbruchs liel vermuten, dass die
Ubertragung durch direkten, engen Kontakt mit Blut und Sekreten des Respirationstrakts
eines Menschen erfolgte, der an einer humanen granulozytiren Anaplasmose starb. Der
Erreger konnte nicht kultiviert werden.

1.6. Vektoren und Reservoirwirte

Zecken der Gattung Ixodes sind dreiwirtige Zecken. Die drei Entwicklungsstadien der
Schildzecken befallen verschiedene Wirte: Larven gewohnlich Nager, Nymphen v. a. Vogel
und mittelgroBe Sdugetiere und adulte weibliche Zecken groBe Wirtstiere, wie Rehe und
Rotwild (STANEK, 2005). A. phagozytophilum wird transstadial zwischen Zecken iibertragen,
nur Nymphen und Adulte sind potenzielle Triger (DUMLER et al., 2001). Wildtiere, v. a.
kleine Sédugetiere, bilden das natiirliche Reservoir von A. phagozytophilum. In den USA
werden WeilifuBmause, Streifenhornchen, Amerikanische Buschratten, Nordrételmause und
WeiBBwedelhirsche als Reservoirwirte angesehen (PANCHOLI et al., 1995; BELONGIA et al.,
1997; WALLS et al., 1997; STAFFORD et al., 1999), in Europa Rdételméduse, Waldmaiuse,
Gelbhalsmduse, Waldspitzmiuse, Fiichse sowie Rot- und Schwarzwild (LIZ et al., 2000;
PAROLA, 2004). Vogel scheinen bei der geografischen Verbreitung und Ausbreitung der
Infektion eine wichtige Bedeutung zu haben. Mit A. phagozytophilum infizierte Larvenstadien
von |. ricinus wurden bei Zugvdgeln in Schweden gefunden (BIORSDORFF et al., 2001).
Diese Vogel iiberwinterten in Kontinentaleuropa und Afrika. Gleichermallen waren Vogel in
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Nordamerika infiziert und es wird vermutet, dass diese nicht nur bei der Verbreitung eine
Rolle spielen, sondern auch als Reservoirwirte durch die Ubertragung von A.
phagozytophilum auf Zeckenlarven in Frage kommen (DANIELS et al., 2002).

Da es zu einer zunehmenden Ausbreitung der Vektoren kommt, ist auch davon auszugehen,
dass die Bedeutung von Infektionen mit A. phagozytophilum weiter zunehmen wird. Als
Ursachen fiir die Ausbreitung der Vektoren sind u.a. die Klimaerwérmung, die Renaturierung
grofer Flachen sowie die Anlage von Feuchtgebieten anzusehen. Auf diesen Flichen kommt
es zu einer Zunahme von kleinen Nagern und Wildtieren, die als (Reservoir-)Wirt fiir die
Vektoren wichtig sind. Eine weitere Rolle fiir die Ausbreitung konnte eine Anpassung der
Vektoren spielen (BAUER et al., 2007).

1.7. Ko-Infektionen

Ko-Infektionen mit A. phagozytophilum und anderen sog. ,,Arthropod-borne-pathogens* sind
moglich und kdnnen das Krankheitsbild der CGA komplizieren. Ursachen fiir Ko-Infektionen
sind die Ubertragung verschiedener Krankheitserreger aus einer und/oder mehreren Zecken.
Das Vorhandensein von Antikdrpern gegen andere ,tick-borne-pathogens® kann als ein
Risikofaktor fiir Infektionen mit A. phagozytophilum angesehen werden. In einer Kohorte von
27 Hunden aus dem Siiden North Carolinas wurde eine hohe Zahl an Ko-Infektionen mit
Ehrlichia spp., Bartonella spp., Rickettsia spp. und Babesia spp. festgestellt. Von 27
untersuchten Hunden waren 24 seropositiv fiir A. phagozytophilum, 26 fiir Ehrlichia spp., 16
fiir B. canis, 25 fiir Bartonella vinsonii und 22 fiir R. rickettsii. Bei 2 A. phagozytophilum-
seropositiven Hunden und einem A. phagozytophilum-seronegativen Hund war die A.
phagozytophilum-PCR positiv. Die E. canis-PCR war bei 15 Hunden, die PCR fiir E.
chaffeensis bei 9 Hunden, die PCR fiir E. ewingii bei 8 Hunden und die PCR fiir A. platys bei
9 Hunden positiv. Ko-Infektionen, d.h. ein positiver Antikorpertiter gegen mindestens 2
verschiedene Erreger, wurden bei allen Hunden festgestellt (KORDICK et al., 1999).

Da B. burgdorferi wie A. phagozytophilum von Zecken der Gattung Ixodes iibertragen wird,
sind Ko-Infektionen mit diesen beiden Erregern hiufig, was zu einer Erhoéhung der
Pathogenitit der Erreger fithren konnte (NYARKO et al., 2006; NIETO und FOLEY, 2008).
In den USA wurden Ko-Infektionen mit diesen beiden Erregern in diversen Studien
nachgewiesen (FOLEY et al., 2007; BEALL et al., 2008; BOWMAN et al., 2009).

2. Die granulozytire Anaplasmose
2.1. Pathogenese

Die Ubertragung von A. phagozytophilum erfolgt zwischen 24 und 48 Stunden nach dem
Zeckenbiss (KATAVOLOS et al., 1998; DES VIGNES et al., 2001). Die Inkubationszeit
betrdgt ein bis zwei Wochen, im Durchschnitt lag sie bei experimentell liber Zecken
infizierten Pferden bei 10,5 Tagen (PUSTERLA et al., 1999).

A. phagozytophilum besitzt einen ausgepragten Zelltropismus: In vitro infiziert A.
phagozytophilum sowohl granulozytire als auch monozytire Vorlduferzellen des
Knochenmarks. Eine Vermehrung wurde in einigen humanen Zelllinien promyelozytirer
Leukidmiezellen (HL-60 [human leukaemia cellline] und KG-1 [sAML/MDS-Zelllinie]),
myelomonozytiren Zellen (THP-1 [de novo akute myeloische Leukdmie Zelllinie]),
endothelialen Zellkulturen und Zecken-Zellkulturen beschrieben. HL-60 Zellen, die zu einer
Differenzierung in neutrophile Zellen induziert wurden, stellten nach der Infektion mit A.
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phagozytophilum zwar ihr Wachstum ein, A. phagozytophilum vermehrte sich in diesen Zellen
jedoch weiter. Differenzierten sich HL-60 Zellen dagegen in monozytire Zellen, fand keine
weitere Vermehrung von A. phagozytophilum statt. Am empfanglichsten fiir eine Infektion
mit A. phagozytophilum sind differenzierte Zellen der neutrophilen Zelllinie (DUMLER et al.,
2005).

A. phagozytophilum bindet an fukosylierte und sialysierte Geriistproteine an der Oberfldache
neutrophiler Granulozyten: PSGL-1 und das Tetrasaccharid Sialyl Lewis X. Es gelangt durch
Caveolae-mediierte Endozytose in neutrophile Granulozyten des Wirtes (GOODMAN et al.,
1999; HERRON et al., 2000; CARLYON und FIKRIG, 2006). Der bisher am besten
untersuchte Ligand ist PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1, CD162), an das A.
phagozytophilum zumindest teilweise iiber Msp2 (major surface protein 2) bindet. Msp2 ist
vermutlich Teil eines Adhésin-Komplexes, bei dem Msp2-Oligomere eine Bindung mit
anderen Oberflichenproteinen cingehen. Nach der Bindung von A. phagozytophilum an
neutrophile Granulozyten kommt es zwar noch zur Internalisierung des Bakteriums, die
Endosomen reifen jedoch nicht weiter. Aulerdem akkumulieren sie auch keine Marker, die
fir reife Endosomen oder Phagolysosomen charakteristisch sind. A. phagozytophilum
konstruiert letztlich iiber starke Verdnderungen in einem sog. ,.endocytic pathway* eine
protektive Vakuole. (WEBSTER et al., 1998). Dadurch findet weder eine Ansiduerung der
Vakuole noch die Fusion zum Lysosom statt. Dies hat zur Folge, dass A. phagozytophilum
nicht von lysosomalen Enzymen abgetotet werden kann. A. phagozytophilum teilt sich in den
Vakuolen weiter, bis es schlieBlich zur Zelllyse kommt. Diese ermdglicht die Infektion
weiterer Zellen (DUMLER et al., 2005). A. phagozytophilum kann in neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut und in Zellen des mononukledren Phagozytosesystems
(Milz, Leber und Knochenmark) gefunden werden (EGENVALL et al., 1998; EGENVALL et
al., 2000; DUMLER et al., 2001).

Die Anzahl der beschriebenen Proteine von A. phagozytophilum ist limitiert, obwohl
Genomsequenzen bei der Definition der Strukturen und Funktionen hilfreich sein kénnen. Das
mengenmélig haufigste Protein von A. phagozytophilum ist Msp2, das durch eine
Multigenfamilie von mindestens 22 paralogen Genen im Webster-Stamm-Genom und 52 oder
mehr paralogen Genen im HZ-Stamm-Genom codiert wird (SCORPIO et al., 2004). Paraloge
Gene sind durch Duplikation innerhalb eines Genoms entstanden und haben meist neue, aber
verwandte Funktionen (KUHN, 2006). Die Vielfalt der Antigene (aus dem englischen fiir
antibody generating) zwischen den A. phagozytophilum-Stimmen verschiedener Regionen
wird durch die msp2-(Gen, das fiir Msp2 codiert) Genkonversion erhoht. Es wird vermutet,
dass die Diversitdt durch Immunselektion vorangetrieben wird und eine wichtige Rolle bei der
Persistenz der Infektion in Reservoirwirten spielt. Eine eingeschriankte msp2-Transkription
und Msp2-Expression iiber mehrere Passagen und in Zeckenzellen lisst eine Selektion durch
Fitness flir neue Nischen vermuten, was durch die Rolle von Msp2 als Adhésin unterstrichen
wird (PARK et al., 2003; SCORPIO et al., 2004).

Neben msp2 ist ankA (Gen mit Ankyrin-repeats, das fiir Ankyrin A codiert) die am
intensivsten studierte Komponente von A. phagozytophilum (CATUREGLI et al., 2000;
PARK et al., 2004). Dieses Gen codiert fiir Ankyrin A (AnkA), ein 153-160kDa grof3es
Protein mit mindestens 11 N-terminalen Ankyrin-Wiederholungen und einem C-Terminus mit
mehreren Tandem-Wiederholungen. Es bestehen keine Homologien zu anderen Proteinen.
AnkA-Sequenzen unterscheiden sich je nach geografischem Ursprung des entsprechenden A.
phagozytophilum-Stammes. Bei den nordamerikanischen Stimmen liegt eine relative
Konservierung vor, bei den europdischen Stimmen dagegen eine Diversitit. Inwiefern die
ankA-Diversitdit mit der Schwere der Erkrankung durch den entsprechenden A.
phagozytophilum-Stamm in Verbindung steht, ist nicht bekannt (DUMLER et al., 2005). Eine
interessante Beobachtung hinsichtlich AnkA ist die Lokalisation im Nukleus infizierter
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neutrophiler Granulozyten, wo die Komplexbildung mit Chromatin erfolgt. Obwohl wenig
dariiber bekannt ist, ob AnkA das Uberleben oder die Pathogenese von A. phagozytophilum
beeinflusst, ist es derzeitig das einzige bekannte von A. phagozytophilum sezernierte Protein,
das die Bakterien- und Vakuolenmembran passiert, durch das Zytoplasma gelangt und die
Kernmembran passiert, um ein Ziel am Nukleus zu finden. Im Nukleus infizierter neutrophiler
Granulozyten oder HL-60 Zellen bindet AnkA an Kernproteine und -komplexe Adenin (A)-
und Thymin (T)-reicher Kern-DNA, denen spezifische konservierte Bereiche fehlen (PARK
et al., 2004; DUMLER et al., 2005). Allein ihre Prasenz im Zellkern von Zellen, in denen die
Transkription verdndert erscheint, erfordert weitere Untersuchungen der direkten
pathogenetischen Rolle in der Regulation eukaryoter Genexpression (DUMLER et al., 2005).

2.1.1. Tiermodelle und Immunpathogenitit

Die Diskrepanz zwischen Bakterienlast und histopathologischen Verdnderungen bei der
granulozytdren Anaplasmose lassen vermuten, dass diese Erkrankung mit Immuneffektoren in
Zusammenhang steht, durch die es unbeabsichtigt zu einer Gewebeschddigung kommt. In
vivo werden humane Zytokinantworten durch IFN-y (Interferon-y) und IL-10 (Interleukin-10)
dominiert, dagegen kommt es zu einem Mangel an TNF-a (Tumornekrosefaktor-a), IL-1B
(Interleukin-1B) und IL-4 (Interleukin-4) (DUMLER et al., 2000). Dies ldsst auf eine
Bedeutung der Makrophagenaktivierung bei Genesung und Krankheit schlieBen (DUMLER et
al., 2005). In einem Mausmodell wurde ein dhnliches Zytokinmodell wie beim Menschen
ermittelt (LEPIDI et al., 2000). In diesem Modell war die Bakterienlast an Tag 7 am hochsten
und nahm dann wieder rasch ab. IFN-y erreichte am Tag 10 sein Maximum und sank danach
ebenfalls schnell. Die histopathologischen Verdnderungen waren an den Tagen 7 bis 10
minimal, erreichten am Tag 14 ihr Maximum und nahmen anschlieBend wieder ab. Dies lésst
vermuten, dass IFN-y eine Rolle bei den histopathologischen Verdnderungen und der
Restriktion der Infektion spielt. Bewiesen wurde dies dadurch, dass histopathologische
Lasionen bei IFN-y-Knock-out-Méusen ausblieben und es zu einem 5- bis 8-fachen Anstieg
der Bakterienzahl kam. Im Gegensatz dazu kam es bei IL-10-knock-out-Mausen mit einer nur
gering eingeschrinkten IFN-y-Produktion zu keiner erhohten Bakterienlast und
histopathologische Lasionen waren signifikant starker als bei der Kontrollgruppe (MARTIN
et al., 2001). Die Mechanismen der Restriktion des Bakterienwachstums scheinen klar mit der
[FN-y-Produktion in Verbindung zu stehen; inwiefern die Nitridoxidsynthase 2 (NOS2) in
diesem Prozess eine Rolle spielt, ist noch ungeklédrt. Die Aktivierung der angeborenen
Abwehr durch TLR-2 (toll-like receptor 2), TLR-4 (toll-like receptor 4), MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88), TNF-a und CYBB (cytochrome b-558, beta
polypeptide) fiihrt zu keiner Kontrolle von A. phagozytophilum (DUMLER et al., 2005).
Mehrere Mausmodelle zeigen keine Korrelation zwischen histopathologischen Lisionen und
Bakterienlast. GleichermaB3en werden bei der Infektion von TLR-2-, TLR-4-, MyD88-, TNF-
a- und CYBB-Knockout-Médusen sowohl Bakterienlast als auch histopathologische
Verdnderungen nicht beeinflusst. Derartige Ergebnisse unterstiitzen eine Immunantwort-
auslosende Rolle von A. phagozytophilum als Krankheitsmechanismus (DUMLER et al.,
2005).

IFN-y und IL-10 stellen Schliisselmarker oder Effektoren von Lésionen bei Infektionen mit A.
phagozytophilum dar. Thr Ursprung ist jedoch unklar. Eine Infektion von Neutrophilen und
HL-60-Zellen (differenziert in neutrophil-like cells) produziert einen bemerkenswerten
Anstieg von CXC- und CC-Chemokinen, incl. IL-8, RANTES (regulated and normal T cell
expressed and secreted), MIP-la (macrophage inflammatory protein-la), MIP-13
(macrophage inflammatory protein-18) und MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1),
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aber nicht IL-10, TNF-a, IL-1p oder IL-4 (KLEIN et al., 2000). Dies ldsst vermuten, dass A.
phagozytophilum teilweise neutrophile Granulozyten aktiviert (DUMLER et al., 2005). Eine
verminderte Bakteridmie wurde durch eine Blockade der Chemokinrezeptoren (CXCR2) und
bei CXCR2-knockout-Mausen beobachtet (AKKOYUNLU et al., 2001). Dies verschafft dem
Bakterium vermutlich einen Uberlebensvorteil durch die Rekrutierung neuer neutrophiler
Granulozyten und die Erhdhung der Konzentration infizierter Zellen im Blut, die bei einem
erneuten Zeckenbiss von diesen aufgenommen werden konnen. Trotz der gesteigerten
Bakteridamie werden nicht vermehrte histopathologische Lésionen beobachtet, was durch
frithere Studien bestétigt wird. Der Nachteil der Chemokinproduktion fiir den Wirt ist also die
Rekrutierung von aktivierten Entziindungszellen, die zu einer IFN-y-induzierten Entziindung
fiihren und Gewebe schddigen konnen (DUMLER et al., 2005).

2.1.2. Funktionsinderungen neutrophiler Granulozyten bei Infektionen mit A.
phagozytophilum

Eine Infektion mit A. phagozytophilum resultiert in einer signifikanten Storung der normalen
Neutrophilenfunktion, incl. der endothelialen Zelladhdsion und Transmigration, Motilitét,
Degranulation, ,,respiratory burst*“-Aktivitit und Phagozytose.

A. phagozytophilum iiberlebt das initiale Zusammentreffen durch die Entgiftung des von
neutrophilen Granulozyten gebildeten Superoxids, was evtl. auf die Wirkung des
bakterieneigenen Enzyms Superoxiddismutase zurlickgefiihrt werden kann (OHASHI et al.,
2002; CARLYON et al., 2004). Infizierten HL-60 Zellen fehlt die respiratory-burst-Aktivitit
aufgrund reduzierter Transkriptionskomponenten der Phagozytenoxidase, u.a. auch der
Untereinheit gp91phox (Glykoprotein 91 Phagozytenoxidase) und RAC2 (ras-related C3
botulinum toxin substrate 2) (CARLYON et al., 2002; CHOI und DUMLER, 2003). Dies
wurde bisher bei infizierten neutrophilen Granulozyten noch nicht nachgewiesen. Die
Reduktion der Phagozytenoxidase bewirkt eine Reduktion der lokalen Entziindungsregulation.
Dies resultiert aus der Unfdhigkeit, Entziindungsmediatoren, wie Leukotriene, Komplement
und vielleicht andere Komponenten zu zerlegen.

Eine andere normale Funktion neutrophiler Granulozyten ist die Apoptose. Hieriiber werden
gewOhnlich innerhalb von 24 bis 48 Stunden Entziindungen iiber einen programmierten
Zelltod aktivierter Neutrophiler reguliert. Die Aktivierung der Opsonophagozytoserezeptoren
und die Degranulation gehen gewo6hnlich mit einem schnellen Zelltod (Apoptose) einher. Die
Induktion der Apoptose ist bei neutrophilen Granulozyten, die mit A. phagozytophilum
infiziert sind, um 24 Stunden verzogert und steht in Zusammenhang a) mit einer
aufrechterhaltenen Transkription von Genen der Genfamilie bcl2, b) der Stabilisation des
Mitochondrien-pathways, der das Procaspase-3-Processing verhindert und c¢) einer
Verldngerung des Zeitraums der Degranulation, was die Entziindung verstirkt (CHOI und
DUMLER, 2003; CHOI et al., 2004; GARYU et al., 2005). Dadurch werden das Uberleben,
die Vermehrung von A. phagozytophilum in kurzlebigen, differenzierten Leukozyten und die
Aufnahme von A. phagozytophilum in Zecken ermdglicht (GE et al., 2005). Mit A.
phagozytophilum infizierte neutrophile Granulozyten und HL-60-Zellen kénnen nicht an
mikrovaskulidre Endothelzellen binden. Dieser Adhidsionsdefekt resultiert aus dem sog.
Shedding der neutrophilen Bindungsrezeptoren PSGL-1 und L-Selektin, die den ersten
kritischen Schritt in der Rekrutierung von Entziindungszellen ausmachen. Die Rekrutierung
bleibt — trotz der schnellen Mobilisation der B2-Integrine (CD11b/CD18) und ICAM-1
(CD54), die die zweite Phase der festen endothelialen Bindung mediieren — aus. Daher sind
infizierte neutrophile Granulozyten trotz der stimulierten Motilitdt nicht in der Lage,
endotheliale Zellbarrieren zu passieren. Zum Selektinshedding kommt es aufgrund der
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Degranulation infizierter Zellen. Hierbei werden verschiedene Enzyme freigesetzt (EDTA-
inhibitable Sheddase [Metalloprotease], P2-Integrine, CD66b und andere Entziindungs-
komponenten, wie Gelatinase (MMP9 [Matrix Metalloprotease 9]) (CHOI et al., 2003; CHOI
et al., 2004).

Alles in allem kommt es zu einer steigenden Anzahl infizierter Zellen im peripheren Blut, die
fiir die Gewebsrekrutierung unempfindlich sind und eine verldngerte Lebensspanne haben.
Fiir den Wirt bedeutet dies eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zur Beteiligung
an proinflammatorischen Prozessen, wéhrend diese als mikrobizide Effektoren oder
Regulatoren der Entziindung ungeeignet sind. Fir A. phagozytophilum dagegen liegt die
Bedeutung in der Sicherung von Uberleben, Replikation und Aufnahme in Zecken (DUMLER
et al., 2005).

2.1.3. Blutbildverinderungen bei Infektionen mit 4. phagozytophilum

Komplexe immunologische Vorginge konnen zur Entstehung von Thrombozytopenie,
Andmie und Leukopenie beitragen. Der genaue Pathomechanismus ist derzeit noch nicht
geklért. In vitro stimulieren A. phagozytophilum-infizierte neutrophile Granulozyten eine
gesteigerte Produktion von IL-8 und anderen Zytokinen (MIP-1a, MCP-1 und RANTES).
MIP1la, MIP-1B und IL-8 hemmen die Himatopoese in vitro (ECKERSALL, 1995).

Eine Thrombozytopenie kann auf verschiedene Mechanismen zuriickgefiihrt werden. Hierzu
gehoren ein erhohter Verbrauch an Thrombozyten aufgrund einer disseminierten intravasalen
Koagulopathie (DIC), die Sequestration von Thrombozyten in der Milz, die immunbedingte
Zerstorung von Thrombozyten oder die Produktion von hemmenden Faktoren (SMITH et al.,
1975; WANER et al., 1995; WONG und THOMAS, 1998). In einer Arbeit aus der
Humanmedizin wurde festgestellt, dass 80% der Patienten, diec mit A. phagozytophilum
infiziert waren, einen positiven Thrombozyten-Antikorpertest aufwiesen (WONG und
THOMAS, 1998). Auf die Entstehung von Anédmie und Leukopenie wird im Abschnitt 3.1.
ndher eingegangen.

2.2. Klinische Befunde
2.2.1. Experimentelle Studien

Experimentelle Studien wurden u.a. bei Pferden, Kiithen und La@mmern durchgefiihrt
(PUSTERLA et al., 1997; PUSTERLA et al., 1999; FRANZEN et al., 2005; FRANZEN et al.,
2007; STUEN et al., 2008). Pferde wiesen folgende Symptome auf: Fieber, Mattigkeit,
Inappetenz, erhohte Herz- und Atmungsfrequenz, Ataxie, Bewegungsunlust und
GliedmaBenodeme (FRANZEN et al.,, 2005). Ein Pferd der schwedischen Studie starb
plotzlich 8 Tage post infectionem. Es wies die gleiche Symptomatik wie die librigen Pferde
auf (FRANZEN et al., 2005; FRANZEN et al., 2007). Alle experimentell infizierten Kiihe
erkrankten nach einer Inkubationsphase von 5 bis 9 Tagen. Die hiufigsten Symptome waren
Fieber (40,2-41,7°C), verminderte Milchleistung und eine gering- bis mittelgradige Storung
des Allgemeinbefindens. Zusitzlich wurden respiratorische Symptome beobachtet: Polypnoe,
Nasenausfluss, Husten und abnorme Lungengerdusche. Die Tiere wurden nicht behandelt,
und waren nach durchschnittlich 8 Tagen wieder klinisch gesund (PUSTERLA und BRAUN,
1997). Experimentell infizierte Schafe erkrankten nach einer Inkubationszeit von 4 Tagen und
hatten iiber einen Zeitraum von 8 Tagen Fieber (STUEN et al., 2008). Weitere unspezifische
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Symptome, die bei Schafen beschrieben wurden, waren Inappetenz und Gewichtsverlust
(STUEN et al., 2008).

2.2.2. Natiirliche Infektion

Bei Pferden wurden Fieber, Lethargie, Anorexie, Schwiche, Muskelverhédrtung, Ataxie,
petechiale Blutungen, GliedmaBenddeme und Ikterus beobachtet (GRIBBLE, 1969;
MADIGAN und GRIBBLE, 1987; MADIGAN et al., 1996; BERMANN et al., 2002), bei
Katzen  Fieber, Lethargie, Anorexie, Hyperdsthesie, @ Lahmheit, Polyarthritis,
Lymphadenopathie, Gewichtsverlust und Augenverinderungen (BJOERSDORFF et al., 1999;
LAPPIN et al., 2004; KIRTZ et al., 2005; TARELLO, 2005).

2.3. Laborbefunde
2.3.1. Experimentelle Infektion

Experimentell infizierte Pferde wiesen wihrend der febrilen Phase Leukopenien,
Neutropenien und Lymphopenien auf. Alle Pferde hatten eine Thrombozytopenie, die langer
andauerte als die Leukopenie. AuBBerdem fiel bei allen Pferden eine Andmie auf (FRANZEN
et al.,, 2005). Ein Pferd dieser Studie, das am 8. Tag post infectionem starb, wies keine
weiteren abnormen Laborbefunde auf (FRANZEN et al.,, 2007). Kiihe wiesen &hnliche
abnorme Laborbefunde auf: Leukopenie (aufgrund von Neutropenie, Lymphopenie und
Eosinopenie), Thrombozytopenie und Andmie. Bei jeweils 3 Kiihen kam es zu einem Anstieg
von Kreatinin- und Bilirubinkonzentrationen iiber den Referenzwert (PUSTERLA et al.,
1997). Auch bei Schafen wurde von einer Neutropenie berichtet (STUEN et al., 2008).

2.3.2. Natiirliche Infektion

Katzen hatten folgende abnorme Laborbefunde: Andmie, Thrombozytopenie,
Hyperglobulindmie, Neutrophilie und eine stressbedingte ggr. Hyperglykdmie (LAPPIN et al.,
2004; KIRTZ et al, 2005; TARELLO, 2005). Bei Wiederkduern traten folgende
Laborverdnderungen auf: Leukopenie, Neutropenie, Thrombozytopenie. Des Weiteren wurde
von einem Abfall der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase sowie der Zink- und Eisenspiegel
im Plasma berichtet. Auch eine Hyperbilirubindmie und erhohte Kreatininwerte wurden
festgestellt (WOLDEHIWET, 2006). Bei Pferden wurden abnorme Laborbefunde wie
Thrombozytopenie, Leukopenie, Andmie, Hyperbilirubindmie, Hypoalbumindmie und
Hyperfibrinogendmie erhoben (BERRINGTON et al., 1996; BERMANN et al., 2002).

2.4. Pathologische Befunde

Pathologische Liasionen, die durch Infektionen mit A. phagozytophilum ausgelost wurden,
waren bei Menschen und experimentell infizierten Hunden, Affen, Méusen, Pferden und
Schafen gering (EGENVALL et al., 1998; HODZIC et al., 1998; FOLEY et al., 1999; LEPIDI
et al., 2000; MARTIN et al., 2000; BORJESSON et al., 2001; HODZIC et al., 2001).

In einer equinen Studie wurde eine Vaskulitis im Skelettmuskel und in Sehnen beschrieben
(LEPIDI et al., 2000). Bei einem Pferd, das 8 Tage post infectionem starb, fielen

16



Literaturiibersicht

Héamorrhagien in den inneren Organen sowie eine Vaskulitis und Thrombose der Nieren auf,
was mit einer DIC in Verbindung gebracht wurde. Dies war der erste Fall, bei dem ein
Todesfall allein auf eine Infektion mit A. phagozytophilum und die daraus resultierende
granulozytire Anaplasmose zuriickgefiihrt wurde. Dieses Pferd war 19 Jahre alt, aber in guter
physischer Kondition und klinisch gesund. Es ist moglich, dass das Unvermogen die Infektion
zu kontrollieren und eine daraus resultierende DIC auf einer altersabhéngigen verminderten
Immunkompetenz basierte (FRANZEN et al., 2007).

Weitere pathologische Befunde, die bei der Untersuchung von Hunden erhoben wurden, sind
dem Abschnitt 3.4. zu entnehmen.

2.5. Diagnose

Die Jahreszeit, Anamnese, klinischen Symptome, hdmatologischen und klinisch-chemischen
Befunde und die Ergebnisse der serologischen Untersuchung konnen bei der Stellung der
Verdachtsdiagose A. phagozytophilum-Infektion hilfreich sein (GREIG und ARMSTRONG,
2006).

Kriterien fiir die Diagnosestellung humane granulozytidre Anaplasmose sind (BAKKEN und
DUMLER, 2006):

e vierfacher oder hoherer Anstieg oder Abfall des Antikorperspiegels gegen Anaplasma
phagozytophilum mittels Bestimmung des IFAT aus zwei Serumproben, die im
Abstand von vier Wochen gewonnen werden oder

e positives PCR-Ergebnis oder

e Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut bei
gleichzeitigem positiven PCR- oder IFAT-Ergebnis oder

e Kultivierung von Anaplasma phagozytophilum aus Patientenblut

2.5.1. PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist sensitiver als der Nachweis von Morulae in
neutrophilen Granulozyten und erlaubt die Amplifikation definierter DNA-Abschnitte
(KOOLMAN und ROHM, 1998). Die PCR ermdglicht eine spezifische Diagnose, wihrend
bei der serologischen Untersuchung Kreuzreaktionen mit eng verwandten Rickettsien
auftreten konnen. Als Untersuchungsmaterial eignet sich am besten EDTA-Blut, des Weiteren
kann ein DNA-Nachweis aus dem Buffy-Coat, Knochenmark oder Milzgewebe erfolgen
(EGENVALL et al., 2000). Die Proben miissen vor Beginn der Antibiotikatherapie
genommen werden (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Mittels der PCR konnen folgende
Gene amplifiziert werden: 16S rRNA, msp2 (p44), msp4, groESL, rrs, epankl oder ankA
(EGENVALL et al., 2000; MASSUNG und SLATER, 2003; SANTOS et al., 2004; DE LA
FUENTE et al., 2008). Einige dieser Assays amplifizieren lediglich die DNA von A.
phagozytophilum, andere Assays amplifizieren die DNA verschiedener Rickettsien, so dass
eine anschlieende Sequenzierung des DNA-Produkts erforderlich ist, um die Identifikation
des Infektionserregers zu ermoglichen. Die meisten PCRs amplifizieren die 16S rRNA oder
das msp2 (p44). Assays, die auf dem msp2-Gen basieren, sind gewohnlich spezifisch fiir den
Nachweis von A. phagozytophilum. Im Gegensatz dazu werden mit Assays zum Nachweis der
16S rRNA auch die Gene anderer Anaplasma spp. und sogar anderer Bakterien, wie z.B.
Bartonella henselae erfasst (EGENVALL et al., 2000). Ein real-time-Assay wurde fiir die
Amplifikation der DNA des msp2-Gens einer Vielzahl verschiedener Stimme
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unterschiedlicher Regionen entwickelt (DRAZENOVICH et al., 2006). Kreuzreaktionen
zwischen A. phagozytophilum und A. platys wurden nicht nachgewiesen, sofern das msp2-
Gen amplifiziert wurde, wohl aber bei Amplifikation der Gene rrs und groESL (SANTOS et
al., 2009).

Die ersten Arbeiten zum Nachweis von A. phagozytophilum im Blut mittels verschiedener
PCR-Verfahren sind in den 1990er Jahren erschienen (CHEN et al., 1994; BARLOUGH et al.,
1996; ENGVALL et al., 1996; PUSTERLA et al., 1997; PUSTERLA et al., 1999). In den
ersten Jahren wurde je nach eingesetztem Verfahren auch die DNA nah verwandter Bakterien
amplifiziert. Ziele weiterer Studien war daher eine Verbesserung der Spezifitit zum Nachweis
von Infektionen mit A. phagozytophilum. In den letzten Jahren ist es gelungen, eine
Genogruppen-spezifische PCR fiir A. phagozytophilum zu entwickeln (PUSTERLA et al.,
2000; COURTNEY et al.,, 2004). Mit einer sog. ,one-tube-PCR* ist eine spezifische
Amplifikation von DNA der E. phagozytophila-Genogruppe-zugeordneteten Bakterien (E.
equi, E. phagozytophila, HGE-Agent) moglich. Eine Unterscheidung der einzelnen Stimme
ist mit diesem Verfahren nicht moglich. Eine Amplifikation der DNA nah verwandter Spezies
(E. risticii, E. chaffeensis, E. canis, N. helminthoeca, A. marginale, R. rickettsii, R. typhi)
erfolgte nicht, sodass Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden konnen (PUSTERLA et al.,
2000). Auch mit der Multiplex-PCR wurden alle getesteten A. phagozytophilum-Stimme
erkannt (USG3, MRK und Webster), die DNA von A. marginale, R. rickettsii, R. prowazekii,
Escherichia coli, Bartonella henselae, E. canis, E. chaffeensis und N. sennetsu wurde dagegen
nicht amplifiziert. Folglich koénnen auch mit diesem Verfahren zwar die verschiedenen
Stamme von A. phagozytophilum nachgewiesen werden, Kreuzreaktionen mit anderen nah
verwandten Spezies treten jedoch nicht auf. Bisher wurde noch kein Verfahren entwickelt, mit
dem die verschiedenen Stimme routineméfBig im Rahmen der Diagnostik unterschieden
werden. Dies muss Gegenstand weiterer Studien sein (COURTNEY et al., 2004). Es ist zu
beachten, dass nur ein positives Ergebnis aussagekriftig ist (GREIG und ARMSTRONG,
2006; BJIOERSDORFF, 2005).

2.5.2. Zellkultur

Alle Stamme von A. phagozytophilum konnen in vitro in einer bestimmten Zelllinie, der sog.
humanen leukdmischen Zelllinie (HL-60-Zellen) kultiviert werden (GOODMAN et al., 1996).
Seitdem wurde diese Methode in verschiedenen Laboren zur Untersuchung der Erkrankung
eingesetzt, wird aber kommerziell nicht angeboten und ist sehr aufwendig (GREIG und
ARMSTRONG, 2006).

2.5.3. Serologische Untersuchung

Eine Untersuchung auf A. phagozytophilum via IFAT kann erforderlich sein, falls keine
Morulae in neutrophilen Granulozyten zu finden waren und/oder die PCR negativ ist (GREIG
und ARMSTRONG, 2006). Es wurden sowohl ein polyklonaler indirekter
Immunfluoreszenzantikdrpertest (IFAT) als auch ein Westernblot entwickelt. Das gingigste
Verfahren ist der IFAT. Zwischen A. phagozytophilum und A. platys wurden ebenfalls
Kreuzreaktionen festgestellt (INOKUMA et al., 2001). Es ist daher allein {iber die Serologie
kein eindeutiger Schluss auf den einer Infektion oder Erkrankung zugrunde liegenden Erreger
moglich (SANTOS et al., 2009).

Trotz der beschriebenen Kreuzreaktivitit bleibt die serologische Untersuchung die haufigste
Untersuchungsmethode fiir den Nachweis einer Infektion mit A. phagozytophilum, falls keine
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Morulae in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden konnten oder falls eine
Unterscheidung zwischen A. phagozytophilum und E. ewingii unmoglich ist. Im oberen
mittleren Westen der USA sind Infektionen mit E. canis oder E. ewingii selten bis nicht
vorhanden, sodass ein positiver Antikorpertiter fiir A. phagozytophilum mit grofler
Wahrscheinlichkeit fiir eine A. phagozytophilum-Infektion spricht. Da alle Ehrlichia und
Anaplasma spp. empfindlich fiir Tetrazyklin sind, ist eine Unterscheidung zwischen diesen
verschiedenen Organismen weniger von klinischer als von akademischer oder zoonotischer
Bedeutung. Der Ausschluss einer Infektion mit E. canis ist aufgrund des Potenzials, eine
lebensbedrohliche chronische Erkrankung auszulosen, von grofiter Wichtigkeit (GREIG und
ARMSTRONG, 2006).

Die Unterschiede zwischen den verschiedenen A. phagozytophilum-Stimmen sind grofl genug,
um in verschiedenen Laboren unterschiedliche Ergebnisse bei der Untersuchung der gleichen
Probe zu erhalten (MAGNARELLI et al, 1998). Daher ist bes. bei
Wiederholungsuntersuchungen, in denen Titeranstiege fiir die Diagnose oder Titerabnahmen
als Antwort auf eine Therapie ermittelt werden sollen, darauf zu achten, die Proben in das
gleiche Labor zu schicken (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Immunoblotassays sind fiir
die Antikorpertiterbestimmung speziesspezifischer. Kreuzreaktionen mit anderen verwandten
Spezies konnen sowohl bei der Untersuchung via IFAT als auch iiber einen Immunoblot
auftreten. Die serologische Kreuzreaktivitit kommt durch das Vorhandensein
immundominanter Oberfldchenproteine auf dem Erreger zustande. Diese sind sich sehr
ahnlich, was bes. fiir die Familie immundominanter ,,outer membrane proteins* gilt, die bei
Ehrlichia spp., A. phagozytophilum und anderen Mikroorganismen, insbes. durch Zecken
iibertragene Erreger, vorhanden sind (DUMLER et al, 2001). Die serologische
Kreuzreaktivitdt zwischen A. phagozytophilum und diversen anderen Mikroorganismen, v. a.
durch Zecken iibertragene FErreger, wurde untersucht. Dabei wurde eine starke
Kreuzreaktivitit zwischen den verschiedenen Stammen von A. phagozytophilum festgestellt.
Zwischen A. phagozytophilum und weiteren Bakterien der Familie der Ehrlichiae (E. canis, E.
ewingii, E. chaffeensis) ist eine serologische Kreuzreaktivitit ungewdhnlich. Keine
Kreuzreaktivitit wurde zwischen A. phagozytophilum und B. burgdorferi, Bartonella spp. und
Rickettsia (R.) rickettsii nachgewiesen (DUMLER et al., 1995; MAGNARELLI et al., 1995;
EGENVALL et al., 1997; MAGNARELLI et al., 1997; SUKSAWAT et al., 2000; DUMLER
et al, 2001). Das immundominante &ulere 44kDa Oberflichenprotein, das im
Westernimmunoblot als Marker fiir Infektionen mit A. phagozytophilum eingesetzt wird,
weist eine geringe Kreuzreaktivitdt mit anderen Ehrlichia oder Anaplasma spp. auf (IJDO et
al., 1997, MAGNARELLI et al., 2001; IJDO et al., 2002).

3. Die canine granulozytire Anaplasmose (CGA)

Die CGA wurde erstmals 1982 in den USA beschriecben (MADEWELL und GRIBBLE,
1982). In Europa wurde die granulozytire Anaplasmose beim Hund erstmals 1988 in der
Schweiz beschrieben (WINKLER et al., 1988). In den nichsten Jahren kamen die meisten
Fallberichte aus Schweden und der Schweiz (BELLSTROM, 1989; JOHANSSON et al., 1995;
EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; PUSTERLA et al., 1998).

Bisher wurden weltweit verschiedene experimentelle Studien (LEWIS et al., 1975; WINJUM
und RILEY, 1993; EGENVALL et al., 1998; LILLIEHOOK et al., 1998; LILLIEHOOK et al.,
1999; EGENVALL et al., 2000; ALLEMAN et al.,, 2006) sowie einige Fallberichte
(MADEWELL und GRIBBLE, 1982; COWELL et al., 1988; MARETZKI et al., 1994;
JOHANSSON et al., 1995; GRAVINO et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; MANNA et al.,
2004; ARSENAULT und MESSICK, 2005; BEXFIELD et al., 2005; KIRTZ et al., 2005;
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LESTER et al., 2005) und klinische Studien (STOCKHAM et al., 1992; GREIG et al., 1996;
EGENVALL et al., 1997, GOLDMAN et al., 1998; TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005;
SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007) iiber die CGA verdffentlicht.

3.1. Blutbildverianderungen

Eine geringe bis mittelgradige Thrombozytopenie wurde sowohl bei Infektionen mit A.
phagozytophilum als auch bei Infektionen mit verschiedenen anderen Ehrlichia spp.
festgestellt (WOODY und HOSKINS, 1991; EGENVALL et al., 1997; NEER et al., 2002;
BEXFIELD et al., 2005). In einer experimentellen Studie sank die Thrombozytenzahl von
423 x 10°/1 + 96 auf 63 x 10%/1 + 33 (p < 0,001) zum Zeitpunkt des Infektionspeaks. Dabei
nahm die Thrombozytenzahl abrupt ab als Morulae in neutrophilen Granulozyten nachweisbar
waren (LILLIEHOOK et al., 1998). Bei einem natiirlich infizierten Hund konnten
Thrombozyten-Antikorper nachgewiesen werden (BEXFIELD et al., 2005).

In einer experimentellen Studie wurden 9 Hunde mit A. phagozytophilum infiziert und
entwickelten eine leichte normozytdre normochrome Andmie wie sie auch bei entziindlichen
Prozessen auftritt (LILLIEHOOK et al., 1998). Faktoren, die bei Entziindungen eine Rolle
spielen, sind u.a. erhohte Konzentrationen der Zytokine IL-1, IFN-y und TNF-a, die die
Knochenmarkaktivatoren Erythropoetin und colony-forming unit-erythroid hemmen
(WALTER et al., 1997). Weitere Mechanismen, die im Zusammenhang mit Entziindungen
stehen, sind ein funktionaler Eisenmangel trotz retikuloendothelialer Eisenspeicher
(WALTER et al., 1997) und eine verkiirzte Lebensdauer der Erythrozyten (WEISS und
KREHBIEL, 1981). Es wurde vermutet, dass diese Mechanismen auch bei der CGA eine
Rolle spielen (LILLIEHOOK et al., 1998). Antierythrozytire Antikorper und die
Agglutination von Erythrozyten wurde bei 3 Hunden aus den USA nachgewiesen
(GOLDMAN et al., 1998).

In der experimentellen Studie von LILLIEHOOK et al. (1998) wurde eine moderate
Neutropenie von kurzer Dauer beobachtet. Bei der Untersuchung von Knochenmark wurde
eine myeloide Hyperplasie mit einer Verschiebung zugunsten unreifer myeloider Zellen
beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte im Blut keine Linksverschiebung festgestellt werden,
es wurde daher eine gestorte Myelopoese als moglicher Pathomechanismus diskutiert.
Zusitzlich wurde bei allen Hunden eine FEosinopenie festgestellt, die bei
Infektionskrankheiten haufig auftritt. Wahrend der parasitimischen Phase war die
Lymphozytenzahl fiir einige Tage mittelgradig bis stark reduziert. (LILLIEHOOK et al.,
1998). Bei Schafen war dies assoziiert mit einer Abnahme von B- und T-Lymphozyten
(WOLDEHIWET, 1991).

3.2. Klinische Befunde
3.2.1. Experimentelle Infektion

In einer schwedischen Studie wurden 7 Hunde mit einem schwedischen A. phagozytophilum-
Isolat intravends mit 3ml frischem EDTA-Blut infiziert, das ungefihr 3,3 x 10° Neutrophile
mit Morulae enthielt. Die Hunde entwickelten folgende Symptome: Fieber (5), Mattigkeit fiir
einige Tage (2 mittelgradig, 3 leichtgradig), Inappetenz wihrend der febrilen Phase (2) und
Apathie wéhrend der febrilen Phase (1). Ein Hund zeigte eine Lahmbheit und schwankenden
Gang (EGENVALL et al., 1998; LILLIEHOOK et al., 1998; EGENVALL et al., 2000). In
einer Studie wurden spontan geheilten Hunden ein Monat nach Genesung und Elimination
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von A. phagozytophilum aus dem Blut (bestétigt durch den fehlenden Nachweis von Morulae
in neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut und durch ein negatives PCR-Ergebnis)
Glukokortikoide in einer immunsuppressiven Dosis appliziert. Nach der Immunsuppression
wurden die Hunde erneut bakteridimisch, blieben allerdings asymptomatisch. Dies wurde auch
beobachtet, wenn die Immunsuppression 6 Monate nach der Infektion ausgelost wurde
(EGENVALL et al., 2000). Die Studie ldsst erkennen, dass Hunde potenziell chronische
Trager darstellen, was insofern Bedeutung hat, da Rezidive einer latenten Infektion auftreten
konnen. In einer weiteren experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass Infektionen mit
A. phagozytophilum trotz Doxyzyklingabe persistieren kénnen. Nach einer Glukokortikoid-
applikation wurden die Hunde erneut bakteridmisch und somit positiv in der PCR
(ALLEMAN et al., 20006).

3.2.2. Natiirliche Infektion

Die Diagnose bei den bisher beschriebenen Hunden mit CGA basierte auf dem Nachweis von
Morulae in zirkulierenden neutrophilen Granulozyten und/oder einer positiven A.
phagozytophilum-PCR (Tab. 5 und 6). Genetisch nicht bestitigte Félle stammten aus fiir A.
phagozytophilum endemischen Gebieten, wobei in diesen E. ewingii bzw. dessen Vektor,
Amblyomma americanum, bekannterweise nicht vorkommen und daher eine Infektion mit A.
phagozytophilum vermutet wurde (Tab. 5 und 6). Hinsichtlich der Untersuchungen auf Ko-
Infektionen bestehen zwischen den einzelnen Studien und Fallberichten gro3e Unterschiede
(Tab. 7 und 8). Ursachen hierfiir sind zum einen das Vorkommen bzw. Nicht-Vorkommen
bestimmter Infektionen in den entsprechenden Regionen und zum anderen der zum Zeitpunkt
der Verdftentlichung vorliegende Kenntnisstand tiber Infektionskrankheiten.

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum
verschiedener klinischer Studien

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al., 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: TARELLO, 2003; 6: SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007; n.d. = nicht durchgefiihrt; k.A. = keine Angabe)

Befund 1 2 3 4 5 6
Morulae 14/14 6/6 17/17 8/8 35/35 k.A.
Serologie | pos. (9/13) | pos. (4/5) | pos. (9/12) | pos. (5/8) n.d. pos. (39/51)
PCR n.d. pos. (3/5) | pos. (8/8) 77 n.d. 51/51
Anzucht n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum
verschiedener Fallberichte

(1: ARSENAULT und MESSICK, 2005; 2: BEXFIELD et al., 2005; 3: KIRTZ et al., 2005; 4:
LESTER et al., 2005; 5: MADEWELL und GRIBBLE, 1982; 6: MARETZKI et al., 1994; 7:
PUSTERLA et al., 1997; n.d. = nicht durchgefiihrt)

Befund 1 2 3 4 5 6 7
Morulae 1 n.d. 1 1 2 1 pos. (2/2)
Serologie | neg./pos. n.d. pos. n.d. n.d. pos. n.d.
(2 Labore)
PCR pos./pos. 1 pos. pos. n.d. n.d. | pos. (2/2)
(2 Labore)
Anzucht | neg. n.d. n.d. n.d. n.d. neg. n.d.
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Tabelle 7: Ergebnisse der Untersuchungen auf Ko-Infektionen bei Hunden mit CGA
(klinische Studien)

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al., 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: TARELLO, 2003; 6: SCHAARSCHMIDT-KIENER und

MULLER, 2007; n.d. = nicht durchgefiihrt)

Befund 1 2 3 4 5 6
IFAT B. n.d. pos. (1/5) n.d. n.d. n.d. n.d.
canis
IFAT E. neg. (5/14); | pos. (3/6) | neg. (14/14) | neg. (5/5) | pos. (2/35) | neg. (51)
canis Verlaufs-
untersuchung:
pos. (12/14)

— Kreuz-

reaktion
IFAT E. n.d. pos. (4/5) | neg. (2/17) n.d. n.d. n.d.
chaffe-
ensis
IFAT B. | neg. (13/14) | pos. (3/5) | pos. (4/11) n.d. n.d. n.d.
burg-
dorferi
IFAT E. neg. (5/14) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
risticii
IFAT R. neg. (5/14) | pos. (4/6) n.d. n.d. n.d. n.d.
rickettsii
IFAT B. n.d. pos. (1/5) n.d. n.d. n.d. n.d.
vinsonii
IFAT R. n.d. neg (6/6) n.d. n.d. n.d. n.d.
prowa-
zekii
IFAT R. n.d. neg (6/6) n.d. n.d. n.d. n.d.
canada
IFAT R. n.d. neg (6/6) n.d. n.d. n.d. n.d.
belii
L. n.d. n.d. n.d. n.d. pos. (1/35) n.d.
infantum
(Aus-
strich)
H. canis n.d. n.d. n.d. n.d. pos. (1/35) n.d.
(Aus-
strich)
B. canis n.d. n.d. n.d. n.d. pos. n.d.
(Aus- (19/35)
strich)
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Tabelle 8: Ergebnisse der Untersuchungen auf Ko-Infektionen bei Hunden mit CGA
(Fallberichte)

(1: ARSENAULT und MESSICK, 2005; 2: BEXFIELD et al., 2005; 3: KIRTZ et al., 2005; 4:
LESTER et al., 2005; 5: MADEWELL und GRIBBLE, 1982; 6: MARETZKI et al., 1994; 7:
PUSTERLA et al., 1997; n.d. = nicht durchgefiihrt)

Befund 1 2 3 4 5 6 7

IFAT B. canis neg. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IFAT E. canis neg. n.d. n.d. n.d. neg. pos. n.d.
IFAT E. platys | neg. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

IFAT E. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
chaffeensis
IFAT B. burg- | >1:60 n.d. pos. n.d. n.d. neg. n.d.
dorferi (kurz
zuvor
geimpft)

IFAT RMSF neg. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
PCR B. burg- n.d. neg. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

dorferi

IFAT R. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. pos. n.d.
rickettsii

PCRE. n.d. n.d. n.d. neg. n.d. n.d. n.d.
ewingii

PCR A. platys n.d. n.d. n.d. neg. n.d. n.d. n.d.
PCRE. n.d. n.d. n.d. neg. n.d. n.d. n.d.
chaffeensis

PCR E. canis n.d. n.d. neg. neg. n.d. n.d. n.d.

Die bisher beschriebenen klinischen Befunde stammen fast alle ausschlieBlich aus der akuten
bakteridmischen Phase der Erkrankung. Chronische Infektionen mit A. phagozytophilum
wurden bei natiirlich infizierten Hunden bisher nicht dokumentiert. Mindestens ein Hund war
jedoch bereits 30 Tage krank, bis die Diagnose CGA gestellt wurde (EGENVALL et al.,
1997). Vorausgesetzt, dass der Hund ein unnatiirlicher Wirt fiir diese Infektion ist, wiirde eine
selbst-limitierende Infektion erwartet werden (GREIG und ARMSTRONG, 2006).

Eine Geschlechtspréidisposition fiir A. phagozytophilum-Infektionen beim Hund wurde bisher
nicht nachgewiesen (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Bisher wurden zu wenige Fille der CGA identifiziert, um Aussagen
tiber eine mogliche Rassepridisposition treffen zu konnen. Bei einer Untersuchung von 178
Hunden aus Minnesota und Wisconsin, bei denen Morulae in neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen wurden, zeigte sich folgende Rasseverteilung: Labrador Retriever 28%, Golden
Retriever 18%, Mischlinge 14%, Cocker Spaniel 9%, Samojede 6%, Shih Tzu 4%, Brittany
Spaniel 3%, Chow-Chow 3%, Springer Spaniel 3%, Dobermann Pinscher 1%, Viszla 1%,
Zwergspitz 1%, Boxer 1%, 11 andere Rassen 0,6% (GREIG et al., 1996; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Das Rasseverhiltnis stellte sich bei 14 Hunden mit CGA aus
Schweden folgendermaflen dar: Golden Retriever (6), Samojede (2), andere Rassen (6)
(EGENVALL et al., 1997). Golden und Labrador Retriever sind sehr populdare Hunde, und die
hohe Zahl infizierter Hunde dieser Rassen spiegelt wahrscheinlich lediglich ihre Popularitit
wieder (GREIG und ARMSTRONG, 2006). In einer Privalenzstudie aus Osterreich waren
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Berner Sennenhunde tiberreprédsentiert. Sie scheinen anfilliger flir eine Infektion mit A.
phagozytophilum als andere Rassen zu sein (KIRTZ et al., 2007).

Das Alter der Hunde kann ein Faktor fiir die Anfalligkeit von Infektionen mit A.
phagozytophilum darstellen. 37% der Hunde aus Minnesota und Wisconsin mit
nachgewiesenen Morulae in neutrophilen Granulozyten waren zwischen 8 und 10 Jahre alt,
56% der Hunde waren mindestens 8 Jahre alt (GREIG et al., 1996; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Ein Drittel der an CGA erkrankten Hunde aus Schweden waren {iber
9 Jahre alt (EGENVALL et al., 1997). Nur 3% der Hunde aus Minnesota und Wisconsin und
kein Hund aus der schwedischen Studie waren unter einem Jahr alt (GREIG et al., 1996;
EGENVALL et al., 1997; GREIG und ARMSTRONG, 2006). Auch beim Menschen scheint
das Alter eine Rolle zu spielen, so erkranken Menschen v. a. zwischen ihrem 50. und 60.
Lebensjahr, Kinder dagegen selten (BAKKEN et al., 1994; BAKKEN et al., 1996;
BELONGIA et al., 2001). Bevor Riickschliisse iliber eine altersabhidngige Empfindlichkeit
gezogen werden konnen, miissen die beziiglich des Alters bisher zur Verfiigung stehenden
Daten demografisch mit den Daten der gesamten Hundepopulation verglichen werden
(GREIG und ARMSTRONG, 2006).

Die Mehrzahl der Hunde mit CGA hatte unspezifische Symptome (Tab. 9 und 10). Fieber
(= 39,2°C), Lethargie und Anorexie waren die hdufigsten Befunde, die bei iiber 75% der
Hunde gesehen wurden (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997, PUSTERLA et al.,
1997; GREIG und ARMSTRONG, 2006). Muskelschmerz oder Unwohlsein trat bei mehr als
der Haélfte der Hunde auf und war charakterisiert durch Bewegungsunlust, Steifheit,
Schwiche, Schmerzhaftigkeit und Lahmheit. Weniger als 10% der Hunde zeigten
offensichtlichen Gelenkschmerz (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Eine neutrophile Synovitis wurde bei einem der Hunde aus Minnesota
zum Zeitpunkt des Auftretens von Morulae in neutrophilen Granulozyten des peripheren
Blutes nachgewiesen; dieser Hund war seropositiv fiir Ehrlichia (E.). equi und Borrelia (B.)
burgdorferi, war aber seronegativ fir E. canis. Es erfolgte keine Kontrolluntersuchung
(GREIG und ARMSTRONG, 2006). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hunde mit
einer A. phagozytophilum-Infektion eine inflammatorische Arthritis entwickeln konnen
(GREIG und ARMSTRONG, 2006). Eine geringe Zahl der Hunde hatte Vomitus und/oder
Diarrhoe oder respiratorische Symptome wie Husten oder eine angestrengte Atmung (GREIG
et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; GREIG und ARMSTRONG,
2006). Hunde konnen auch eine Lymphadenomegalie, Splenomegalie, Hepatomegalie und
zentralnervose Symptome, wie Anfille und Ataxien, aufweisen (MARETZKI et al., 1994;
GREIG et al., 1996; EGENVALL et al, 1997, GREIG und ARMSTRONG, 2006;
SCHAARSCHMIDT-KIENER et al., 2008). Bei drei Hunden aus Deutschland fielen fast
ausschlieBlich neurologische Symptome auf. Ein Hund zeigte Ataxie, Hinterhandschwiche,
epileptische Anfille, Kopfschiefhaltung und Kreislaufen. Bei dem zweiten Hund wurden
Zittern, Unruhe und klonische Anfille beobachtet. Der dritte Hund hatte seit 1,5 Jahren
Anfille, weiterhin fielen Zittern, Verhaltensauffilligkeiten, Angstattacken und
Wesensverdnderungen auf. Die hidmatologische und klinisch-chemische Untersuchung war
mit Ausnahme einer Leukozytose bei einem Hund bei allen Hunden unauftillig. Die A.
phagozytophilum PCR war bei allen Hunden positiv. Ko-Infektionen mit Toxoplasma gondii,
Neospora caninum, dem Frithsommer-Meningoencephalitis- (FSME) Virus und Borrelia
burgdorferi wurden ausgeschlossen. Alle Hunde waren innerhalb einer Woche nach
begonnener Antibiose mit Doxyzyklin symptomfrei (SCHAARSCHMIDT-KIENER et al.,
2008). Bei einem Hund wurden Morulae in neutrophilen Granulozyten im Liquor
cerebrospinalis nachgewiesen. Dieser Hund war jedoch koinifiziert mit E. canis und
Rickettsia rickettsii. Da keine weiteren molekularbiologischen Untersuchungen erfolgten, ist
nicht ausgeschlossen, dass es sich bei den Morulae um E. ewingii und nicht um A.
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phagozytophilum handelte. Selten wurde von Blutungen berichtet (EGENVALL et al., 1997,
GOLDMAN et al., 1998). Uber das gleichzeitige Auftreten von CGA mit malignen
Lymphomen, Phosphofruktokinasedefizienz, = systemischem Lupus erythematodes,
Kardiomyopathie und Epilepsie wurde berichtet (GREIG et al., 1996; PUSTERLA et al.,
1997).

Hunde scheinen fiir Reinfektionen mit A. phagozytophilum empfinglich zu sein. Bei
einzelnen Hunden wurde die Diagnose A. phagozytophilum-Infektion zweimal gestellt. Bei
diesen lag ein flinfmonatiges krankheitsfreies Intervall zwischen den dokumentierten
Infektionen (EGENVALL et al, 1997, GREIG und ARMSTRONG, 2006).
Serumantikorperspiegel nahmen bei behandelten Tieren innerhalb von 7 bis 8 Monaten nach
Therapie ab, sodass diese Hunde seronegativ wurden bzw. niedrige Antikorpertiter aufwiesen,
was sie fiir eine Reinfektion empfinglich machen konnte (EGENVALL et al., 1997). Derzeit
sind noch keine Studien verdffentlicht worden, in denen Serumantikorpertiter liber ldngere
Zeit kontrolliert wurden.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber klinische Symptome und radiologische Befunde von Hunden mit
caniner granulozytirer Anaplasmose (klinische Studien)

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al., 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: TARELLO, 2003; 6: SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007; k.A. = keine Angabe. Die kursiv geschriebene Zahl gibt die Anzahl der
Hunde ohne Ko-Infektionen an)

Symptome 1 2 3 4 5 6
Fieber 14/14 4/6 15/17 7/8 9/35 22/51
1 Hund 4
nach 3
Wochen

Lethargie k.A. 3/6 15/17 7/8 16/35 24/51
6

Mattigkeit 13/14 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

Anorexie k.A. 3/6 k.A. 5/8 24/35 17/51
13

Schwiiche k.A. 3/6 k.A. k.A. k.A. k.A.

Bewegungs- 14/14 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

unlust

Lahmbheit k.A. 2/6 1/17 5/8 7/35 k.A.
4

Gelenkbie- k.A. k.A. k.A. k.A. 4/35 21/51

geschmerz 1

Gelenk- k.A. 2/6 k.A. 0/8 k.A. k.A.

erguss

Ataxie k.A. k.A. k.A. k.A. 6/35 k.A.
3

ZNS- k.A. k.A. 2/17 k.A. k.A. 25/51

Symptome

Blutungen 1/14 1/6 k.A. k.A. k.A. k.A.

Blasse SH k.A. 3/6 k.A. 1/8 5/35 k.A.
1

Vomitus k.A. 3/6 k.A. k.A. k.A. 11/51

Diarrhoe k.A. 3/6 k.A. k.A. 3/35 k.A.
2

Ikterus k.A. 1/6 k.A. k.A. k.A. k.A.

Husten k.A. k.A. k.A. 3/8 k.A. k.A.

Konjunkti- k.A. k.A. k.A. k.A. 11/35 k.A.

vitis S)

Lymph- k.A. k.A. 2/17 0/8 7/35 19/51

adeno- 3

pathie

Radiolo- k.A. Hepato- Splenomegalie | k.A. k.A. Spleno-

gische megalie (2/6), (2/17), megalie

Befunde Splenomega- | Hepatomega- (14/51)

lie (1/6) lie (1/17)
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Tabelle 10: Ubersicht iiber klinische Symptome und radiologische Befunde bei Hunden mit
caniner granulozytirer Anaplasmose (Fallberichte)

(1: ARSENAULT und MESSICK, 2005; 2: BEXFIELD et al., 2005; 3: KIRTZ et al., 2005; 4:
LESTER et al., 2005; 5: MADEWELL und GRIBBLE, 1982; 6: MARETZKI et al., 1994; 7:

PUSTERLA et al., 1997; k.A. = keine Angabe)

Symptome 1 2 3 4 5 6 7
Fieber 1 1 1 1 k.A. k.A. 1
Lethargie 1 (30 Tage vor 1 k.A. 1 k.A. 1 k.A.
Uberweisung)
Mattigkeit 1 1 1 k.A. k.A. k.A. | kKA.
Inappetenz k.A. 1 k.A k.A. k.A. k.A. | kA.
Anorexie 1 k.A. 1 1 k.A. 1 k.A.
Schwiche 1 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. | kKA.
Bewegungs- k.A. 1 k.A k.A. k.A. k.A. | kA.
unlust
Lahmbheit 1 (30 Tage vor | k.A. k.A. 1 k.A. k.A. | kKA.
Uberweisung)
Gelenkbiege- k.A. 1 k.A k.A. k.A. 1 k.A.
schmerz
Gelenkerguss k.A. 1 k.A k.A. k.A. k.A. | kKA.
Blutungen k.A. 1 k.A k.A. k.A. 1 k.A.
Blasse SH k.A. 1 1 k.A. k.A. k.A. | kKA.
Diarrhoe k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1
Vomitus 1 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. | kA.
Weicher Kot 1 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. | kKA.
Tachykardie k.A. 1 k.A. k.A. k.A. k.A. | kKA.
Tachypnoe k.A. 1 k.A. k.A. k.A. k.A. | kA.
Gliedmafien- k.A. 1 k.A. k.A. k.A. k.A. | kKA.
odeme
Uveitis 1 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. | kA.
anterior
Lymphadeno- 1 (mild) 1 k.A k.A. 1 k.A. | kKA.
pathie (Hund
hatte
Lym-
phom)
Radiologische Leber diffus | Hepato- | k.A. k.A. k.A. k.A. | kA.
Befunde hypoechoisch, | megalie
Milz heterogen
mit hypo-
echoischem
Knoten
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3.3. Laborbefunde
3.3.1. Experimentelle Infektionen

Hunde, die experimentell mit einem schwedischen A. phagozytophilum-Stamm infiziert
wurden, entwickelten in der akuten Phase der Erkrankung eine Thrombozytopenie mit einem
Anstieg des mittleren Thrombozytenvolumens. Innerhalb einer Woche lag die
Thrombozytenzahl wieder im Referenzbereich. Aulerdem wurde eine Lymphopenie mit einer
Dauer von 1 bis 3 Tagen, der eine Lymphozytose folgte, festgestellt. Ein weiterer Befund war
eine leichte nichtregenerative normochrome normozytire Andmie (EGENVALL et al., 1998;
EGENVALL et al., 2000). Wéhrend der bakteridmischen Phase fiel bei den Hunden eine
Eosinopenie auf (LILLIEHOOK et al., 1998). Verringerte Eisenkonzentrationen und eine
Abnahme der totalen Eisenbindungskapazitit traten in der bakteridmischen Phase auf,
erreichten aber eine Woche nach dem Verschwinden der Morulae wieder Normalwerte
(LILLIEHOOK et al., 1998). Eine Hypoalbuminimie und eine Hyperfibrinogenimie war bei
Hunden mit Fieber vorhanden, eine Woche nach dem Verschwinden des Fiebers lagen die
Werte jedoch wieder im Referenzbereich (EGENVALL et al., 1998).

3.3.2. Natiirliche Infektionen

Fast alle Berichte {iber Laborwertverdnderungen stammten aus der bakteridmischen Phase, die
experimentellen Infektionen zufolge zwischen 1 und 9 Tage dauern kann (EGENVALL et al.,
1998; LILLIEHOOK et al., 1998; EGENVALL et al., 2000). Eine Ubersicht iiber die
abnormen hidmatologischen und klinisch-chemischen Laborparameter geben die Tabellen 11
bis 14. Die Zahl der neutrophilen Granulozyten war fast immer im Referenzbereich (GREIG
et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997; GREIG und ARMSTRONG,
2006). Bei einem Hund wurden Dohle-Korper und eine zytoplasmatische Basophilie in
neutrophilen Granulozyten festgestellt (ARSENAULT und MESSICK, 2005). Bei einem
anderen Hund mit Andmie fielen Polychromasie, Anisozytose, Autoagglutination und
Sphirozyten auf (BEXFIELD et al., 2005). Es wurde auch eine Proteinurie beschrieben (n =
8), doch wurden lediglich 19 von 37 Hunde hierauf untersucht (GREIG et al., 1996;
EGENVALL et al., 1997, GOLDMAN et al., 1998). Weitere abnorme Befunde, die beim
Harnstatus festgestellt wurden, waren Himoglobinurie (n = 3), Himaturie (n = 2), Pyurie (n =
2) und der Nachweis von Bakterien (n = 2) (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997;
GOLDMAN et al., 1998). Bei zwei Hunden wurden Morulae in 1-7% der Neutrophilen in der
Synovia identifiziert, bei einem Hund fiel eine Pleozytose auf (GOLDMAN et al., 1998;
BEXFIELD et al., 2005). Bisher konnten bei keinem Hund antinukledre Antikdrper
nachgewiesen werden (EGENVALL et al., 1997; GOLDMAN et al., 1998). Bei einem Hund
mit Halsbiegeschmerz, aber ohne neurologische und ophthalmologische Defizite wurden bei
der Liquoruntersuchung Morulae nachgewiesen. Zusitzlich lag eine Pleozytose (32
kernhaltige Zellen/ul) vor (MARETZKI et al., 1994). Bei wenigen Hunden waren der
Thrombozytenantikdrper- (2/5) und/oder Coombs-Test positiv (2/5), doch wurden bisher nur
wenige Hunde hierauf untersucht. Bei einem Hund konnte aufgrund einer starken auch nach
dem Waschen der Erythrozyten bestehen bleibenden Autoagglutination kein Coombs-Test
durchgefiihrt werden (MARETZKI et al., 1994; GOLDMAN et al., 1998; BEXFIELD et al.,
2005; LESTER et al., 2005). Bei einem Hund waren ein Monat vor Diagnosestellung CGA
sowohl der Coombs- als auch der Thrombozytenantikorpertest positiv. Dieser Hund wurde
daher mit Glukokortikoiden behandelt, doch wies der Hund weiterhin Abweichungen in der
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Héamatologie auf: regenerative Andmie, Thrombozytopenie, Leukozytose (MADEWELL und
GRIBBLE, 1982).

Tabelle 11: Ubersicht iiber die abnormen Befunde der hiimatologischen Untersuchung bei an
caniner granulozytirer Anaplasmose erkrankten Hunden verschiedener klinischer Studien

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al., 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007; k.A. = keine

Angabe)
Befunde 1 2 3 4 5
Leukopenie 1/14 0/6 3/15 5/8 33/51
Leukozytose 1/14 2/6 1/15 0/8 k.A.
Neutropenie 0/14 0/6 1/15 3/8 k.A.
Neutrophilie k.A. 2/6 2/15 0/8 k.A.
Linksver- k.A. 3/6 3/15 0/8 k.A.
schiebung
Eosinopenie 3/14 4/6 k.A. k.A. k.A.
Lymphopenie k.A. 3/6 10/15 8/8 k.A.
Lymphozytose 0/14 0/6 1/15 0/8 k.A.
Monozytose 0/14 1/6 0/15 0/8 k.A.
Anfimie k.A. 3/6 3/15 3/8 30/51
Verminderte 3/11 k.A. k.A. k.A. k.A.
Himoglobin-
Konzentration
Thrombozytopenie 6/7 5/6 6/7 7/8 43/51
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Tabelle 12: Ubersicht iiber die abnormen Befunde der hiimatologischen Untersuchung bei an
caniner granulozytirer Anaplasmose erkrankten Hunden verschiedener Fallberichte

(1: ARSENAULT et al., 2005; 2: BEXFIELD et al., 2005; 3: KIRTZ et al., 2005; 4: LESTER
et al.,, 2005; 5: MADEWELL und GRIBBLE, 1982; 6: MARETZKI et al.,, 1994; 7:
PUSTERLA et al., 1997; k.A. = keine Angabe)

Befunde 1 2 3 4 5 6 7
Leukopenie k.A. 0 0 k.A. kKA. | kA. | 172
Leukozytose k.A. 0 0 k.A. 1 k.A. 0
Neutrophilie k.A. 0 1 k.A. 1 1 0/2
Lymphopenie 1 1 0 1 2 1 1/2
Linksver- k.A. k.A. 0 k.A. k.A. 1 k.A.
schiebung

Animie 1 1* 0 k.A. 1 1 0/2
Thrombo- 1 1 1 1 2 1 2/2
zytopenie

Monozytose k.A. 1 k.A. k.A. 2 2 0/2
Monozytopenie | k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. | k.A. 1

* = Blutausstrich: Polychromasie, Anisozytose, Autoagglutination und Sphérozyten

Tabelle 13: Ubersicht iiber abnorme Befunde der klinisch-chemischen Untersuchung bei an
caniner granulozytirer Anaplasmose erkrankten Hunden verschiedener klinischer Studien

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al.,, 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: TARELLO, 2003; 6: SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007; kursiv angegebene Zahl = Hunde ohne Ko-Infektionen, k.A: = keine

Angabe)
Befund 1 2 3 4 5 6
Hyperproteinimie k.A. | kA. 0/11 k.A. 16/16 41/51
4
Hypoproteinimie k.A. | kA. 2/11 k.A. k.A. k.A.
Hypoalbuminimie k.A. 3/6 4/9 k.A. k.A. 34/51
Hyperglobulinimie k.A. 3/6 k.A. k.A. 10/16 k.A.
6
AlKkalische Phosphatase T 1/7 3/6 9/9 6/8 k.A. 34/51
Alanin-Amino-Transferase T | 0/7 3/6 k.A. k.A. k.A. 14/51
Amylase T kA. | kA. 4/8 k.A. k.A. k.A.
Lipase T kA. | kA. | kA 2/7 k.A. k.A.
Kreatinkinase T k.A. | kA. k.A. k.A. 5/12 k.A.
3
Hypophosphatimie k.A. | k.A. k.A. 5/8 k.A. k.A.
PCO,{ kA | kA. | kA 3/7 k.A. k.A.
Thyroxin (T4) | k.A. | kA. k.A. 2/7 k.A. k.A.
Eisen{ kA | kA, | kA | kA k.A. 43/51
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Tabelle 14: Ubersicht iiber abnorme Befunde in der klinisch-chemischen Untersuchung bei an
caniner granulozytirer Anaplasmose erkrankten Hunden verschiedener Fallberichte

(1: ARSENAULT et al., 2005; 2: BEXFIELD et al., 2005; 3: KIRTZ et al., 2005; 4: LESTER
et al.,, 2005; 5: MADEWELL und GRIBBLE, 1982; 6: MARETZKI et al.,, 1994; 7:
PUSTERLA et al., 1997; k.A: = keine Angabe)

Befund 1 2 3 4 5 6 7
Hyperglobulinimie | k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 1 k.A.
Alkalische 1 1 k.A. 1 k.A. k.A. k.A.
Phosphatase )

Hyperbilirubinimie | k.A. 1 1 k.A. k.A. k.A. k.A.
Amylase T 1 kA. | kA | kA. | kA. | kA | kA
Lipase T 1 kA | kA | kA. | kA. | kA | kA
Kreatinkinase T k.A. 1 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

3.4. Pathologische Befunde

Bei allen sieben experimentell infizierten Hunden wurde eine gering- bis mittelgradige
Splenomegalie festgestellt. Die Milz war bei diesen Tieren gestaut und hatte eine fleischige
Konsistenz. Mikroskopisch wurde eine reaktive Hyperplasie mit vergroflerten aktivierten
Lymphnoduli und einer erhéhten Anzahl von Makrophagen und Plasmazellen in der roten
Pulpa diagnostiziert (EGENVALL et al, 1998). Die Leber wies vereinzelt eine
hepatozelluldre Apoptose, wenige periportale oder peribilidre lymphohistiozytére Infiltrate,
eine ggr. lobuldre Hepatitis und eine ggr. benigne sinusoidale Histiozytose auf. In vielen
Geweben wurden wenige lymphohistiozytire perivaskulire Infiltrate gefunden. Lymphknoten
bilden eine benigne Histiozytose mit einer Lymphopenie oder benignen leichten
paracortikalen Hyperplasie aus. Das Knochenmark zeigte normale Zellularitdt oder
Hyperzellularitdt und konnte eine leichte Plasmazytose und benigne Histiozytose aufweisen
(HODZIC et al., 1998; LILLIEHOOK et al., 1998; FOLEY et al., 1999; LEPIDI et al., 2000;
MARTIN et al., 2000; BORJESSON et al., 2001; HODZIC et al., 2001).

3.5. Saisonalitat

A. phagozytophilum ruft eine jahreszeitlich und regional abhéngige Erkrankung hervor, die
von der Aktivitdt der iibertragenden Vektoren abhingig ist. Im mittleren Westen und
Nordosten der USA ist I. scapularis v. a. in den Zeitrdumen frither Frithling bis friither
Sommer und im Herbst aktiv. Diese saisonale Zeckenaktivitit stimmt mit der Inzidenz
caniner und humaner A. phagozytophilum-Infektionen {iiberein, die in Minnesota und
Wisconsin diagnostiziert wurden (BAKKEN et al., 1994; BAKKEN et al., 1996; GREIG et al.,
1996). 80% der caninen Infektionen in Wisconsin und Minnesota wurden in Mai, Juni,
Oktober und November diagnostiziert (GREIG et al., 1996; GREIG und ARMSTRONG,
2006). Im Gegensatz dazu wurde die Diagnose CGA bei allen Hunden einer schwedischen
Studie zwischen Mittsommer und Herbst gestellt (EGENVALL et al., 1997). Infektionen
treten selten bis gar nicht im Mittwinter, Mittsommer und frithen Herbst in Minnesota und
Wisconsin auf. Das Wetter beeinflusst die Zeckenaktivitét, d.h., dass auch in untypischen
Monaten (im frithen Friihling bzw. warmen Herbst oder Winter) Krankheitsfille auftreten
konnen (GREIG und ARMSTRONG, 2006).
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3.6. Diagnose

Die Kriterien fiir die Diagnosestellung canine granulozytire Anaplasmose wurden aus der
Humanmedizin iibernommen (BAKKEN und DUMLER, 2006):

e vierfacher oder hoherer Anstieg oder Abfall des Antikorperspiegels gegen A.
phagozytophilum mittels Bestimmung des IFAT aus zwei Serumproben, die im
Abstand von vier Wochen gewonnen werden oder

e positives PCR-Ergebnis oder

e Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut bei
gleichzeitigem positiven PCR- oder IFAT-Ergebnis oder

e Kultivierung von A. phagozytophilum aus Patientenblut

3.6.1. Direkte Nachweisverfahren
3.6.1.1. Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten

Fast alle Falle natiirlich infizierter und an CGA erkrankter Hunde wurden durch den
Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut mittels
Lichtmikroskopie diagnostiziert. Es ist jedoch zu beachten, dass die Einschlusskdrperchen
von A. phagozytophilum nicht von den durch Infektionen mit Ehrlichia (E.) ewingii
zitkulierenden Einschlusskorperchen unterschieden werden konnen, die ebenfalls in
neutrophilen Granulozyten zu finden sind (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Zum
Zeitpunkt der Diagnose wurden in 7 bis 37% der neutrophilen Granulozyten Morulae
nachgewiesen (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997; PUSTERLA et al., 1997).
Diese Ergebnisse stimmten mit denen experimenteller Studien iiberein: Morulae waren in 3
bis 34% der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten nachweisbar (EGENVALL et al., 1998;
EGENVALL et al.,, 2000). Sie konnten fiir 4 bis 9 Tage in neutrophilen Granulozyten
gefunden werden. Bei einem Hund konnten Morulae in neutrophilen Granulozyten aus dem
Liquor cerebrospinalis identifiziert werden (MARETZKI et al., 1994), bei zwei Hunden
wurden Morulae in 1 bis 7% der neutrophilen Granulozyten in der Synovia nachgewiesen
(GOLDMAN et al., 1998).

3.6.1.2. PCR

In experimentell infizierten Hunden war die PCR (Untersuchungsmaterial Vollblut) {iber
einen Zeitraum von 6 bis 8 Tagen vor bis 3 Tage nach dem Auftreten von Morulae positiv
(EGENVALL et al., 1998; EGENVALL et al., 2000). Kreuzreaktionen zwischen A. platys
und A. phagozytophilum sind moéglich, wenn folgende Gene sequenziert werden: rrs und
groESL. Dagegen wurden keine Kreuzreaktionen bei der Sequenzierung des Gens msp2
festgestellt (SANTOS et al., 2009).

3.6.2. Serologische Untersuchung

Mit Hilfe experimenteller Studien bei Pferden und Hunden konnte ermittelt werden, dass eine
Serokonversion 2 bis 5 Tage nach dem ersten Auftreten von Morulae in neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut erfolgt (EGENVALL et al., 1998; PUSTERLA et al., 1999).
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Langzeitstudien iiber den Antikorpertiterverlauf fehlen bislang. Antikorpertiter gegen A.
phagozytophilum koénnen 7 bis 8 Monate nach einer akuten experimentellen Infektion so
niedrig sein, dass die serologische Untersuchung negativ ist. Der Antikorpertiter kann aber
auch fiir mindestens 7 bis 8 Monate nachweisbar sein, die Titerhohe ist in diesen Fillen
niedrig (EGENVALL et al., 1997; EGENVALL et al., 1998). In einer experimentellen Studie
(n = 3 Hunde) wurde gezeigt, dass Antikorpertiter iiber den gesamten Untersuchungszeitraum
(120 - 200 Tage) hoch blieben (EGENVALL et al., 2000). Bei Einsatz des IFATs ist ein
vierfacher Titeranstieg innerhalb von vier Wochen erforderlich, um die Diagnose akute CGA
zu stellen, da 40% der Hunde, bei denen Morulae nachgewiesen wurden, zu diesem Zeitpunkt
seronegativ. waren. AuBlerdem konnen Hunde aufgrund eines fritheren Erregerkontaktes
seropositiv fiir A. phagozytophilum sein (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997,
BJOERSDORFF, 2005; GREIG und ARMSTRONG, 2006). Letzteres ist insbesondere bei
der Interpretation eines einzigen Antikorpertiters bei kranken oder klinisch gesunden Hunden
zu beachten, bei denen keine Morulae in neutrophilen Granulozyten gefunden werden kdnnen
(GREIG und ARMSTRONG, 2006). Akutes und konvaleszentes Antiserum von natiirlich mit
A. phagozytophilum infizierten Hunden aus Minnesota und Wisconsin zeigte keine
Kreuzreaktivitdt zwischen A. phagozytophilum und E. canis (GREIG et al., 1996; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Weder via IFAT, noch via Westernimmunoblot wurde eine
Kreuzreaktivitdt zwischen E. canis-positivem Antiserum und A. phagozytophilum-positivem
Antiserum von Hunden aus New York und Connecticut nachgewiesen (MAGNARELLI et al.,
1997). Im Gegensatz dazu waren alle in der akuten Phase der Erkrankung auf E. canis
getesteten Hunde einer schwedischen Studie (n = 5) seronegativ fiir E. canis, bei einer
Wiederholungsuntersuchung allerdings die Hélfte der untersuchten Hunde (6/12) seropositiv
(EGENVALL et al., 1997). Zwei Hunde aus North Carolina und Virginia, bei denen eine
Infektion mit E. ewingii mithilfe der PCR diagnostiziert wurde, wurden via IFAT positiv
getestet fiir A. phagozytophilum (GOLDMAN et al., 1998).

3.7. Therapie

Untersuchungen iiber die Empfindlichkeit von A. phagozytophilum gegeniiber verschiedenen
Antibiotika zeigten, dass Doxyzyklin, Rifampicin und Levofloxacin am effektivsten sind
(MAURIN et al., 2003). Tetrazykline sind fiir dic Behandlung von A. phagozytophilum-
Infektionen empfohlen, bei Welpen unter einem Jahr sollte Chloramphenicol eingesetzt
werden, um eine Gelbverfairbung der Zdhne zu vermeiden. Angaben iiber die Dauer der
Anwendung sind sehr unterschiedlich. Nach einer Empfehlung sollten Doxyzyklin (5-
10mg/kg 1 x tgl. oder 2 x tgl. p.o. fiir 10 Tage) oder Tetrazyklin (22mg/kg 3 x tgl. p.o. iiber
14 bis 21 Tage) gegeben werden (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Gemdfl dem ACVIM
Consensus Statement wird eine Gabe von Doxyzyklin iiber 28 Tage in einer Dosierung von
10mg/kg 1 x tgl. p.o. empfohlen. In dieser Richtlinie wurde A. phagozytophilum taxonomisch
jedoch noch in das Genus Ehrlichia ecingeordnet und eine Unterscheidung in der
Behandlungsdauer zwischen Infektionen mit E. canis, E. phagozytophilum, E. equi und HGE
agent fand nicht statt (NEER et al., 2002). Die meisten Hunde sprechen schnell auf eine
antibiotische Therapie an und sind haufig 24 bis 48 Stunden nach Therapiebeginn klinisch
unauffillig. In Einzelfdllen kann es jedoch Monate bis Jahre bis zu einer vollstindigen
Genesung dauern (GREIG und ARMSTRONG, 2006). So berichtete der Besitzer eines
schwedischen Hundes, dass der Hund fiir zwei Jahre Gelenkbiegeschmerz aufwies
(EGENVALL et al., 1997). In einer experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass trotz
Doxyzyklintherapie 2 Hunde nach einer oralen Applikation von Prednisolon iiber 2 Wochen
erneut PCR-positiv waren, was fiir eine persistierende Infektion spricht (ALLEMAN et al.,

33



Literaturiibersicht

2006). Falls der Therapieerfolg mit Tetrazyklinen ausbleibt, ist die Wahrscheinlichkeit hoch,
dass der Hund eine Begleiterkrankung aufweist (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Eine
Ubersicht iiber die Therapie bisher verdffentlichter klinischer Studien ist der Tabelle 15 zu
entnehmen. Zusitzlich zur antibiotischen Therapie wurden die Hunde abhédngig von den
klinischen Symptomen behandelt. Drei andmische Hunde wurden mit Vollblut transfundiert
(GOLDMAN et al., 1998). Vier Hunde wurden vor der Uberweisung mit Glukokortikoiden
behandelt, da sie an chronischen Andmien oder chronischen Lahmbheiten litten. Bei drei
Hunden wurde diese Therapie fortgesetzt (GOLDMAN et al., 1998). Zwei Hunde wurden
aufgrund einer Polyarthritis mit Phenylbutazon oder Acetylsalicylsdure behandelt
(GOLDMAN et al., 1998). Bei drei Hunden wurde eine Borreliose vermutet, sie erhielten
daher oral Amoxicillin oder Trimetoprim-Sulfonamid (GOLDMAN et al., 1998). Hunde, bei
denen gleichzeitig eine Babesiose oder Hepatozoonose diagnostiziert wurde, wurden
zusitzlich mit Imidocarbdiproprionat (Carbesia”, 1ml/25kg, zweimal im Abstand von einer
Woche) therapiert (TARELLO, 2003). Die in den Fallberichten beschriebene Therapie
entspricht weitgehend der in den klinischen Studien aufgefiihrten Therapie. Die Mehrzahl der
Hunde wurde mit Doxyzyklin behandelt (PUSTERLA et al., 1997; ARSENAULT und
MESSICK, 2005; BEXFIELD et al., 2005; KIRTZ et al., 2005), selten wurde Tetrazyklin
eingesetzt (MADEWELL und GRIBBLE, 1982; LESTER et al., 2005). Ein Hund, der
zusitzlich zur CGA eine Pankreatitis hatte, bekam nicht nur Doxyzyklin sondern auch
Amoxicillin (ARSENAULT und MESSICK, 2005). Des Weiteren wurde dieser Hund
wiéhrend des stationdren Aufenthaltes mit physiologischer Kochsalzldsung infundiert und mit
frisch gefrorenem Plasma transfundiert, um o-Makroglobuline zuzufiihren und einer DIC
vorzubeugen (ARSENAULT und MESSICK, 2005). Ein Hund mit immunbedingter Anédmie
und Thrombozytopenie wurde zusétzlich zu Doxyzyklin mit Infusionen, Ranitidin, und
Glukokortikoiden  (einmalig Dexamethason, anschlieBend Prednisolon) therapiert
(BEXFIELD et al., 2005). Ein Hund mit CGA und Meningitis, bei dem Morulae in
neutrophilen Granulozyten im Liquor cerebrospinalis nachgewiesen wurden, erhielt zunéchst
Tetrazyklin, doch wurde dies bereits nach einem Tag abgesetzt und die Therapie auf
Chloramphenicol umgestellt. Die Chloramphenicoltherapie wurde iiber insgesamt 7 Tage
fortgesetzt, anschlieBend erfolgte eine Umstellung des Antibiotikums auf Doxyzyklin, da der
Hund wieder Halsbiegeschmerz aufwies. Doxyzyklin wurde tliber 4 Wochen gegeben,
zusitzlich erhielt der Hund Prednisolon iiber 4 Wochen (MARETZKI et al., 1994).
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die Therapie bei Hunden mit caniner granulozytirer Anaplasmose
verschiedener klinischer Studien

(1: EGENVALL et al., 1997; 2: GOLDMAN et al., 1998; 3: GREIG et al., 1996; 4:
POITOUT et al., 2005; 5: TARELLO, 2003; k.A. = keine Angabe; n.a. = nicht appliziert;
NSAIDs = nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

Therapie 1 2 3 4 5
Doxyzyklin 14/14 6/6* 16/17 | 6/8 | 35/35
(tiber 10

bis 28

Tage)
Tetrazyklin n.a. 6/6* n.a. 2/8 ---
Infusion k.A. k.A. k.A. 2/8 k.A.
Vollbluttrans- k.A. 3/6 k.A. | kA. k.A.
fusion
Glukokor- k.A. 3/6 k.A. | kA. k.A.
tikoide
NSAIDs k.A. 2/6 kA. | kKA. | kA.
Pyrantel- k.A. k.A. n.A. 1/8 k.A.
pamoat
Levothyroxin k.A. k.A. k.A. 1/8 k.A.

* Die Hunde wurden entweder mit Doxyzyklin oder Tetrazyklin behandelt.

3.8. Privention

Bisher ist keine Vakzine erhéltlich, die vor Infektionen mit A. phagozytophilum schiitzt. Die
Pravention beruht daher auf Vermeidung der Zeckenexposition von Friithling bis Herbst,
einem prophylaktischen Einsatz von Akariziden und dem prophylaktischen Einsatz von
Doxyzyklin oder Tetrazyklin bei Aufenthalt in fiir Zecken endemischen Gebieten (GREIG
und ARMSTRONG, 2006). Bisher gibt es kaum Informationen, inwiefern Akarizide Hunde
vor Infektionen mit A. phagozytophilum schiitzen. In einer experimentellen Studie wurden 8
Beagles mit einem Kombinationspraparat aus Imidacloprid und Permethrin behandelt. Die
Applikation des Priparats erfolgte 7 Tage vor einer Zeckenexposition (natiirlich mit A.
phagozytophilum infizierte I. scapularis). Eine Kontrollgruppe bestand aus 8 ungeschiitzten
Beagles. Sieben von acht ungeschiitzten Hunden serokonvertierten. Im Gegensatz dazu
serokonvertierte kein Hund der Imidacloprid-Permethrin-Gruppe (BLAGBURN et al., 2004).
Andere Studien untersuchten die repellierenden und akariziden Eigenschaften Permethrin-
haltiger Priaparate bevor die Zecken sich fest anheften und mit ihrer Blutmahlzeit beginnen. In
allen bisher durchgefiihrten Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Priparate geeignet
waren, Hunde effektiv zu schiitzen. Dies ist wichtig fiir die Privention der Ubertragung von A.
phagozytophilum (ENDRIS et al., 2000; YOUNG et al., 2001; HELLMANN et al., 2003;
YOUNG et al.,, 2003). In einer anderen Studie konnten Kombinationspriparate aus
Imidacloprid und Permethrin (K9 Advantix®, Bayer) sowie Fipronil und (S)-Methopren
(Frontline Plus®, Merial) Hunde bis zu 25 Tage nach der initialen Behandlung vor einer
Infektion mit A. phagozytophilum iiber infizierte Zecken schiitzen (HOROWITZ et al., 1998).
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4. Bedeutung fiir den Menschen

Die humane granulozytire Anaplasmose (HGA) wurde erstmals 1990 beschrieben (CHEN et
al., 1994). Seitdem nahm die Zahl der diagnostizierten Falle in den USA stark zu, Infektionen
wurden aber auch in Europa nachgewiesen. Im Jahr 2007 wurden 834 Fille der HGA in den
USA gemeldet (Centers for Diesease Control and Prevention, Atlanta, USA). Eine hohe
Seropriavalenz, die mittlerweile weltweit festgestellt wurde, ldsst vermuten, dass Infektionen
mit A. phagozytophilum beim Menschen weit verbreitet sind (DUMLER et al., 2005). Die
Bedeutung der HGA nimmt zu, sie wird zunehmend als die Ursache einer mit Fieber
einhergehenden Erkrankung, die nach Zeckenbissen auftritt, angesehen. Berichte iiber die
HGA stammen aus vielen Teilen Europas und den USA, speziell aus dem oberen mittleren
Westen, Neuengland, Teilen der mittelatlantischen Staaten und Nordkalifornien. Letztlich tritt
sie in allen Gebieten auf, in denen Menschen von Zecken der Gattung Ixodes gebissen werden
(AGUERO-ROSENFELD et al., 1996, BAKKEN et al., 1996; WALKER und DUMLER,
1996).

Infektionen beim Menschen sind u.a. in Europa, z.B. in Deutschland (FINGERLE et al., 1997)
und Slowenien (PETROVEC et al., 1997) sowie in den USA in Connecticut (CHAPUT et al.,
2002), Kalifornien (FOLEY et al., 1999), Massachusetts (TELFORD et al., 1995), New York
(AGUERO-ROSENFELD et al., 1996) und Rhode Island (YEH et al., 1997) beschrieben
worden. Die klinische Erkrankung ist nicht von Infektionskrankheiten durch E. chaffeensis
und E. ewingii und vielen anderen systemischen Krankheiten zu unterscheiden. Das
Krankheitsbild ist sehr wvariabel, die meisten Patienten leiden an Fieber, das mit
Kopfschmerzen, Myalgie und Unwohlsein einhergeht. Die hdufigsten Befunde (n = 685
Patienten) waren Unwohlsein (94%), Fieber (92%), Myalgie (77%) und Kopfschmerzen
(75%). Seltener traten gastrointestinale (Nausea [38%], Vomitus [26%], Diarrhoe [16%]) oder
respiratorische (19%) (Husten, Lungeninfiltrationen/Acute respiratory distress syndrome
[ARDS]) Symptome auf; die Leber oder das zentrale Nervensystem waren ebenfalls nur
selten betroffen. Bei 6% der Patienten wurde ein Hautausschlag beobachtet. Hiufige Befunde
in der Laboruntersuchung (n = 329 Patienten) waren Thrombozytopenie (71%), Leukopenie
(49%), Andmie (37%) und ein Anstieg der ALT und der AST (71%) (DUMLER et al., 2005).
Die Schwere der Symptome kann von leicht bis schwer variieren, das Fieber kann
selbstlimitierend sein. Todesfdlle wurden allerdings ebenfalls beschrieben. Die Hélfte der
symptomatischen Patienten musste stationidr behandelt werden, was mit einem hoheren Alter
der betroffenen Personen, einer hoheren Zahl neutrophiler Granulozyten, einer geringeren
Zahl an Lymphozyten, einer Andmie, dem Vorhandensein von Morulae in Leukozyten oder
einer Immunsuppression assoziiert war (BAKKEN et al., 1996). Ungefahr 5 bis 7% der
Patienten bendtigten intensive Pflege (BAKKEN et al., 1994; HARDALO et al., 1995;
BAKKEN et al., 1996; WALKER und DUMLER, 1996; LEPIDI et al., 2000). Zu schweren
Komplikationen zdhlten ,septic- oder toxic shock-like syndromes”, Koagulopathien,
atypische Pneumonitiden, ARDS, Myokarditis, akutes Nierenversagen, Hamorrhagien,
Dysfunktion des Plexus brachialis, demyelinisierte Polyneuropathien, Paralysen der
Gehirnnerven und opportunistische Infektionen. Mindestens 3 der beschriebenen Todestélle
resultierten aus opportunistischen Virus- oder Pilzinfektionen oder Hémorrhagien, die
unmittelbar nach der HGA auftraten. Zwei dieser Patienten waren immunsupprimiert, was
vermuten ldsst, dass ein intaktes Immunsystem fiir die Genesung erforderlich ist und im
Rahmen der HGA Stérungen des Immunsystems auftreten konnen (BAKKEN et al., 1994;
HARDALO et al., 1995; BAKKEN et al., 1996; WALKER und DUMLER, 1996).

Beim Menschen wurden bei der pathologischen Untersuchung folgende Befunde erhoben:
perivaskuldre lymphohistiozytire entziindliche Infiltrate in multiplen Organen, Hepatitis,
normozelluldres Knochenmark, leichte lymphoide Depletion, mononukledre Phagozyten-
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hyperplasie in Milz und Lymphknoten und Milznekrosen. Im Knochenmark sowie in Leber
und Milz konnte eine Himophagozytose festgestellt werden (DUMLER et al., 2005).

Beim Menschen wurden bisher noch keine persistierenden Infektionen beschrieben (BRODIE
et al., 1986; DUMLER et al., 2005). Im Gegensatz dazu wurden bei verschiedenen Tierarten
persistierende Infektionen nachgewiesen bzw. vermutet: u.a. Hunde (EGENVALL et al., 2000;
ALLEMAN et al., 2006), Schafe (STUEN et al., 2006) und Pferde (CHANG et al., 1998).
Doxyzyklin ist das Antibiotikum der Wahl bei der Behandlung der HGA. Es sollte iiber einen
Zeitraum von zwei Wochen gegeben werden. Bei Erwachsenen wird eine Dosierung von
100mg 2 x tgl. p.o. empfohlen. Kinder, die iiber acht Jahre alt sind, sollten es in einer
Dosierung von 4,4mg/kg 1 x tgl. oder auf mehrere Dosen verteilt, maximal 100mg p.o. pro
Dosis erhalten. Nach 24 bis 48 Stunden wird eine Verbesserung des Zustandes erwartet. Bei
Patienten, die innerhalb dieses Zeitraumes nicht auf die Therapie angesprochen haben, sollte
nach weiteren Diagnosen und Therapiemdglichkeiten gesucht werden (BAKKEN und
DUMLER, 2006).

Morulae in neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut wurden bei 80% der Fille
nachgewiesen, wobei nur eine geringe Zahl der neutrophilen Granulozyten befallen war
(BAKKEN et al., 1996). Ein geringer Anteil der Patienten litt noch 1 bis 3 Jahre nach der
Therapie an persistierenden Symptomen wie Gelenkschmerz, Muskelschmerz,
Kopfschmerzen, Nausea, Schwiche, rezidivierendem Fieber. Es war nicht klar, ob diese
Symptome mit der friiheren HGA oder anderen Ursachen in Verbindung standen (RAMSEY
et al., 2002).

Derzeit ist nicht bekannt, ob von Hunden, Schafen, Pferden und anderen Haussiugetieren eine
Ubertragungsmoglichkeit auf den Menschen besteht. Diverse Wildtiere spielen als
Reservoirwirte eine Rolle, was evtl. auch ein Ubertragungsrisiko fiir bestimmte
Risikogruppen birgt. Derzeit wird angenommen, dass eine Ubertragung auf den Menschen
durch die Untersuchung infizierter Tiere, insbes. infizierten Blutes oder infizierter Zecken,
moglich ist (TELFORD, 1997; BAKKEN und DUMLER, 2006). Hierfiir spricht die Infektion
von Personen, die eine groBe Anzahl Rentierkadaver erdffnet hatten. Die Ubertragung wird
dabei zum einen auf den Kontakt dieser Personen iiber Schnittwunden mit infiziertem Blut
und zum anderen auf die Einatmung von Blutpartikeln iiber Aerosole, die bei Einsatz einer
elektrischen Sége entstanden, zuriickgefiihrt (TELFORD, 1997).
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III Material und Methoden

Die Dissertation umfasst drei Teile. In der epidemiologischen Studie sollte die Pravalenz von
Infektionen mit A. phagozytophilum-Infektionen bei Hunden im Einzugsgebiet der
Kleintierklinik der FU Berlin ermittelt werden. In einem zweiten Teil wurden sog.
Langzeitprobanden regelméfig und nach Herstellerangaben alle 4 Wochen mit Ektoparasitika
behandelt und tiber den Zeitraum von 10 Monaten im Abstand von drei bis vier Monaten auf
Neuinfektionen mit A. phagozytophilum untersucht, um Aussagen iiber die Wirksamkeit der
Zeckenprophylaxe treffen zu konnen. Des Weiteren sollten in einem dritten Teil (klinische
Studie) Symptomatik, Labordiagnostik und Verlauf der Erkrankung bei infizierten Hunden
dargestellt werden.

1. Epidemiologische Studie

Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich von Juni 2005 bis Dezember 2006, insgesamt
gingen 522 Hunde in die Studie ein. Die Gruppe 1 bestand aus 258 kranken,
anaplasmoseverdichtigen Hunden. Hunde wurden auf eine granulozytire Anaplasmose
untersucht, wenn sie Symptome aufwiesen, die in der Literatur im Zusammenhang mit einer
CGA beschrieben wurden (z.B. Lethargie, Fieber, Lahmheit, Gelenkschmerz, Bewegungs-
unlust, Splenomegalie, Meningitis) oder wenn abnorme Laborbefunde wie Thrombozytopenie,
Andmie oder Leukopenie vorlagen (NEER et al., 2002; BJIOERSDORFF, 2005; GREIG und
ARMSTRONG, 2006). Die Gruppe 2 bildeten 264 klinisch gesunde Hunde (Blutspender
sowie Hunde von Mitarbeitern und Studenten der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere).
Von so vielen Hunden wie moglich wurden folgende Daten mittels eines Fragebogens erfasst:
Signalement (Rasse, Alter, Geschlecht), Auslandsaufenthalt, der vom Besitzer beobachtete
Zeckenbefall und die Art der Zeckenprophylaxe (regelmifBig nach Herstellerangaben mit
gegen Zecken zugelassenen Priparaten oder nicht bzw. unregelméBig). Nach
Anamneseerhebung und klinischer Untersuchung wurden bei allen Hunden folgende
labordiagnostischen Untersuchungen durchgefiihrt: hdmatologische Untersuchung (Leuko-
zytenzahl, Erythrozytenzahl, Himoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC und Thrombo-
zytenzahl) und Untersuchung auf A. phagozytophilum (direkter Nachweis mittels Blut- und
Buffy-coat-Ausstrichen sowie Real-time-PCR, indirekter Nachweis iiber IFAT). Auf die
einzelnen Untersuchungsverfahren wird in den Abschnitten 4.1 — 5.9 genauer eingegangen.
Weitere Untersuchungen erfolgten je nach Indikation.
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Anamnesebogen

Vorstellungsdatum:

Tierbesitzer
Name:
Vorname:
Strafe:

Ort:

Hund

Name:

Rasse:
Geburtsdatum:
Geschlecht:

Was ist der Grund der Vorstellung Ihres Tieres in der Klinik?

Hat Thr Hund Vorerkrankungen? Wenn ja, welche und seit wann? Bekommt Thr Hund eine

Therapie/Medikamente dagegen?

Waren Sie mit Threm Tier schon einmal im Ausland? Wenn ja, wo, wann und wie lange?

Wie lange haben Sie Thr Tier schon in Besitz?

Woher stammt das Tier (Ziichter, Tierheim oder Privat)?

Hat Thr Hund Zecken? Wenn ja, wie viele sind es ungefdhr im Jahr? Wie sahen die Zecken

aus (GroBe, Farbe)?

Behandeln Sie Thren Hund mit Ektoparasitika (gegen Zecken, Flohe...)? Wenn ja, womit?

Wann im Jahr beginnen Sie mit der Therapie? Wie hdufig im Jahr geben Sie das Mittel? Wie

lange wirkt es?
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2. Studie iiber die Wirksamkeit einer regelmiafligen monatlichen Zeckenprophylaxe mit
Permethrin-Imidacloprid

Zwei Gruppen wurden in diesen Teil der Studie eingeschlossen: Gruppe 1
(Langzeitprobanden), Gruppe 2 (Vergleichsgruppe).

Langzeitprobanden waren initial sowohl serologisch (IFAT) als auch Blutausstrich- und PCR-
negatitv fiir A. phagozytophilum. Sie waren klinisch gesund, die Werte der hamatologischen
Untersuchung (Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Hamoglobinkonzentration, Hdmatokrit,
MCV, MCH, MCHC und Thrombozytenzahl) lagen im Referenzbereich. Zwischen Mai 2006
und Mirz 2007 wurden sie regelmifBig alle 4 Wochen von ihren Besitzern (Tierdrzte,
Studenten der Veterindrmedizin, Tierpfleger, Hundeziichter) nach Anweisung der Autorin mit
Permethrin-Imidacloprid (Advantix®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Germany) behandelt.
Diese Hunde wurden regelméBig (in Abstéinden von 3 bis 4 Monaten) auf Infektionen mit A.
phagozytophilum getestet. Permethrin gehort zu den Pyrethroiden, ist neurotoxisch bei
Arachniden und Insekten wirksam und fiihrt zu einer lang andauernden Offhung von Na'-
Kanilen an der Nervenmembran. Das charakteristische Symptomenbild bei Arthropoden ist
gekennzeichnet durch initiale Erregungszustinde, gefolgt von Koordinationsstérungen,
Lihmung und Tod bei entsprechend langer Einwirkungsdauer. Imidacloprid ist ein
Chloronicotinylnitroguanidin und besitzt eine adultizide Wirkung auf Flohe (UNGEMACH,
2006).

Hunde der Gruppe 2 (Vergleichsgruppe) waren nicht bzw. unregelmifig oder mit gegen
Zecken unwirksamen Préparaten behandelte Hunde. In diese Gruppe wurden sowohl klinisch
gesunde als auch kranke, anaplasmoseverddchtige Hunde aufgenommen. Da es unethisch
wiére, in einer klinischen Studie Hunde iiber ein Jahr nicht mit Ektoparasitika zu behandeln,
wurde von der Einfiihrung einer ,,echten Kontrollgruppe abgesehen.

Wihrend des Studienzeitraums untersuchten die Besitzer der Langzeitprobanden ihre Hunde
tiglich auf einen moglichen Zeckenbefall und dokumentierten diesen. Bei jedem Besuch
wurden der vom Besitzer beobachtete Zeckenbefall und evtl. aufgetretene Nebenwirkungen
von Advantix® mittels Fragebdgen erfragt.

Da Hunde der Vergleichsgruppe nur einmal untersucht wurden, war von diesen Hunden nur
ein Fragebogen vorhanden.

3. Klinische Studie

Der Untersuchungszeitraum fiir diesen Teil der Studie erstreckte sich von Juni 2005 bis Juli
2007. In diesen Teil der Studie gingen zunidchst alle kranken Hunde ein, bei denen die A.
phagozytophilum-PCR positiv war. Die Diagnose CGA wurde gestellt und eine weitere
Auswertung der Patienten erfolgte, sofern

e klinische Symptome wie Lethargie, Fieber, blasse Schleimhdute, Blutungen,
Gelenkschmerz, Bewegungsunlust oder Splenomegalie vorlagen,

e abnorme Werte bei der hdmatologischen Untersuchung auffielen (Thrombozytopenie,
Andmie, Leukopenie),

e Morulae in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen wurden (sofern eine Infektion
mit dem in den USA endemisch vorkommenden Erreger E. ewingii ausgeschlossen
werden konnte) (und die PCR zum Nachweis von A. phagozytophilum positiv war),

e andere Krankheiten (u.a. weitere bekannte Infektionskrankheiten, die in diesem Gebiet
endemisch vorkommen bzw. mit denen im Rahmen eines Auslandsaufenthaltes eine
Infektion moglich wire) als Krankheitsursache ausgeschlossen wurden und

e die Hunde sich auf Gabe von Doxyzyklin (5mg/kg 2 x tgl. p.o.) besserten.
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Von allen Hunden wurden die unter III.1. (Epidemiologie) aufgefiihrten Daten erhoben.
Zusétzlich wurde ein Differenzialblutbild angefertigt und die klinisch-chemischen Parameter
Natrium, Kalium, Glukose, Harnstoff, Kreatinin, Totalprotein, Albumin, ALT, AP, AST,
GLDH und Bilirubin, bei einigen Hunden auch die Parameter Kalzium, Phosphat, Amylase,
Lipase und Cholesterin bestimmt. Zusitzlich wurden bei einigen die Prothrombinzeit (PT),
die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) bestimmt und ein Harnstatus angefertigt.
Des Weiteren wurden fiir einige Hunde ein direkter Coombs-Test und/oder ein Test auf
thrombozytengebundene Antikdrper durchgefiihrt. Zu den weiterfiihrenden Untersuchungen
gehorten die radiologische Untersuchung des Abdomens im latero-lateralen Strahlengang, die
sonografische Untersuchung des Abdomens sowie die Gelenkpunktion bei Verdacht auf
Arthritis bzw. Polyarthritis. Bei so vielen Hunden wie mdglich wurden Verlaufs- und
Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt. Die Untersuchung auf A. phagozytophilum erfolgte
iiber direkte und indirekte Nachweisverfahren. Zu den direkten Nachweisverfahren gehorten
Blut- und Buffy-coat-Ausstriche zum Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten
sowie die Real-time PCR zum DNA-Nachweis, zu den indirekten die
Antikorpertiterbestimmung via IFAT. Kranke Hunde, bei denen die PCR zum Nachweis von
A. phagozytophilum positiv war, wurden zusidtzlich auf Ko-Infektionen mit folgenden
Erregern untersucht: E. canis, B. burgdorferi, Babesia (B.) canis, Dirofilaria (D.) immitis,
Mycoplasma (M.) haemocanis und Bartonella spp., einige Hunde zusétzlich auf Leishmania
(L.) infantum.

4. Untersuchungen auf A. phagozytophilum

Die Untersuchungen auf A. phagozytophilum wurden im Institut fiir Vergleichende
Tropenmedizin und Parasitologie der LMU Miinchen und in der Klinik fiir kleine Haustiere,
FU Berlin durchgefiihrt.

4.1. Indirekter Immunfluoreszenzantikorpertest (IFAT) und enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)

Der IFAT stellt eine quantitative Methode zur Serumuntersuchung auf Antikorper gegen A.
phagozytophilum dar. Dabei werden durch serielle Verdiinnungen (Titration) Antikdrper
gegen A. phagozytophilum nachgewiesen.

Die im Kiihlschrank aufbewahrten mit Antigen beschichteten Objekttrager (Focus
Technologies, California, 90630, USA) wurden zunéchst auf Zimmertemperatur erwiarmt. Die
Mikrotiterplatten wurden mit ,,Patientennummern® oder ,,Kontrollseren® beschriftet. In die
Reihen H bis C wurde PBS-Puffer vorgelegt (Reihe H: 150ul, Reihen G bis C 50ul). Der
PBS-Puffer pH 7,2 wurde sowohl zum Waschen als auch als Verdiinnungspuffer eingesetzt
und nach einem Rezept des Robert-Koch-Instituts selbst hergestellt (Ubersicht 1).
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Ubersicht 1: Herstellung des PBS-Puffers pH 7,2 zum Waschen und als Verdiinnungspuffer
nach einem Rezept des Robert-Koch-Instituts

a) Herstellung der Losungen a und b
Losunga  NaHPO4 (Merck 6580) 11,88¢g

ad Aqua dest. 1000ml
Losungb  KH,PO4 (Merck 1.04873)  9,08g
ad Aqua dest. 1000ml
b) Herstellung der Gebrauchslosung
Losung a 71,5ml
Losung b 28,5ml
NaCl (Merck 1.06400) 8,5¢g
ad Aqua dest. 1000ml

pH messen und auf 7,2 einstellen

c¢) Herstellung einer Evans-Blue 0,02%/PBS-Lsung
0,02g Evans-Blue (Sigma, Nr. 46160) auf 100ml PBS-Puffer

In einem ersten Arbeitsschritt werden auf dem Objekttrager fixierte Zellen mit bekannter
Antigenstruktur (A. phagozytophilum) mit Serum, in dem nach Antikorpern gegen A.
phagozytophilum gesucht werden soll, iiberschichtet und inkubiert.

Hierfiir wurden 10ul Patienten- bzw. Kontrollserum in jede Vertiefung der Reihe H gegeben
und anschlieBend eine geometrische Verdiinnungsreihe hergestellt: Jeweils 50ul wurden in
die nichste Reihe tliberpipettiert, wobei bei der Reihe H begonnen wurde. Es ergaben sich
damit fiir die Reihen H bis C die folgenden Verdiinnungsstufen: Reihe H 1:16, Reihe G 1:32,
Reihe F 1:64, Reihe E 1:128, Reihe D 1:256 und Reihe C 1:512. Jeweils 20ul des verdiinnten
Serums (Verdiinnungsstufen 1:128, 1:64 und 1:32) wurden auf das entsprechende mit Antigen
beschichtete Objekttrigerfeld pipettiert. Es folgte eine Inkubation fiir 30min bei 37°C in einer
feuchten Kammer im Wiarmeschrank. In dieser Zeit wurde das Konjugat aufgetaut und mit
0,02% Evans-Blue/PBS im Verhéltnis 1:20 verdiinnt: Es wurden 50ul Anti-dog IgG-FITC
(Sigma, F-7884) zu 950ul 0,02% Evans-Blue/PBS gegeben. Die Objekttriger wurden nach
30min aus dem Wéirmeschrank genommen und vorsichtig mit PBS pH 7,2 abgespiilt. Dem
schloss sich ein zweimaliges Waschen iiber Smin in PBS pH 7,2 an. In jeder Waschphase
wurde frische Pufferldsung verwendet. AnschlieBend wurden die Objekttriager vorsichtig kurz
in Aqua dest. geschwenkt und wieder auf den Objekttrager gelegt, um sie lufttrocknen zu
lassen. Nach sorgfiltigem Waschen des Priparates wurde ein fluochromiertes
Antigammaglobulin aufgebracht. Letzteres kann die Antigen-tragenden Zellen nur zum
Aufleuchten bringen, wenn in dem untersuchten Serum spezifische Antikorper vorhanden
waren, die sich im ersten Schritt der Methode an die homologen Antigene gebunden haben
und nun als Antigen mit dem markierten Antigammaglobulin reagieren. Dafiir wurden auf
jedes Feld 10ul von dem verdiinnten Konjugat aufgetragen, dem sich wieder eine
Inkubationsphase iiber 30min bei 37°C in einer feuchten Kammer im Wérmeschrank
anschloss. Nach deren Ablauf wurden die Objekttrager erneut vorsichtig mit PBS pH 7,2
abgespiilt und zweimalig tiber S5Smin in PBS pH 7,2 gewaschen. AnschlieBend wurden die
Objekttrager auf Objekttragertableaus gelegt und an der Luft getrocknet. Danach wurden sie
mit Eindeckmittel (Mega Screen Fluovet, Mega Cor Diagnostik GmbH) eingedeckt. Die
Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop mit dem 40er Objektiv (Okular: 10x).
Da die Intensitét der Fluoreszenz und des Endtiters durch die Art und optische Beschaffenheit
des Mikroskops und des Typs der Lichtquelle bestimmt werden, wurden bei jeder Testreihe
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die Kontrollfelder zuerst abgelesen, um eine korrekte Interpretation zu gewihren (Uber-
sicht 2, Abb. 2).

Ubersicht 2: Einordnung der Intensitit der Fluoreszenz der Morulae nach dem Ablesen

+ 4+ bis ++ + +: mittlere bis starke apfelgriine Fluoreszenz der Morula

+: eindeutige, aber schwache Fluoreszenz, #hnlich wie die der
Positivkontrolle beim Endtiter

negativ: keine Fluoreszenz oder Fluoreszenz &hnlich wie auf der
Reaktionsstelle der Negativkontrolle (oder weniger als der Endtiter)

Der reziproke Wert der hochsten Serumverdiinnung, die eine eindeutige (+) apfelgriine
Fluoreszenz der Morula aufwies, wurde als Endtiter bezeichnet. IgG-Endtiter von 1:64 und
hoher deuteten auf eine Infektion mit A. phagozytophilum zu einem unbestimmten Zeitpunkt
hin. Diese konnte in der Vergangenheit erfolgt sein, oder es handelte sich um eine zum
Untersuchungszeitraum vorliegende Infektion im Frithstadium. Bei negativem Ergebnis
(< 1:16 und weiter bestehendem Verdacht auf eine Infektion) oder fraglichem Titer (1:32)
konnte ein Kontakt mit dem Erreger nicht ausgeschlossen werden.

B . » \~
Copyright: Fuller Laboratories, 1997, all rights reserved

Abbildung 2: Fluoreszierende Morulae in neutrophilen Granulozyten

Zusitzlich wurde in der Klinik fiir kleine Haustiere, FU Berlin bei 18 Hunden mit CGA der
SNAP-4Dx (IDEXX, Maine, USA), ein ELISA zum Nachweis von Antikdrpern gegen A.
phagozytophilum, durchgefiihrt. Die Ergebnisse beider Verfahren wurden miteinander
verglichen.

4.2.Nachweis von Morulae in Blut- und Buffy-Coat-Ausstrichen

Bei der Giemsafdrbung handelt es sich um eine differenzierte Farbung zelluldrer Bestandteile
des Blutes. Insbesondere der direkte Nachweis von Blutprotozoen, wie Babesien, Hepatozoon
canis, Trypanosomen und Rickettsien (Ehrlichien, Anaplasmen) ist hiermit moglich.

Die Blutausstriche wurden mit einem Farbstoffgemisch nach Giemsa (Azur, Methylenblau
und Eosin) gefirbt, das tiglich frisch hergestellt wurde (Ubersicht 3).

43



Material und Methoden

Ubersicht 3: Herstellung einer Giemsa-Gebrauchslosung

a) Herstellung des Weise-Puffers pH 7,2

KH,POs  2,45¢

NagHPO4 5,45 g

Aqua dest. 5000ml

b) Herstellung der Giemsa-Gebrauchslosung

240ml Weise-Puffer pH 7,2 werden in einer Farbkiivette vorgelegt und mit 10ml einer
vorfiltrierten Giemsa-Losung gemischt.

Zunichst wurde ein Blutausstrich angefertigt und an der Luft getrocknet. AnschlieBend folgte
eine Fixation mit Methanol 99% (5min), der Ausstrich musste danach erneut lufttrocknen. Mit
der frisch angesetzten Giemsa-Gebrauchslosung wurde dieser Ausstrich dann 45min gefarbt.
Die Firbelosung wurde anschlieBend unter flieBendem Wasser abgespiilt und der Ausstrich
wiederum luftgetrocknet. Nachdem ein Tropfen Immersionsdl auf den Objekttriger gegeben
wurde, schloss sich die Untersuchung mit einer 400- bzw. 1000fachen Vergrof3erung an. Der
Ausstrich wurde als positiv bewertet, wenn in neutrophilen Granulozyten Morulae
nachgewiesen wurden (Abb. 3). Es ist zu beachten, dass nur der Nachweis von Morulae, also
ein positives Ergebnis, aussagekriftig ist.
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Abbildung 3: Morulae in neutrophilen Granulozyten

Beim Zentrifugieren eines mit EDTA- oder Kapillarblut befiillten Mikrohdmatokritrohrchens
bilden sich ausgehend vom Ende des Rohrchens (Versieglungswachs) verschiedene Schichten:
eine Erythrozyten-, eine Granulozyten-, Lymphozyten-, Monozyten- und Thrombozyten-
sowie eine Plasmaschicht. Die Schicht aus den Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten wird auch als ,,Buffy-Coat* oder Leukozytensaum bezeichnet (Abb. 4). In
Abhéngigkeit von der gesuchten Erregerart wird das Mikrohdmatokritkapillarrohrchen
entweder ober- oder unterhalb des ,,Buffy-Coats* angefeilt, ge6ffnet, das Material entnommen
und ein Giemsa-gefarbter Ausstrich hergestellt. Aussagekriftig ist lediglich der Nachweis von
Morulae in neutrophilen Granulozyten.

Abbildung 4: Buffy-
Coat (Pfeil) in einem
Mikrohdmatokrit- —
kapillarréhrchen nach
der Zentrifugation
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4.3. Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR stellt die modernste Quantifizierung von Nukleinsduren dar. Im
Gegensatz zur konventionellen PCR werden die Produkte nicht erst am Ende eines PCR-
Laufs, sondern wihrend jedem Amplifikationszyklus durch die Messung der entstehenden
Fluoreszenz nachgewiesen, was eine reale Quantifizierung der Zielsequenzen ermdglicht. Ein
weiterer Vorteil ist die Ersparnis der Gelelektrophorese, die bei der konventionellen PCR zum
Nachweis des PCR-Produkts erforderlich ist. Das Kontaminationsrisiko wird dadurch deutlich
reduziert. Die Detektion der PCR-Produkte kann durch DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe
oder die Verwendung von spezifischen Fluoreszenzstoff-markierten Hybridisierungssonden
erfolgen (LEONHARD, 2005).
Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QI® DNA Mini Kit (whole blood protocol) nach
Herstellerangaben (QIAGEN, Hilden), die PCR mit der HotStarTaq® PCR nach
Herstellerangaben (QIAGEN, Hilden).
Nachgewiesen wurde das msp2-Gen (COURTNEY et al., 2004). Folgende Primer wurden
eingesetzt:

o ApMSP2f (5’ ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTTATT-3")

o ApMSP2r (5’-TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA-3’).
Bei der eingesetzten TagMan-Sonde handelte es sich um ApMSP2r, eine Sonde mit HEX-
TAMRA (5’-TGGTGCCAGGTTGAGCTTGAGATTG-3").
Die Herstellung des Mastermix und der PCR-Ansatz sind den Ubersichten 4 und 5 zu
entnehmen.

Ubersicht 4: Herstellung des Mastermix fiir die Real-Time-PCR zum Nachweis von A.
phagozytophilum

70x (Mastermix fiir 1 Eppendorfrohr-
chen)

Puffer 10x 2,5ul 175ul

MgCl, (25mM) 4,5ul 315ul

dNTPs (10mM) 0,5ul 35ul

Primer AmPSP2f (50uM) 0,225ul 15,75ul

Primer ApMSP2r (50uM) 0,225ul 15,75ul

Sonde (ApMSP2p-Hex (50uM)  0,0625ul 4,375ul

H,O 11,7375ul 821,6ul

Proben-DNA 50ul s

Ubersicht 5: PCR-Ansatz 25pl

Mastermix 19,75ul
HotStarTaq (QIAGEN) 0,25ul
H,O 5,00ul

Als Positivkontrolle diente die aus EDTA-Blut extrahierte DNA eines Hundes, bei dem eine
Infektion mit A. phagozytophilum nachgewiesen wurde. Ebenso wie beim Nachweis von
Morulae in neutrophilen Granulozyten ist nur ein positives Ergebnis aussagekriftig. Falsch
negative Ergebnisse konnen u.a. verursacht werden durch eine zu geringe Anzahl von
Krankheitserregern in der Patientenprobe, Inhibitoren der DNA-Polymerase in der
Patientenprobe, Erregervarianten, die aufgrund einer verdnderten Nukleotidsequenz eine
Amplifikation mit den verwendeten Primern nicht zulassen, Verdauung der Erreger-
Nukleinsdure durch eingeschleppte DNAsen oder RNAsen. Falsch-positive Ergebnisse
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dagegen konnen verursacht werden durch Kontamination bei der Gewinnung des
Patientenmaterials oder Kontamination wihrend der Durchfiihrung der PCR, hauptséchlich
durch bereits amplifizierte Produkte (LABORINFORMATION MEDIZINISCHES LABOR
BREMEN)).

5. Labordiagnostische Untersuchungen

Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena (V.) cephalica antebrachii, der V. saphena (Ramus
cranialis) oder der V. jugularis am nicht sedierten Tier. Fiir die hidmatologischen
Untersuchungen und fiir die direkten Nachweisverfahren von A. phagozytophilum im Blut
wurde Blut in ein Kalium-EDTA-Blutréhrchen (Firma Sarstedt, Niimbrecht) und zur
Gewinnung von Plasma fiir die klinisch-chemischen Untersuchungen in einem Lithium-
Heparinat-Blutréhrchen (Firma Sarstedt, Niimbrecht) aufgefangen. Fiir die Bestimmung des
Antikorpertiters mittels IFAT wurde ein Serumrohrchen (Firma Sarstedt, Niimbrecht) mit
Blut befiillt und nach einer Sedimentationsphase von etwa 20 bis 30min bei 3000U/min fiir
5min zentrifugiert (Labofuge 400%, Kendro). Die plasmatische Gerinnung wurde in
Natriumzitrat-Plasma (0,1 bzw. 0,2ml 3,13% Natriumzitrat® (Braun) und 0,9 bzw. 1,8ml Blut)
bestimmt.

5.1. Hamatologie

Die Thrombozyten-, Leukozyten- und Erythrozytenzahl sowie die Parameter
Hamoglobinkonzentration (Hb), Hdmatokrit (Hkt) und die Erythrozytenindices MCV, MCH
und MCHC wurden mit dem Blutanalysegerit CELL-DYN® 3500 (Abbott GmbH, Wiesbaden)
bestimmt (Tab. 16).

Tabelle 16: Referenzwerte fiir die hdmatologische Untersuchung (ROLEFF, 2004)

Parameter (Einheiten) Referenzbereich
Leukozyten (x 10°/1) 6—18
Erythrozyten (x 10"/1) 56—8,6
Héamoglobin (mmol/l) 8,4—-12,4
Hiamatokrit (1/1) 0,38 — 0,56
MCV (1) 6270
MCH (fmol) 1,2-1,6
MCHC (mmol/l) 19,2 -23,0
Thrombozyten (x 10°/1) 200 — 600

Zur Beurteilung des Differenzialblutbildes wurde mindestens ein Blutausstrich angefertigt
und mit dem Lichtmikroskop Axiophot® (Zeiss, Gottingen) beurteilt (Tab. 17).
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Tabelle 17: Referenzwerte fiir das Differenzialblutbild (KRAFT und DURR, 2005)

Zellen (x 10%/1) Absolute Zahl
Neutrophile stabkernige Granulozyten 0—500
Neutrophile segmentkernige Granulozyten 3.000 — 9.000
Eosinophile Granulozyten 40 — 600
Basophile Granulozyten 40 — 500
Lymphozyten 1.000 — 3.600
Monozyten 40 - 500

5.2. Klinisch-chemische Laborparameter

Die Laborparameter Natrium, Kalium, Glucose, Harnstoff, Kalzium, Phosphat, ALT, AST,
AP, GLDH, Bilirubin, Cholesterin, Amylase, Lipase, Totalprotein und Albumin wurden in
Lithium-Heparin-Plasma mit dem Analysengerit Kone Lab 30i® (Thermo Electron GmbH,
Dreieich) bestimmt (Tab. 18).

Tabelle 18: Referenzwerte der klinisch-chemischen Laborwerte (Klinik fiir kleine Haustiere,
FU Berlin; * = KRAFT und DURR, 2005)

Parameter (Einheit) Referenzbereich
Alaninaminotransferase (IU/I) <76
Albumin (g/1) 28 — 36
Alkalische Phosphatase (IU/1) <97
Amylase (IU/1) <1091
Aspartataminotransferase (IU/1) <41
Bilirubin (umol/l) <5,1
Cholesterin (mmol/I) 3,1-10,1%*
Gesamtkalzium (mmol/l) 2,5-29
Glukose (mmol/l) 45-6,2
Harnstoff (mmol/l) 3,5-99
Kalium (mmol/l) 3,6 —4.,8
Kreatinin (umol/l) 53 -106
Lipase (IU/) <276
Natrium (mmol/I) 140 — 150
Phosphat (mmol/l) 0,96 — 1,6
Totalprotein (g/1) 54 - 66

5.3. Prothrombinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Die Prothrombinzeit (PT) und aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) wurden mit
einem Koagulometer nach Schnitger und Gros (H. Amelung, Lemgo) bestimmt. Die PT
wurde mit dem Test Hepato Quick® (Thrombin reagent, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) und die aPTT mit dem Testkit Pathromtin® (Pathromtin SL, Dade Behring
Marburg GmbH, Marburg) mit jeweils 100ul Zitratplasma entsprechend den
Herstelleranweisungen gemessen. Die Vergleichswerte der Klinik und Poliklinik fiir kleine
Haustiere der FU Berlin betrugen fiir die aPTT 14 — 20 Sekunden und fiir die PT 15 — 21
Sekunden.
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5.4. Direkter Coombs-Test

Die Durchfiihrung des differenzierten direkten Coombs-Tests mit Bestimmung von IgG- und
IgM-Antikoérpern sowie C3-Komplement erfolgte im Institut fiir Immunologie der
Tierdrztlichen Hochschule Hannover. Die Blutproben wurden in der Regel am Tag der
Entnahme versandt und am néchsten Tag untersucht. Der Coombs-Test wurde bei 4°C
(Kaltansatz) und 37°C (Warmansatz) durchgefiihrt. Als Antiseren kamen monospezifische
Antiseren zum FEinsatz: ,rabbit-anti-dog” IgG (H + L) (Dianova, Hamburg), goat-anti-
dog® IgM (ICN biomedicals, Eschwege) und ,goat-anti-dog“ CD (ICN biomedicals,
Eschwege) (ENGELBRECHT et al., 2002).

5.5. Untersuchung auf thrombozytengebundene Antikorper

Der Nachweis thrombozytengebundener Antikorper wurde mittels Durchflusszytometrie
(FACScan, Becton, Dickinson) am Institut fiir Immunologie der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover durchgefiihrt. Die separierten, gewaschenen Thrombozyten wurden mittels eines
monoklonalen Antikorpers gegen Thrombozyten-Antigene (mAK 17-15, Code: 3W-098) und
eines Phycoerythrin-konjugierten polyklonalen Antikdrpers gegen Mausimmunglobuline
markiert, wodurch Partikel in Thrombozytengrof3e, die aber keine Thrombozyten darstellen
(z.B. Erythrozyten-Fragmente), von Thrombozyten unterschieden und von der Analyse
ausgeschlossen werden konnten. Mit Hilfe eines Fluorescein-konjugierten polyklonalen
Antikorpers (,,goat-anti-dog™ IgG [H + L]) gegen canines Immunglobulin wurden jene
Thrombozyten ermittelt, die mit Antikdrpern beladen waren. Mit jeder Patientenprobe wurde
Kontrollblut eines gesunden Hundes mitversandt (iiber Nacht, ungekiihlt) und gleichzeitig,
d.h. innerhalb von 24 - 48 Stunden nach der Blutentnahme, untersucht (KOHN et al., 2000).

5.6. Urinanalyse

Das spezifische Gewicht wurde mit einem Refraktometer (Uricon-N, Atago, Japan) bestimmt.
Der Nachweis von Nitrit, Protein, Glucose, Ketonkorpern, Bilirubin, Urobilinogen, Blut und
Hamoglobin im Harn sowie die Bestimmung des pH-Wertes (Referenzbereich 5,0 — 8,0)
erfolgte mit Harnsticks (Harn-Teststreifen Combur-Test, Boehringer, Mannheim). Zusétzlich
wurde das Urin-Protein/Kreatinin-Verhiltnis gemessen (Kone Lab 30i® [Thermo Electron
GmbH, Dreieich]) (Referenzbereich < 0,5).

Fir die Untersuchung des Urinsediments wurden 3 — 5ml Urin bei 1500 — 2000U/min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand bis auf etwa 0,5ml dekantiert und das
Sediment mit den verbliebenen Urintropfen resuspendiert. Ein Tropfen dieser Suspension
wurde auf einen Objekttriger aufgebracht und mit einem Deckgldschen bedeckt. Bei
abgeblendetem Licht wurde zuniichst eine Ubersichtsbetrachtung vorgenommen (100fache
VergroBerung), wobei nach Zylindern, Kristallen und Zellen Ausschau zu halten war.
Nachdem die Anzahl der Zylinder in der Ubersichtsuntersuchung ermittelt wurde, erfolgte die
Durchsuchung der Probe auf Zellen und Bakterien bei stirkerer VergroBerung (400fache
VergroBerung) (BARSANTI et al., 2006)
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5.7. Gelenkpunktion

Bei Hunden mit Gelenkschmerzen wurde in Kurznarkose (0,5 — 1mg/kg Midazolam und
Propofol nach Wirkung i.v.) unter sterilen Kautelen Synovia von mehreren Gelenken
entnommen. Dabei wurden die Punktionsstellen gemd3 VOLLMERHAUS, 1999 gewihlt. Die
Synovia wurde hinsichtlich Menge, Aussehen und Viskositdt zundchst makroskopisch
beurteilt. Bildete die Synovia beim Abtropfen von der Kaniile einen > 2,5cm langen Faden,
wurde die Viskositdt als normal befundet (PARRY, 1999). Fiir Zelldifferenzierung und
Schitzung kernhaltiger Zellen wurden unmittelbar nach der Entnahme mehrere Ausstriche
angefertigt und nach Pappenheim oder mittels Diff-Quik (Dade, UnterschleiBheim) gefarbt.
Zur Erstellung eines Differenzialzellbildes mit der Unterscheidung von neutrophilen
Granulozyten und mononukleédren Zellen (Lymphozyten, grole mononukleédre Zellen) wurden
100 kernhaltige Zellen bei 1000facher VergroBerung ausgezdhlt. Zur Zellzahlschitzung
wurden zehn Felder bei 400facher VergroBerung ausgewertet, wobei in der normalen Synovia
des Hundes etwa ein bis drei kernhaltige Zellen pro Gesichtsfeld vorhanden sind (PARRY,
1999). Konnte geniigend Synovia entnommen werden, wurde sie in EDTA-Rohrchen
gesammelt und die Zahl kernhaltiger Zellen in einer ,,Neubauer improved‘-Zahlkammer
ermittelt (SAWYER, 1963). Zusitzlich wurde der Proteingehalt mit Hilfe -eines
Refraktometers (Uricon-N, Atago, Japan) bestimmt. Die Synovia wurde auBerdem
mikrobiologisch und auf A. phagozytophilum mittels einer Real-Time-PCR untersucht
(KOHN et al., 2005).

5.8. Ausschluss von Ko-Infektionen

Die Untersuchungen auf Ko-Infektionen wurden im Institut fiir Vergleichende Tropenmedizin
und Parasitologie der LMU Miinchen und in der Klinik fiir kleine Haustiere, FU Berlin
vorgenommen.

Die Untersuchung auf E. canis, B. canis L. infantum und B. burgdorferi erfolgte mittels
indirekter Nachweisverfahren (IFAT), der Nachweis von M. haemocanis und Bartonella spp.
tiber eine PCR.

Zusatzlich wurde in der Klinik fiir kleine Haustiere, FU Berlin der SNAP-4Dx (IDEXX,
Maine, USA), ein ELISA zum Nachweis von E. canis, A. phagozytophilum, B. burgdorferi
und D. immitis, durchgefiihrt. Dabei werden Antikorper gegen E. canis, A. phagozytophilum
und B. burgdorferi nachgewiesen, wihrend D. immitis direkt bestimmt wird.

6. Statistische Auswertung

Da die Daten nicht als repridsentative Stichproben einer wohldefinierten Grundgesamtheit
angesehen werden konnen, sind die statistischen Testverfahren im explorativen Sinn
verwendet. Die Ergebnisse konnen nicht ohne weiteres verallgemeinert werden. Es wurde von
einer nicht-symmetrischen Verteilung der Parameter ausgegangen. Die Auswertung erfolgte
mittels Angaben von Minima und Maxima sowie Medianwerten. In einigen Fillen wurden
zusitzlich das arithmetische Mittel und die Standardabweichung angegeben. Bei diesen
Variablen erfolgte die Angabe der Werte folgendermaBlen: ,arithmetisches Mittel =+
Standardabweichung; Median.“ Die grafische Darstellung von Unterschieden in der
Haufigkeitsverteilung erfolgte mit Hilfe von Balkendiagrammen und Boxplots. Ein Boxplot
zeigt grafisch die Lage und Verteilung der Werte einer Variablen auf. Die schwarze
horizontale Linie innerhalb der hellgrauen Fldche eines Boxplots kennzeichnet das 50%-
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Perzentil (Median), die untere Grenze das 25%-, die obere das 75%-Perzentil. Die diinnen
Querstriche ober- und unterhalb der Box geben den grofBten bzw. kleinsten Wert aus der
jeweiligen Stichprobe an, der noch keinen Ausreifler oder Extremwert darstellt. Als Ausreif3er
und Extremwerte werden im Zusammenhang mit Boxplots solche Werte gekennzeichnet, die
um mehr als das 1,5-fache der Hohe der Box ober- und unterhalb der Box liegen. Die
Entfernung von Ausreiflern zur Box betrdgt zwischen dem 1,5-fachen und dem Dreifachen der
Boxhohe (in der Grafik als Kreise gekennzeichnet), Extremwerte liegen dagegen mehr als das
Dreifache iiber bzw. unter der Boxhohe (als Sternchen gekennzeichnet). In einige Boxplots
wurden manuell Referenzlinien eingefligt (BROSIUS, 2006).

Als Test zum Vergleich von Hiufigkeiten wurde der y>-Test eingesetzt, der die
Unabhéngigkeit zweier Alternativmerkmale untersucht. Grundsitzlich gilt: Je groBer die
Abweichung in einem Feld der Tabelle ist, desto groBer wird auch der x>-Wert ausfallen. Ein
groBer y*-Wert korrespondiert also mit groBen Abweichungen der beobachteten von den
erwarteten Haufigkeiten und deutet auf einen Zusammenhang zwischen den beiden Variablen
hin. P < 0,05 wurde als signifikant definiert (BROSIUS, 2006).

Als weiteres Testverfahren wurde der U-Test von Mann und Whitney eingesetzt. Dieser
verlangt weder Symmetrie noch Normalverteilung. Bei diesem Test werden die Werte der
beiden Gruppen zundchst zu einer Gruppe zusammengefasst und in aufsteigender Folge
geordnet. Jedem der Werte wird seiner Position in der Ordnung entsprechend ein Rang
zugewiesen. AnschlieBend wird fiir die beiden Gruppen getrennt die Summe der Rangwerte
berechnet. Anhand der beiden sich dabei ergebenden Summen wird die Hypothese getestet,
die beiden Stichproben wiirden der gleichen Grundgesamtheit entstammen (BROSIUS, 2006).
Als statistische Software wurde SPSS 14.0 fiir Windows, SPPS Inc., USA verwendet.
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IV Ergebnisse
1. Epidemiologische Studie
1.1. Gruppeneinteilung

Insgesamt gingen 522 Hunde in diesen Teil der Studie ein. Die Gruppeneinteilung erfolgte in
kranke, anaplasmoseverdichtige und gesunde Hunde. Die Gruppe 1 bestand aus 258 kranken,
anaplasmoseverdiachtigen Hunden, die Gruppe 2 bildeten 264 klinisch gesunde Hunde.

1.2. Rasseverteilung

Von den 522 Hunden gehorten 336 Hunde 69 Rassen an, 186 waren Mischlinge (Tab. 19)

Tabelle 19: Rassenverteilung flir 258 kranke und 264 gesunde Hunde

Rasse Gruppe Gesamt
Krank Gesund n
n n
Mischling 76 110 186
Golden Retriever 13 16 29
Deutscher Schéiferhund 17 10 27
Labrador Retriever 7 15 22
Irish Setter 7 13 20
Cocker Spaniel 8 8 16
Deutsche Dogge 7 8 15
Boxer 4 10 14
Rottweiler 8 6 14
Dobermann 3 7 10
Berner Sennenhund 4 5 9
Teckel 6 3 9
American Staffordshire Terrier 2 6 8
Riesenschnauzer 7 1 8
West Highland White Terrier 7 0 7
Dalmatiner 3 3 6
Hovawart 2 3 5
Pudel 5 0 5
Beagle 4 0 4
Border Collie 0 4 4
Collie 2 2 4
Jack Russel Terrier 4 0 4
Papillon 0 4 4
Pittbull Terrier 2 2 4
Schnauzer 1 3 4
Briard 2 1 3
Husky 3 0 3
Jagdhund 1 2 3
Rhodesian Ridgeback 2 1 3
Shar Pei 3 0 3

(9]
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Tabelle 19: Rassenverteilung fiir 258 kranke und 264 gesunde Hunde (Fortsetzung)

Rasse Gruppe Gesamt
Krank Gesund n

=
=

Shih Tzu

Weimeraner

Airedale Terrier

American Bulldog

Barsoi

Bearded Collie

Cairnterrier

Deutsch Drahthaar

Furasier

Foxterrier

Irischer Wolfshund

Malinois

Malteser

Miinsterlander

Saluki

Tibet Terrier

Y orkshire Terrier

AC Schiferhund

Alaskan Malamute

Bologneser

Bordeaux-Dogge

Boston Terrier

Bulldogge

Bullterrier

Chesapeak Bay Retriever

Chihuahua

Dachshund

Deutsch Langhaar

Deutscher Wachtelhund

Englische Bulldogge

Gordonsetter

Greyhound

Havaneser

Irish Terrier

Kromfohrlander

Lapinkoira

Magyar Agar

Mastiff

Mittelschnauzer

Neufundlander

Norfolk Terrier

Parson Russel Terrier

Perro de Prasa
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Podenco
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Tabelle 19: Rassenverteilung fiir 258 kranke und 264 gesunde Hunde (Fortsetzung)

Rasse Gruppe Gesamt
Krank Gesund n
n n

Pon 0 1 1
Pyrendenberghund 1 0 1
Schweizer Lauthund 1 0 1
Sheltie 1 0 1
Viszla 1 0 1
Zwergschnauzer 1 0 1
Gesamt 258 264 522

1.3. Altersverteilung

In der Gesamtheit schwankte das Alter der Hunde zwischen 3 Monaten und 15 Jahren (5,89 +
3,30; Median 6,00). Die gesunden Hunde waren zwischen 1 und 14 Jahren (5,09 + 2,86;
Median 5,00), die kranken Hunde zwischen 3 Monaten und 15 Jahren alt (6,71 + 3,54,
Median 7,00). Kranke, anaplasmoseverdachtige Hunde waren im Median élter als gesunde
Hunde (p < 0,001) (Abb. 5). Der Altersunterschied in den Gruppen kommt dadurch zustande,
dass die Einteilung der Hunde in der Reihenfolge des Vorstellens in der Klinik erfolgte.

15 .
o
c 4
o 10
S
<
«
Ly
£
1Y
‘.CI_J. 5
<
0 n=253 n=256
T T
Gruppe 1 Gruppe 2
Gruppenzugehorigkeit

Abbildung 5: Gruppenzugehorigkeit und Alter fiir n = 509 Hunde mit bekanntem Alter
(p <0,001) (Gruppe 1 = kranke anaplasmoseverdédchtige Hunde, Gruppe 2 = gesunde Hunde)
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1.4. Geschlechtsverteilung (Tab. 20)

Tabelle 20: Geschlechtsverteilung fiir 258 kranke und 264 gesunde Hunde

Gruppe Miinnlich M:innlich Weiblich Weiblich Gesamt
n (%) kastriert n (%) kastriert n (%)
n (%) n (%)
Krank 106 (41,1) 37 (14,3) 62 (24,0) 53 (20,6) 258 (100,0)
Gesund 88 (33.,3) 44 (16,7) 91 (34,5) 41 (15,5) 264 (100,0)
Gesamt 194 (37,2) 81 (15,5) 153 (29,3) 94 (18,0) 522 (100,0)

1.5. Untersuchungen auf A. phagozytophilum

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum gibt die

Tabelle 21.

Tabelle 21: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum fiir

258 kranke und 264 gesunde Hunde

Gruppe IFAT Morulae PCR
+ - + - + =
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Krank 121 (46,9) | 137(53,1) | 10(3,9) | 248 (96,1) | 20(7,8) | 238(92,2)
Gesund 105 (39,8) | 159 (60,2) 2(0,8) 262 (99,2) | 10(3,8) | 254 (96,2)
Gesamt 226 (43,3) | 296 (56,7) | 12(2,3) | 510(97,7) | 30(5,7) |492(94,3)

1.5.1. Serologische Untersuchungen auf A. phagozytophilum (IFAT)

Die Proben wurden mindestens bis zu einem Antikorpertiter von 1:128 austitriert. Hohere
Antikorpertiter wurden mit > 1:128 bzw. > 1:256 angegeben. Als IFAT-negativ wurden
Antikorpertiter < 1:32, als IFAT-positiv Antikorpertiter >1:64 bezeichnet.

Insgesamt waren 226 (43,3%) der Hunde seropositiv, 121 (46,9%) kranke und 105 (39,8%)
gesunde Hunde (Abb. 6 und 7).

Diese Werte entsprechen der Seroprivalenz, die folgendermalen definiert ist:

Seroprivalenz = Anzahl der seropositiven Hunde / Gesamtzahl der untersuchten Hunde ‘
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Abbildung 6: Ergebnisse des indirekten Immunfluoreszenzantikérpertests fiir n
untersuchte Hunde

Prozent

10% =

30% =
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IFAT Anaplasma phagozytophilum

Gruppe 1 Gruppe 2
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negativ 1:32 1:64 1:128 >1:128 1:256 >1:256 negativ 1:32 1:64 1:128  >1:128 1:256  >1:256

IFAT Anaplasma phagozytophilum

IFAT Anaplasma phagozytophilum

522

Abbildung 7: Ergebnisse des indirekten Immunfluoreszenzantikdrpertests fiir n = 258 kranke,
anaplasmoseverdéchtige (Gruppe 1) und n =264 gesunde (Gruppe 2) Hunde

Der Anteil seropositiver Hunde war in der Gruppe 2 zwar hoher als in der Gruppe 1, doch war
der Unterschied nicht signifikant (p = 0,100).
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1.5.2. Direkte Nachweisverfahren

Insgesamt war die PCR bei 30 Hunden (5,7%) positiv, bei 492 (94,3%) negativ (Abb. 8).
Morulae wurden ausschlieBlich bei 12 PCR-positiven Hunden nachgewiesen (p < 0,001): bei
10 kranken und 2 gesunden Hunden.

Hunde der Gruppe 1 waren nicht signifikant hdufiger PCR- oder Blutausstrich-positiv als
Hunde der Gruppe 2 (p = 0,052 bzw. 0,081).

100% Gruppe 1 Gruppe 2
75%™ =
L
g
N  50%= =
<
o
25%= =
92% 8% 96% 4%
n=238 n=20 n=254 I_u-iﬂ_l-
0% T T T T
negativ positiv negativ positiv
PCR Anaplasma phagozytophilum PCR Anaplasma phagozytophilum

Abbildung 8: PCR (A. phagozytophilum) fiir 258 kranke, anaplasmoseverdéachtige (Gruppe 1)
und 268 klinisch gesunde (Gruppe 2) Hunde

1.5.3. Ergebnisse der direkten Nachweisverfahren in Bezug zur Serologie

30 Hunde waren PCR-positiv, 492 PCR-negativ. 22/30 (73,3%) PCR-positiven Hunden waren
seropositiv, 8/30 (26,7%) seronegativ (Abb. 9a). PCR-positive Hunde waren signifikant
hiufiger seropositiv als PCR-negative Hunde (p = 0,001) (Abb. 9). Dies traf sowohl fiir die
kranken, anaplasmoseverdichtigen Hunde als auch fiir die klinisch gesunden zu (0,031 bzw.
0,008) (Abb. 9b und c). Die Hohe der Antikorpertiter fiir die PCR-positiven Hunde ist der
Tabelle 22 zu entnehmen. PCR-positive Hunde hatten hiufiger hohe Antikorpertiter als PCR-
negative Hunde (p < 0,001).

Das Vorhandensein von Morulae in neutrophilen Granulozyten hatte keinen nachweisbaren
Einfluss auf die Antikorpertiterhéhe (p = 0,227) (Tab. 22). Dies traf sowohl fiir die gesunden
als auch fiir die kranken anaplasmoseverdiachtigen Hunde zu (p = 0,197 bzw. p = 0,290).
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PCR Anaplasma
80,0% — phagozytophilum

B negativ
[ positiv

60,0%

Prozent

40,0% -

20,0%

58,5% 26,7% 41,5% 73,3%

0,0% —

negativ positiv

IFAT Anaplasma phagozytophilum

Abbildung 9a: Ergebnisse der PCR (A. phagozytophilum) in Bezug zum A. phagozytophilum-
Antikorpertiternachweis fiir n = 522 Hunde

Gruppe 1

PCR Anaplasma
phagozytophilum
B negativ

[ positiv
60,0%

40,0% —

Prozent

20,0%

0,0% —
negativ positiv
IFAT Anaplasma phagozytophilum
Fig. 9b: Ergebnisse der PCR (A. phagozytophilum) in Bezug zum A. phagozytophilum-
Antikorpertiternachweis fiir n = 258 kranke, anaplasmoseverdiachtige Hunde (Gruppe 1)
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Gruppe 2

80,0%

60,0%

40,0% -

Prozent

20,0% -

Fig. 9c: Ergebnisse der PCR (A. phagozytophilum) in Bezug zum A. phagozytophilum-

negativ positiv

IFAT Anaplasma phagozytophilum

PCR Anaplasma
phagozytophilum
B negativ
[ positiv

Antikdrpertiternachweis fiir n = 264 gesunde Hunde (Gruppe 2)

Tabelle 22: Antikorpertiter und Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten fiir 30
Anaplasma-PCR-positive Hunde. Bei 12 Hunden wurden zusétzlich Morulae in neutrophilen

Granulozyten identifiziert. Als positiv wurden Antikorpertiter > 1:64 definiert.

Antikorpertiter Ergebnis IFAT Morulae positiv
Anzahl (n)
Negativ 4 3
1:32 4 0
1:64 4 2
1:128 1 0
1:256 1 0
>1:128 4 2
> 1:256 12 5
Gesamt 30 12

1.6. Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum in Bezug zum Signalement

1.6.1. Rasse

Eine Ubersicht iiber die Rassezugehorigkeit in Bezug zum Serostatus gibt die Tabelle 23. Da
es sich um keine reprisentative Population handelte, kann keine Aussage iiber eine mogliche

Rassepradisposition getroffen werden.
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Tabelle 23: Ergebnisse des indirekten Immunfluoreszenzantikérpertests  und
Rassezugehdrigkeit (n = 522 Hunde)

Airedale Terrier
American Bulldog
Barsoi

Bearded Collie
Cairnterrier
Deutsch Drahthaar
Eurasier
Foxterrier

Irischer Wolfshund
Malinois

Malteser

Rasse IFAT Gesamt
positiv negativ n
n n
Mischling 68 118 186
Golden Retriever 16 13 29
Deutscher Schaferhund 11 16 27
Labrador Retriever 9 13 22
Irish Setter 11 9 20
Cocker Spaniel 12 4 16
Deutsche Dogge 7 8 15
Boxer 4 10 14
Rottweiler 9 5 14
Dobermann 3 7 10
Berner Sennenhund 3 6 9
Teckel 3 6 9
American Staffordshire Terrier 4 4 8
Riesenschnauzer 7 1 8
West Highland White Terrier 5 2 7
Dalmatiner 2 4 6
Hovawart 3 2 5
Pudel 3 2 5
Beagle 0 4 4
Border Collie 2 2 4
Collie 0 4 4
Jack Russel Terrier 1 3 4
Papillon 1 3 4
Pittbull Terrier 4 0 4
Schnauzer 0 4 4
Briard 1 2 3
Husky 1 2 3
Jagdhund 0 3 3
Rhodesian Ridgeback 0 3 3
Shar Pei 0 3 3
Shih Tzu 1 2 3
Weimeraner 2 1 3
1 1 2
2 0 2
2 0 2
1 1 2
0 2 2
2 0 2
2 0 2
1 1 2
2 0 2
1 1 2
1 1 2
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Miuinsterlander
Saluki

Tibet Terrier
Yorkshire Terrier
AC Schaferhund
Alaskan Malamute
Bologneser
Bordeaux-Dogge
Boston Terrier
Bulldogge
Bullterrier
Chesapeak Bay Retriever
Chihuahua
Dachshund

Deutsch Langhaar
Deutscher Wachtelhund
Englische Bulldogge
Gordonsetter
Greyhound
Havaneser

Irish Terrier
Kromfohrlidnder
Lapinkoira

Magyar Agar
Mastiff
Mittelschnauzer
Neufundlander
Norfolk Terrier
Parson Russel Terrier
Perro de Prasa
Podenco

Pon
Pyrendenberghund
Schweizer Lauthund
Sheltie

Viszla
Zwergschnauzer
Gesamt
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Von 30 PCR-positiven Hunden waren 13 Mischlinge, 17 gehdrten 13 verschiedenen Rassen
an (Tab. 24). Da es sich um keine reprisentative Population handelte, kann keine Aussage
iber eine mogliche Rassepradisposition getroffen werden.

60



Ergebnisse

Tabelle 24: Ubersicht iiber die Rassezugehdrigkeit von n = 30 PCR-positiven Hunden
Rasse Anzahl
Mischling 13
Cocker Spaniel

Golden Retriever
American Pittbull
American Staffordshire
Deutsche Dogge
Deutscher Schéferhund
Irish Setter

Irischer Wolfshund
Labrador Retriever
Mastiff

Pudel

Riesenschnauzer

Shih Tzu

Gesamt

el el el e e e e e e N N S I R 0N )

(%)
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1.6.2. Alter

Fiir 509 der 522 Hunde standen Altersangaben zur Verfiigung. Von diesen Hunden waren 289
(56,8%) seronegativ, 220 (43,2%) seropositiv. Die seropositiven Hunde waren zwischen 1
und 15 Jahren alt (6,87 + 2,92; Median 7,00). Das Alter der seronegativen Hunde schwankte
zwischen 0 und 13 Jahren (5,15 + 3,40; Median 5,00). Altere Hunde waren signifikant
hiufiger seropositiv als jiingere (p < 0,001) (Abb. 10), was fiir beide Gruppen auch einzeln
bestdtigt werden konnte (Gruppe 1: p = 0,002, Gruppe 2: p <0,001).

Alter in Jahren

T T
negativ positiv

IFAT Anaplasma phagozytophilum

Abbildung 10: Alter der Hunde und IFAT-Antikorpernachweis fiir 289 seronegative und 220
seropositive Hunde mit bekanntem Alter
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Die PCR-positiven Hunde waren zwischen 1 und 13 Jahren alt (6,97 + 2,99; Median 7,0), die
PCR-negativen Hunde zwischen 0,25 und 15 (5,83 £ 3,31; Median 6,0). Der
Altersunterschied zwischen PCR-positiven und PCR-negativen Hunden war nicht signifikant
(p = 0,060) (Abb. 11). Auch in den einzelnen Gruppen konnte kein siginifikanter
Altersunterschied zwischen PCR-positiven und -negativen Hunden festgestellt werden
(Gruppe 1: p = 0,498; Gruppe 2: p = 0,188).

Alter in Jahren

5

T T
negativ positiv

PCR Anaplasma phagozytophilum

Abbildung 11: Altersangaben fiir n = 479 PCR-negative und 30 PCR-positive Hunde

1.6.3. Geschlecht

Eine Ubersicht iiber die Untersuchungsergebnisse auf A. phagozytophilum und die
Geschlechtsverteilung sind der Tabelle 25 zu entnehmen. Eine Geschlechtspradisposition war
nicht nachweisbar.

Tabelle 25: Untersuchungsergebnisse auf A. phagozytophilum und Geschlechtsverteilung fiir
n =522 Hunde

Geschlecht IFAT Morulae PCR
+ - + - + -
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

maénnlich 90 (46,4) | 104(53,6) | 5(2,6) | 189(97.4) | 12(6,2) | 182(93,8)
maénnlich 33(40,7) | 48(59.3) | 3(3,7) | 78(96,3) | 8(9,9) | 73(90,1)
kastriert

weiblich 66 (43,1) | 87(56,9) | 3(2,0) | 150(98,0) | 9(5,9) | 144 (94,1)
weiblich 37(39.4) | 57(60,6) | 1(1,1) | 93(98,9) | 1(1,1) | 93(98.9)
kastriert

p (gesamt) 0,667 0,727 0,092

gesamt 226 (43,3) | 296 (56,7) | 12(2,3) | 510(97,7) | 30(5,7) | 492 (94,3)
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1.7. Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum in Bezug zum
Untersuchungsmonat

26 der 30 Hunde mit einem positiven PCR-Ergebnis wurden in den Monaten Mai bis
September vorgestellt (Abb. 12). 29 Hunde wurden natiirlich infiziert, ein Hund {iiber eine
Bluttransfusion. Dieser wurde im Dezember PCR-positiv getestet. Da p = 0,021 betrug, wurde
eine Saisonalitdt angenommen (Gruppe 1: p = 0,573; Gruppe 2: 0,022).

100%

PCR Anaplasma phagozytophilum
[ negativ
M positiv

75% =

50% =1

Prozent

25% =

LU A

Januar Méarz Mai Juli September November
Februar April Juni August Oktober  Dezember

Untersuchungsmonat

Abbildung 12: PCR A. phagozytophilum in Bezug zum Untersuchungsmonat (492 PCR-
negative und 30 PCR-positive Hunde)

Im Gegensatz dazu konnte kein Hinweis fiir eine Saisonalitit des Antikorpertiternachweises
festgestellt werden (p = 0,474; Gruppe 1: 0,093; Gruppe 2: 0,948) (Abb. 13).
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100%

IFAT Anaplasma phagozytophilum
|:| negativ

[ positiv

75% =

50% =

Prozent

25%

0%

Januar Marz Mai Juli September November
Februar April Juni August Oktober  Dezember
Untersuchungsmonat

Abbildung 13: IFAT A. phagozytophilum in Bezug zum Untersuchungsmonat (296
seronegative und 226 seropositive Hunde)

1.8. Himatologische Befunde und Antikorpertiter

Es sollte untersucht werden, ob seropositive Hunde Blutbildverdnderungen aufwiesen, die auf
eine Infektion mit A. phagozytophilum hindeuten konnten. Dafiir wurden lediglich die Daten
der gesunden PCR-negativen Hunde herangezogen. Gesunde PCR-positive bzw. alle kranken
Hunde wurden von dieser Untersuchung ausgeschlossen, um den moglichen Einfluss der
Bakteridmie auf die Laborwerte zu eliminieren bzw. da Laborwertverdnderungen ein
Einschlusskriterium fiir die kranken Hunde darstellten und die Mehrzahl nicht an einer CGA
litt.

Insgesamt standen fiir 232 von 254 klinisch gesunden PCR-negativen Hunden die Ergebnisse
einer Blutbilduntersuchung zur Verfiigung (Tab. 26). 88 dieser Hunde (37,9%) waren
seropositiv, 144 (62,1%) seronegativ.
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Tabelle 26: Blutbildverdnderungen bei 232 klinisch gesunden PCR-negativen Hunden und
Ergebnisse des indirekten Immunfluoreszenzantikorpertests (Min. = Minimum, Max =
Maximum, Med. = Median)

Parameter Seropositive Hunde Seronegative Hunde p

n (%) Med. (Min. — Max.) n (%) Med. (Min. — Max.)
Leukopenie 5(6) 5,2(3,6-5,6) 6(4) 5,6 (4,2-6,0) 0,164
(Leukozyten
x 10°/1)

Leukozytose 2(2) 21,2 (19,2 -23,2) 0(0) ---
(Leukozyten
x 10°/1)

Andmie 2(2) 0,36 (0,35 -10,36) 0(0) --- 0,143
(Hkt 1/1)

Polyzythimie 7(8) 0,57 (0,57 — 0,61) 8 (6) 0,57 (0,56 — 0,59)
(Hkt 1)

Thrombo- 11 (13) 193,0 (63,3 — 199,0) 16 (11) 175,0 (129,0 — 198,0) 0,703
zytopenie
(Thrombozyten
x 10°/1)

Thrombozytose 1(1) 764,0 0(0) ---
(Thrombozyten
x 10°/1)

1.8.1. Leukozytenzahl

Insgesamt lag die Leukozytenzahl fiir 232 klinisch gesunde PCR-negative Hunde zwischen
3,58 und 23,20 x 1011 (9,40 + 2,48; Median 9,38). In der Gruppe der seronegativen Hunde lag
sie zwischen 4,20 und 16,00 x 10°/1 (9,42 + 2.21; Median 9,40), in der Gruppe der
seropositiven Hunde zwischen 3,58 und 23,20 x 1071 (9,37 + 2,89; Median 9,32) (Abb. 14).
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Abbildung 14: Leukozytenzahlen fiir 232 klinisch gesunde, PCR-negative Hunde und
Antikérpertiternachweis (Referenzbereich: 6,00 bis 18,00 x 10°/1)

Bei 81 (92,0%) seropositiven und 138 (95,8%) seronegativen Hunden lag die Leukozytenzahl
im Referenzbereich. Fiinf (5,7%) seropositive und 6 (4,2%) seronegative Hunde wiesen eine
Leukopenie auf, 2 (2,3%) seropositive Hunde eine Leukozytose. Somit hatten 7 seropositive
(8,0%) und 6 seronegative Hunde (4,2%) abnorme Leukozytenzahlen (p = 0,164).

1.8.2. Erythrozytenzahl

Die Erythrozytenzahl fiir die 232 gesunden, PCR-negativen Hunde lag zwischen 5,05 und
9,15 x 10"/ (7,32 £ 0,73; Median 7,31). Bei den 144 seronegativen Hunden lag sie zwischen
5,46 und 9,15 x 101 (7,34 £ 0,76; Median 7,33), bei den 88 seropositiven Hunden zwischen
5,05 und 8,82 x 10'%/1 (7,28 + 0,68; Median 7,24) (Abb. 15).
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Abbildung 15: Erythrozytenzahl fiir 232 gesunde, PCR-negative Hunde in Abhingigkeit zum
Antikorpertiternachweis. Referenzbereich: 5,60 — 8,60 x 10"/

Bei je 2 seronegativen (1,4%) und seropositiven (2,3%) Hunden lag die Erythrozytenzahl
unter dem Referenzbereich, bei 3 seropositiven (3,4%) und 5 seronegativen (3,5%) liber dem
Referenzbereich. Seropositive Hunde wiesen nicht hdufiger abnorme Erythrozytenzahlen auf
als seronegative (p = 0,882).

1.8.3. HamatoKrit

Bei 232 gesunden, PCR-negativen Hunden lag der Hédmatokrit zwischen 0,35 und 0,611/
(0,49 £ 0,045; Median 0,49). Bei den 144 seronegativen Hunden schwankte er zwischen 0,38
und 0,591/1 (0,49 £ 0,044; Median 0,49), bei den 88 seropositiven zwischen 0,35 und 0,611/1
(0,49 £ 0,046, Median 0,49) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Hamatokrit fiir 232 gesunde, PCR-negative Hunde in Abhidngigkeit zum
Antikdrpertiternachweis (Referenzbereich: 0,38 — 0,561/1)

Bei 8 seronegativen Hunden (5,6%) lag der Hamatokrit iiber dem Referenzbereich, bei
keinem seronegativen Hund lag er unterhalb des Referenzbereichs. Bei 2 seropositiven
Hunden (2,3%) lag er unterhalb, bei 7 (8,0%) oberhalb des Referenzbereichs. Insgesamt
wiesen 17 Hunde (7,3%) abnorme Hématokritwerte auf (8 seronegative [5,6%], 9 seropositive
[10,2%] Hunde) (p = 0,143).

1.8.4. Thrombozytenzahl

Die Thrombozytenzahl lag bei 232 gesunden, PCR-negativen Hunden zwischen 63,330 und
764,000 x 10°/1 (298,152 + 91,806; Median 280,000). Bei den 144 seronegativen Hunden
schwankte sie zwischen 129,000 und 764,000 x 101 (293,354 + 88,841; Median 277,000),
bei den seropositiven Hunden zwischen 63,300 und 583,000 x 10°/1 (306,003 £+ 96,462;
Median 284,000) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Thrombozytenzahl in Abhédngigkeit zum Antikdrpertiternachweis fiir n = 232
gesunde, PCR-negative Hunde (Referenzbereich: 200 — 600 x 10°/1)

16 seronegative Hunde (11,1%) wiesen eine Thrombozytopenie auf, bei einem Hund (0,7%)
lag die Thrombozytenzahl iiber dem Referenzbereich. Bei den seropositiven Hunden hatten
11 (12,5%) eine Thrombozytopenie. Insgesamt fielen also bei 28 Hunden (12,1%) abnorme
Thrombozytenwerte auf (17 [19,3%] seropositive Hunde, 11 [7,6%] seronegative Hunde).
Seropositive Hunde wiesen nicht haufiger abnorme Thrombozytenzahlen auf als seronegative
Hunde (p = 0,703).

1.9. Befunde der Himatologie bei gesunden PCR-positiven Hunden

Es sollte untersucht werden, ob klinisch gesunde, PCR-positive Hunde Blutbildverdnderungen
aufweisen, die auf eine Infektion mit A. phagozytophilum und speziell auf den Status der
Bakteridmie hinweisen. Bei allen Hunden lagen die Parameter der Hadmatologie im
Referenzbereich (Abb. 18-20).
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Abbildung 18: Leukozytenzahl fiir n = 10 klinisch gesunde Hunde mit einem positiven PCR-
Ergebnis (Referenzbereich: 6,00 — 18,00 x 10°)
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Abbildung 19: Hématokrit fiir n = 10 klinisch gesunde Hunde mit einem positiven PCR-
Ergebnis (Referenzbereich: 0,38 — 0,561/1)
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Abbildung 20: Thrombozytenzahl fiir n = 10 klinisch gesunde Hunde mit einem positiven
PCR-Ergebnis (Referenzbereich: 200 — 600 x 10°/1)

1.10. Auslandsaufenthalt
phagozytophilum

in Bezug zu den Untersuchungsergebnissen auf A.

Insgesamt waren 158 Hunde (30%) im Ausland gewesen. Die meisten Hunde waren in Polen
(23), Italien (22), Spanien (19), Osterreich (17), Ungarn (13) und Griechenland (12). Die
tibrigen Lander waren weniger als zehnmal vertreten. 249 Hunde hatten nach Besitzerangaben
Deutschland nie verlassen (Tab. 27).

Tabelle 27: Angaben zum Auslandsaufenthalt fiir 258 kranke, anaplasmoseverdachtige und
264 gesunde Hunde

Auslandsaufenthalt Krank Gesund Gesamt
n (%) n (%) n (%)
Kein Auslandsaufenthalt 85 (33) 164 (62) 249 (48)
Auslandsaufenthalt 94 (37) 64 (24) 158 (30)
Kein Auslandsaufenthalt seit im 6(2) 8(3) 14 (3)
Besitz
Unbekannt 73 (28) 28 (11) 101 (19)
Gesamt 258 (100) 264 (100) 522 (100)

Fiir 249 Hunde ohne Auslandsaufenthalt wurde die Seroprdvalenz noch einmal gesondert
berechnet, um Aussagen iiber die Infektionshiufigkeit in Deutschland treffen zu konnen

(Tab. 28).

71




Ergebnisse

Tabelle 28: Ergebnisse des IFAT A. phagozytophilum fiir 85 kranke, anaplasmoseverdachtige
und 164 gesunde Hunde ohne Auslandsaufenthalt

Gruppe Negativ Positiv Gesamt
n (%) n (%) n (%)
Krank 44 (51,8) 41 (48,2) 85 (100,0)
Gesund 97 (59,1) 67 (40,9) 164 (100,0)
Gesamt 141 (56,6) 108 (43.4) 249 (100,0)

Die Seroprévalenz fiir Hunde, die nicht im Ausland waren, betrug 43,4% (gesunde Hunde
40,9%, kranke Hunde 48,2%).

1.11. Zeckenbefall und Ektoparasitikaeinsatz in Bezug Al den
Untersuchungsergebnissen auf A. phagozytophilum

Die Ergebnisse der Fragebogen sind der Tabelle 29 zu entnehmen. Vorberichtlich mit Zecken
befallene Hunde waren nicht hdufiger seropositiv als Hunde, die nach Besitzerangaben keine
Zecken hatten (p = 0,302). PCR-positive Hunde waren signifikant hdufiger von Zecken
befallen als Hunde ohne vorberichtlichen Zeckenbefall (p = 0,035).

Laut Besitzerangaben wurden 168 Hunde mit Ektoparasitika behandelt. Folgende gegen
Zecken zugelassene Pridparate kamen zum FEinsatz: Permethrin (81 [48,2%]), Fipronil (44
[26,2%]), Amitraz (2 [1,2%]), Deltamethrin (2 [1,2%]), Propoxur und Flumethrin (1 [0,6%]).
34 (20,2%) Besitzer konnten keine Angabe iiber den eingesetzten Wirkstoff machen. 4 Hunde
(2,4%) wurden ausschliefSlich mit Wirkstoffen behandelt, die gegen Zecken wirkungslos sind
(Lufenuron, Imidacloprid, Selamectin, Imidacloprid-Moxidectin). Somit wurden 130 Hunde
regelmiBig mit Ektoparasitika behandelt, die gegen Zecken wirksam sind. Es konnte kein
Unterschied im Zeckenbefall zwischen behandelten und unbehandelten Hunden festgestellt
werden (p = 0,208). RegelmiBig mit Ektoparasitika behandelte Hunde waren nicht weniger
oft seropositiv als unregelmifBig oder gar nicht behandelte Hunde (p = 0,829).
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Tabelle 29: Auswertung der Fragebogen in Bezug zu den Untersuchungsergebnissen auf A.
phagozytophilum (n = 315 Hunde mit bekannten Angaben iiber Zeckenbefall und -prophylaxe)

IFAT PCR | Zeckenbefall Regelmiiliger Ektoparasitikaeinsatz Gesamt
ja Nein/unregelmiif3ig/mit
gegen Zecken
unwirksamen
Priaparaten
negativ | negativ Nein 11 21 32
Ja 61 73 134
Keine 0 7 7
Angabe
Gesamt 72 101 173
positiv Nein 0 0 0
Ja 4 3 7
Keine 0 0 0
Angabe
Gesamt 4 3 7
positiv | negativ Nein 5 10 15
Ja 43 57 100
Keine 1 3 4
Angabe
Gesamt 49 70 119
positiv Nein 0 0 0
Ja 4 10 14
Keine 1 1 2
Angabe
Gesamt 5 11 16
Gesamt 130 185 315
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2. Studie iiber die Wirksamkeit einer regelméifligen monatlichen Zeckenprophylaxe mit
Permethrin-Imidacloprid

27 initial negativ fir A. phagozytophilum getestete Hunde (IFAT/Morulae/PCR) gingen
zusitzlich als Langzeitprobanden in diesen Teil der Studie ein. Sie wurden alle 4 Wochen mit
Permethrin-Imidacloprid (Advantix®) behandelt. Alle Hunde wurden im Abstand von 3 bis 4
Monaten erneut auf A. phagozytophilum untersucht. Als Vergleichsgruppe dienten 185
nicht/unregelmifBig/mit gegen Zecken unwirksamen Prédparaten behandelte Hunde. Diese
wurden lediglich einmal untersucht, Verlaufskontrollen wurden nicht durchgefiihrt. 127
Hunde der Vergleichsgruppe waren klinisch gesund, 58 Hunde waren krank und
anaplasmoseverdichtig.

2.1. Signalement

Neunzehn der 27 Hunde gehorten 12 verschiedenen Rassen an, 8 waren Mischlinge (Tab. 30).

Tabelle 30: Rasseverteilung fiir n = 27 Langzeitprobanden

Rasse Anzahl (n)
Mischling 8
Labrador Retriever
Papillon

Boxer

Cocker Spaniel

Border Collie
Deutscher Schéferhund
Dobermann

Irish Setter

Magyar Agar

Parson Russel Terrier
Saluki

Teckel

Gesamt

el e e e e e Y S L O N NS N LU R NN

\9}
-

Fiir 26 Hunde standen Altersangaben zur Verfligung: Sie waren zwischen 1 und 13 Jahren alt
(3,5 £ 3,15; Median 2,00). 14 Hunde waren méannlich (4 kastriert), 13 Hunde weiblich (5
kastriert).

Von 185 Hunden der Vergleichsgruppe waren 71 Hunde Mischlinge, 114 gehorten 39
verschiedenen Rassen an. Bei 182 dieser 185 Hunde war das Alter bekannt, es lag zwischen
0,25 und 15 Jahren (5,9 £ 3,17; Median 6,00). 90 Hunde waren méannlich (29 kastriert), 95
weiblich (35 kastriert).

2.2. Zeckenbefall

Informationen {iber den vom Besitzer beobachteten Zeckenbefall sind der Tabelle 31 zu
entnehmen. 22 der 27 Langzeitprobanden hatten nach Besitzerangaben vor der regelméfBigen
Anwendung von Advantix® Zecken gehabt, bei 4 Hunden hatten die Besitzer keinen
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Zeckenbefall beobachtet, ein Besitzer hatte nicht auf den Zeckenbefall geachtet. 174 der 185
Besitzer von Hunden der Vergleichsgruppe konnten Aussagen iiber den Zeckenbefall machen.
Danach hatten 143 Hunde vorberichtlich Zecken, 31 Hunde hatten nach Besitzerangaben
keine Zecken. Wéhrend des Untersuchungszeitraums achteten alle Langzeitprobandenbesitzer
auf den Zeckenbefall ihrer Hunde. Bei 7 Hunden kam es wenige Tage vor der ndchsten
Advantix®-Behandlung zu einem Zeckenbefall. Die Zecken waren nach Besitzeraussage nicht
fest angeheftet. Auch bei 5 Hunden, die gern ins Wasser gingen, war die Wirkung gut: Sie
hatten keine Zecken (3) bzw. lediglich wenige Tage vor dem nichsten Auftragen (2). Bei 6
Hunden wurde von einem mehrere Tage andauernden Juckreiz an der Applikationsstelle
berichtet. Ein Hund, der vorberichtlich regelmiBig in Bayern war und dort immer viele
Zecken hatte, wurde bei Aufenthalten in Bayern wéhrend des Untersuchungszeitraums alle 2
Wochen mit Advantix” behandelt, was nach Besitzerangaben einen Zeckenbefall vollstindig
verhinderte.

Tabelle 31: Zeckenbefall bei 27 Langzeitprobanden (Gruppe 1) und 185 Hunden der
Vergleichsgruppe (Gruppe 2)

Gruppe Zeckenbefall Gesamt
ja nein Keine
Angabe

1 (vor dem 22 (81,5%) 4 (14,8%) 1 (3,7%) 27 (100%)
Studienzeitraum)

1 (wihrend des 7 (25,9%) 20 (74,1%) 0 (0,0%) 27 (100%)
Studienzeitraums)

2 143 (77,2%) 31 (16,8%) 11 (6,0%) 185 (100%)

2.3. Untersuchungen auf A. phagozytophilum (Abbildungen 21 und 22)

Entsprechend der Einschlusskriterien fiir diesen Teil unserer Studie waren alle
Langzeitprobanden zu Beginn des Untersuchungszeitraums sero- sowie Blutausstrich- und
PCR-negativ. 26/27 Hunden blieben wihrend des Untersuchungszeitraums seronegativ, ein
Hund serokonvertierte (Antikorpertiter: 1:128). Die Ergebnisse der hdmatologischen und
klinisch-chemischen Untersuchungen des serokonvertierten Hundes lagen alle im
Referenzbereich. Die PCR war innerhalb des Untersuchungszeitraums bei keinem
Langzeitprobanden positiv.

43,8% (n = 81) der Hunde der Vergleichsgruppe waren seropositiv, 7,5% (n = 14) waren
PCR-positiv. Drei der PCR-positiven Hunde waren klinisch gesund, 11 waren krank und
anaplasmoseverdéchtig. In den Blutausstrichen von 9 der 14 PCR-positiven Hunde konnten
Morulae in neutrophilen Granulozyten identifiziert werden.

Statistisch konnte gezeigt werden, dass mit Advantix® behandelte Hunde signifikant haufiger
seronegativ waren als Hunde der Kontrollgruppe (p < 0,001). Alle Langzeitprobanden waren
zwar PCR- und Morulae-negativ, doch war der Unterschied zu Hunden der Vergleichsgruppe
aufgrund der geringen Fallzahl nicht signifikant (p = 0,131 bzw. p = 0,685).
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Abbildung 21: Antikorpertiternachweis (A. phagozytophilum) fiir 185 nicht/unregelméaBig/mit

gegen Zecken unwirksamen Prdparaten behandelte Hunde (Vergleichsgruppe) und 27
Langzeitprobanden
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Abbildung 22: PCR A. phagozytophilum fiir 185 nicht/unregelméBig/mit gegen Zecken
unwirksamen Préparaten behandelte Hunde (Vergleichsgruppe) und 27 Langzeitprobanden
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3. Klinische Studie

Von Juni 2005 bis Juli 2007 war die PCR fiir A. phagozytophilum bei 23 kranken,
anaplasmoseverdiachtigen Hunden positiv. Vier Hunde wurden von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen, da bei ihnen Ko-Infektionen nachgewiesen wurden: E. canis (2), L. infantum
(1), septische Arthritis mit MRSA (1).

Entsprechend der Einschlusskriterien (s. Material und Methoden 3.) wurde die Diagnose CGA
bei 19 Hunden gestellt.

3.1. Untersuchungen auf A. phagozytophilum

Die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum sind der Tabelle 32 zu
entnehmen.

Tabelle 32: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum
(n =19 Hunde mit CGA). n.d. = nicht durchgefiihrt

Fall IFAT ELISA Morulae PCR
A. phago- (SNAP®4Dx®) A. A. phagozytophilum
gytophilum phagozytophilum

1 > 1:256 Negativ Vereinzelt Positiv
2 > 1:256 Negativ Zahlreich Positiv
3 Negativ Positiv Negativ Positiv
4 > 1:256 Positiv Negativ Positiv
5 1:64 Negativ Vereinzelt Positiv
6 1:32 Negativ Negativ Positiv
7 >1:128 Positiv Negativ Positiv
8 Negativ Negativ Massenhaft Positiv
9 Negativ Positiv Vereinzelt Positiv

10 > 1:256 Positiv Negativ Positiv

11 1:64 Negativ Vereinzelt Positiv

12 >1:128 Positiv Zahlreich Positiv

13 1:32 Negativ Negativ Positiv

14 >1:128 Negativ Positiv Positiv

15 > 1:256 Positiv Negativ Positiv

16 >1:128 Positiv Negativ Positiv

17 >1:128 Positiv Vereinzelt Positiv

18 Negativ Negativ Negativ Positiv

19 Negativ n.d. Vereinzelt Positiv
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3.1.1. PCR A. phagozytophilum

Die PCR fiir den direkten Nachweis von A. phagozytophilum war bei allen Hunden positiv
(Einschlusskriterium).

3.1.2. Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten

Bei 10 Hunden wurden Morulae in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen, bei 9 Hunden
konnten keine Morulae identifiziert werden.

3.1.3. IFAT und ELISA A. phagozytophilum

Sieben Hunde waren mittels IFAT seronegativ, 12 Hunde seropositiv fiir A. phagozytophilum
(Abb. 23)
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26% 1% 11% 26% 26%
T T T T T
negativ 1:32 1:64 >1:256 >1:128

IFAT Anaplasma phagozytophilum

Abbildung 23: IFAT A. phagozytophilum fiir n = 19 Hunde mit CGA

Mittels des ELISA-Verfahrens wurden 18 der 19 Hunde u.a. auf Antikorper gegen A.
phagozytophilum getestet. Die Untersuchung ergab bei 50% ein positives Ergebnis. Bei 11/18

(61%) stimmten die Aussagen der beiden eingesetzten Testverfahren (IFAT und ELISA)
iiberein (Tab. 33).
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Tabelle 33: Vergleich der Ergebnisse zweier Verfahren zum Nachweis von Antikérpern gegen
A. phagozytophilum: IFAT und ELISA (SNAP®4Dx"™) (n = 18 Hunde mit CGA, bei denen
beide Verfahren eingesetzt wurden)

Ergebnis IFAT Vergleich Vergleich
A. phago- ELISA - IFAT ELISA - IFAT
gytophilum identische abweichende
Ergebnisse Ergebnisse
Positiv 12 7 5
Negativ 6 4 2
Gesamt 18 11 7

3.2. Signalement (Tab. 34)

Tabelle 34: Signalement (Rasse, Alter und Geschlecht) fiir n = 19 Hunde mit CGA

Fall Rasse Alter in Jahren Geschlecht

1 Golden Retriever 8 weiblich

2 American Staffordshire 5 weiblich kastriert
3 Mischling 6 maénnlich kastriert
4 American Pitbull 12 maénnlich

5 Mischling 6 mannlich kastriert
6 Pudel 12 maénnlich

7 Mischling 8 méinnlich kastriert
8 Shih Tzu 10 maénnlich

9 Golden Retriever 8 maénnlich
10 Mischling 13 mannlich kastriert
11 Riesenschnauzer 10 weiblich
12 Cocker Spaniel 2 mannlich kastriert
13 Labrador Retriever 4 ménnlich
14 Mischling 6 minnlich
15 Cocker Spaniel 2 weiblich
16 Golden Retriever 8 weiblich
17 Irish Terrier 12 ménnlich
18 Mischling 6 ménnlich kastriert
19 Mischling 10 méinnlich kastriert

Das Rassespektrum der Hunde mit CGA ist in Tabelle 34 wiedergegeben. 7 Hunde waren
Mischlinge, 12 Hunde gehorten 9 verschiedenen Rassen an.

Das Alter der an CGA erkrankten Hunde schwankte zwischen 2 und 13 Jahren (7,79 + 3,31;
Median 8,00) (Tab. 34)
Die Verteilung der Geschlechter ist der Tabelle 34 zu entnehmen. Vierzehn Hunde waren
minnlich (7 kastriert), 5 Hunde weiblich (1 kastriert). Das Geschlechterverhiltnis war
zugunsten der ménnlichen Tiere verschoben.
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3.3. Anamnese

Alle Hunde waren akut erkrankt. Die Diagnose CGA wurde bei 17 Hunden zwischen April
und September, bei 2 Hunden im November bzw. Dezember gestellt (Abb. 24).

Anzahl n

1 3 4 4 5 1 1
T T T T T T T
April Juni August Dezember
Mai Juli November
Untersuchungsmonat

Abbildung 24: Untersuchungsmonat, in dem die Diagnose CGA gestellt wurde (n = 19 Hunde
mit CGA)

18 Hunde wurden natiirlich, ein Hund tiiber eine Bluttransfusion im Dezember mit A.
phagozytophilum infiziert, wobei der Spender sowohl klinisch als auch hdmatologisch und
klinisch-chemisch unauffillig war (s. 3.4. Laboruntersuchungen fiir einen Spender, mit dessen
Blut ein Hund iiber eine Bluttransfusion infiziert wurde).

Das DEA 1.1.-positive Erythrozytenkonzentrat musste dem Empfanger vor Erhalten der PCR-
Ergebnisse auf A. phagozytophilum transfundiert werden, da zu diesem Zeitpunkt keine
Konserve mit bekannten PCR-Ergebnissen zur Verfiigung stand. Das Spendertier war PCR-
positiv, zusitzlich konnten Morulae in neutrophilen Granulozyten identifiziert werden.

Die meisten Hunde wurden wegen Lethargie (18), Inappetenz (15) und verminderter
Leistungsfahigkeit (12) vorgestellt. Weitere Vorstellungsgriinde waren Polydipsie/Polyurie
(PD/PU) (3), Diarrhoe (3), Vomitus (2), Aufstehschwierigkeiten (1) und Kollaps (1).

Ein Zeckenbefall wurde von 14 Besitzern beobachtet. Bei einem Hund hatten die Besitzer
keine Zecken bemerkt, 3 Besitzer konnten diesbeziiglich keine Aussage machen, da sie auf
den Zeckenbefall nicht geachtet hatten, fiir einen Hund standen keine Angaben {iber den
Zeckenbefall zur Verfligung.

5 Hunde wurden regelméBig, d.h. nach Angabe der Besitzer im Abstand von 4 Wochen mit
Ektoparasitika behandelt: Advantix® (2), Exspot® (2) und Frontline® (1). 11 Hunde wurden
nicht (7) bzw. unregelmifBig (4) durch Ektoparasitika geschiitzt. Fiir 3 Hunde standen
diesbeziiglich keine Informationen zur Verfiigung.

11 Hunde hatten Deutschland nie verlassen, 6 Hunde waren in verschiedenen europdischen
Landern (Danemark, Kroatien, Polen, Slowenien) gewesen. Fiir 2 Hunde standen keine
Informationen iiber den Auslandsaufenthalt zur Verfiigung (Tab. 35).
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Tabelle 35: Auslandsaufenthalt fir n = 19 Hunde mit CGA

Fall Auslandsaufenthalt
1 Kein Auslandsaufenthalt
2 Slowenien
3 Keine Angabe
4 Déanemark
5 Kein Auslandsaufenthalt
6 Kein Auslandsaufenthalt
7 Kein Auslandsaufenthalt
8 Kein Auslandsaufenthalt
9 Polen
10 Kein Auslandsaufenthalt
11 Kein Auslandsaufenthalt
12 Polen
13 Kein Auslandsaufenthalt
14 Auslandsaufenthalt ja, Land nicht bekannt
15 Kein Auslandsaufenthalt
16 Kroatien
17 Kein Auslandsaufenthalt
18 Kein Auslandsaufenthalt
19 Keine Angabe

3.4. Ergebnisse der Himatologie und klinischen Chemie eines Spenders mit dessen Blut
ein Hund iiber eine Bluttransfusion infiziert wurde (Tab. 36 und 37)

Tabelle 36: Ergebnisse der himatologischen Untersuchung flir den Blutspender, mit dessen
Blut ein Hund mit A. phagozytophilum infiziert wurde

Parameter Ergebnis
Leukozyten (107/1) 12,4
Erythrozyten (10'/1) 7,51
Hamoglobin (mmol/l) 11,92
Héamatokrit (1/1) 0,53
MCV (1) 71,5
MCH (fmol) 1,59
MCHC (mmol/l) 22,2
Thrombozyten (10°/1) 289
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Tabelle 37: Ergebnisse der klinisch-chemischen Untersuchung fiir den Blutspender, mit
dessen Blut ein Hund mit A. phagozytophilum infiziert wurde

Parameter (Einheit) Ergebnis
Natrium (mmol/l) 145
Kalium (mmol/I) 4,3
Glukose (mmol/l) 4,9
Totalprotein (g/1) 60
Albumin (g/1) 31
Kreatinin (umol/I) 81
Phosphat (mmol/l) 1,3
Alaninaminotransferase (IU/I) 72
Alkalische Phosphatase (IU/1) 58
Aspartataminotransferase (IU/I) 25
Bilirubin (umol/1) 2,4
Cholesterin (mmol/I) 3,8

3.5. Klinische Untersuchung

Die meisten Hunde hatten unspezifische Symptome: Mattigkeit (18), Inappetenz (16) und
Fieber (11). Seltenere Befunde waren blasse Schleimhéaute (6), ein angespanntes Abdomen (6),
Diarrhoe (3), Vomitus (2), PD/PU (3), Oberflichenblutungen (3) und Lahmheiten (2) (Tab.
38).

Ein Hund wurde in Seitenlage mit einer ventrikulidren Tachykardie und Tachypnoe vorgestellt,
ein anderer Hund kollabierte wahrend der klinischen Untersuchung.

Die Temperatur der an CGA erkrankten Hunde lag zwischen 38,3 und 41,0°C (39,51 + 0,80;
Median 39,5). 11 Hunde hatten Fieber. Die Temperatur lag bei diesen Hunden zwischen 39,2
und 41,0°C (39,96 + 0,61; Median 40,0°C).

Tabelle 38: Klinische Befunde (n = 19 Hunde mit CGA)

Klinisches Symptom Anzahl
Mattigkeit 18
Inappetenz 16
Fieber 11
Blasse Schleimhiute
Angespanntes Abdomen
PD/PU

Diarrhoe

Vomitus

Lahmbheit

Petechien

Meldna

Epistaxis

Kollaps

== = RN [W] W V| N

3.6. Himatologische Untersuchung

Die Ergebnisse der hdmatologischen Untersuchung sind den Tabellen 39 bis 41 zu entnehmen.
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Tabelle 39: Ergebnisse der himatologischen Untersuchung fiir n = 19 Hunde mit CGA (Ref. =

Referenzbereich)
Fall | Leuko- | Erythro- Himo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin {a/n (f1) (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°1) | (x10"/1) | (mmol/) (x 10°/1)
1 21,1 3,0 3.8 0,19 64,3 1,3 19,6 90,1
2 4,1 4,7 7,2 0,33 69,9 1,5 21,9 16,4
3 11,6 6,3 9,6 0,43 67,5 1,5 22,7 164,0
4 4,7 5,3 7,9 0,37 69,2 1,5 21,4 13,8
5 10,7 8,5 12,0 0,57 66,9 1,4 21,2 76,7
6 3,3 7.3 10,1 0,49 67,1 1,4 20,8 32,8
7 5,6 4,6 6,2 0,30 65,2 1,4 20,9 43,0
8 13,3 5,8 7,8 0,37 63,9 1,4 21,4 156,0
9 14,1 5,5 8,6 0,40 71,8 1,6 21,7 296,0
10 8,8 4,8 6,9 0,32 66,1 1,4 21,5 192,0
11 6,6 5,8 8,4 0,39 66,9 1,5 21,7 12,5
12 4,8 7.3 10,1 0,46 63,5 1,4 21,8 9,55
13 23,1 4,8 7,1 0,32 66,1 1,5 22,4 32,0
14 7,5 6,5 9,6 0,43 66,5 1,5 22,2 18,5
15 11,4 6,7 9,4 0,44 65,4 1,4 21,5 95,8
16 23,9 4,1 55 0,27 65,5 1,3 20,2 109,0
17 12,9 5,1 4,4 0,35 68,4 1,5 22,2 5,17
18 22,2 3,0 4,4 0,19 62,8 1,5 23,1 12,0
19 19,0 5,0 7,5 0,34 67,1 1,5 22,2 58,3
Ref. 6-18 5,6-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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Tabelle 40: Ergebnisse des Differenzialblutbildes fiir 19 Hunde mit CGA, n.d. = nicht

durchgefiihrt (Ref. = Referenzbereich)

Fall Juvenile Stabkernige | Segment- | Eosino- Baso- | Lympho- | Mono-
stabkernige Granulo- kernige phile phile zyten zyten
Granulozyten zyten Granulo- | (x10°1) | (x 10°1) | (x10%1) | (x 10°1)
(x 10%1) (x 10%1) zyten
(x 10°1)
1 0 422 15825 0 0 4642 211
2 0 122 3477 0 0 245 245
3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4 0 94 3995 0 0 470 141
5 0 428 9737 107 0 214 214
6 0 33 2329 0 0 820 98
7 0 56 4846 0 0 390 279
8 0 242 10406 0 0 968 484
9 0 423 8883 564 0 2961 1269
10 0 175 6944 0 0 1143 527
11 0 0 5601 0 0 593 395
12 0 48 3600 0 0 240 912
13 0 231 16170 0 0 4158 2541
14 0 75 4930 0 0 1345 1121
15 0 0 10032 114 0 1026 228
16 478 4302 13862 0 0 2629 2629
17 0 645 11739 0 0 129 387
18 0 2442 15096 666 0 1998 1998
19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ref. 0 0-500 3000 - 40 - 600 | 40 -500 1000 - 40 - 500
9000 3600
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Tabelle 41: Ergebnisse der himatologischen Untersuchung fiir n = 19 Hunde mit CGA

Parameter Min Max Median MW StdAbw Abnorme
Befunde
! T

Thrombozyten 5,17 296 43 75,45 78,59 18 0

(x 10°/)

Erythrozyten 2,99 8,45 5,3 5,48 1,4044 11 0

(x 10°/)

Hamoglobin (mmol/l) 3,8 12,0 7,8 7,7 2,1989 11 0

Hamatokrit (1/1) 0,19 0,57 0,37 0,36 0,0944 11 1

MCYV (f1) 63 72 67 36,49 2,2494 0 1

MCH (fmol) 1,3 1,7 1,45 1,44 0,0771 0 0

MCHC (mmol/l) 19,6 23,1 21,66 21,59 0,0771 0 1

Leukozyten 3,28 23,90 11,4 12,03 6,8918 5 5

(x 10°/)

Stabkernige 0 4300 175 573 1119 -—- 3

Neutrophile (x 10°/1))

Segmentkernige 2330 16170 8880 8,675 4,656 1 8

Neutrophile (x 10°/1)

Eosinophile (x 106/1) 0 670 0 85 203 13 1

Lymphozyten 130 4640 970 1410 1400 9 2

(x 10°/1)

Monozyten (x 106/1) 100 2630 395 805 836 0 7

3.6.1. Thrombozyten

18 Hunde hatten eine Thrombozytopenie mit Thrombozytenzahlen zwischen 5,17 und
192,00 x 10°/1 (Median 37,2). Bei 7 dieser Hunde wurde die Thrombozytopenie als
hochgradig klassifiziert mit Thrombozytenzahlen < 30.000 x 10°/1 (5,17 - 18,50 x 10°/1;
Median 12,5), bei 7 Hunden als mittelgradig mit Thrombozytenzahlen von 30.000 bis
< 100.000 (32,00 - 95,80 x 10%/1; Median 58,3) und bei 4 Hunden als geringgradig mit
Thrombozytenzahlen von 100.000 bis < 200.000 (109,00 - 192,00 x 109/1; Median 160,00).
Bei drei Hunden wurden Blutungen beobachtet: Ein Hund (Fall 18) hatte Petechien (Tc 12,00
x 10°/1), ein Hund (Fall 13) Meldna und Petechien (Tc 32,00 x 10°/1) und ein Hund (Fall 7)
Epistaxis (Tc 43,00 x 10°/1).

3.6.2. Leukozyten und Differenzialblutbild

5 Hunde hatten eine Leukopenie (3,28 - 5,57 x 109/1; Median 4,7), 5 Hunde eine Leukozytose
(19,00 - 23,90 x 109/1; Median 22,2) und 9 Hunde Leukozytenzahlen im Referenzbereich
(6,59 - 14,10 x 10°/1; Median 11,4).

3 Hunde wiesen eine Linksverschiebung auf (645; 2442; 4302 x 106/1), bei einem Hund
wurden Metamyelozyten im Blutausstrich identifiziert (478 x 10%1), bei 14 Hunden lag die
Zahl der stabkernigen neutrophilen Granulozyten im Referenzbereich (0 - 428 x 10%/1; Median
108). Ein Hund hatte eine Neutropenie (2329 x 10%1), 8 Hunde eine Neutrophilie (9737 -
16170 x 10%1; Median 12800,5), bei 8 Hunden lag die Zahl der segmentkernigen
Neutrophilen im Referenzbereich (3477 - 8883 x 10°/1; Median 4888).
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Bei 13 Hunden wurden keine eosinophilen Granulozyten im Blut nachgewiesen, bei 3
Hunden lag die Zahl der Eosinophilen im Referenzbereich (107; 114; 564 x 10%/1), ein Hund
hatte eine Eosinophilie (666 x 10°/1).

Bei 9 Hunden wurde eine Lymphopenie festgestellt (129 - 968 x 10%/1, Median 290,37), bei 2
Hunden eine Lymphozytose (4158; 4642 x 10°/1). 6 Hunde hatten normale Lymphozytenwerte
(1026 - 2961 x 10%/1; Median 1672,5).

Bei 7 Hunden lag eine Monozytose (527 - 2629 x 10%/1; Median 1269) vor. Die Monozyten-
zahl von 10 Hunden lag innerhalb des Referenzbereichs (98 - 484 x 106/1; Median 236,5).

3.6.3. Erythrozyten, Himatokrit, Hiimoglobin

Eine Anémie, also eine Erniedrigung sowohl der Erythrozytenzahl als auch der Parameter Hkt
und Hb, lag bei 10 Hunden vor. Die Erythrozytenzahl betrug fiir diese Hunde 2,99 bis 5,30 x
10'%/1 (Median 4,75), der Hkt 0,19 bis 0,371/l (Median 0,32) und das Hb 3.8 bis 7,9g/dl.
(Median 7,0). Zwei Hunde hatten eine schwere Andmie mit einem Hkt < 0,201/1 (0,191/1); 1
Hund eine moderate Andmie mit einem Hkt von 0,20 bis 0,291/1 (0,271/1); 7 Hunde eine
leichte Andmie mit einem Hkt von 0,30 bis 0,371/1 (0,30 - 0,371/1; Median 0,33).

Bei allen andgmischen Hunden lag eine normozytére, normochrome Anidmie vor.

3.6.4. Retikulozyten

Bei 8 andgmischen Hunden wurden die Retikulozytenzahlen bestimmt (Tab. 42). Eine Andmie
wurde als regenerativ definiert, wenn die Retikulozytenzahl > 60000/ul war. Bei 5 Hunden
war die Andmie nicht-regenerativ (14340 bis 48620/ul; Median 36080), bei 3 Hunden
regenerativ (71760; 106560; 120400/ul).

Tabelle 42: Initiale Erythrozyten- und Retikulozytenzahlen fiir n = 8/10 andmischen Hunden
mit CGA. Fiir die Fille 4 und 7 lagen keine Retikulozytenzahlen vor.

Fall Erythrozyten (x 106/1) Retikulozyten (%) Retikulozyten (/pl)
1 2,99 2,4 71760
2 5,80 0,5 29000
7 6,02 2,0 120400

10 4,51 0,8 36080

13 4,78 0,3 14340

16 3,74 1,3 48620

17 3,70 1,2 44400

18 3,33 3,2 106560

3.7. Klinische Chemie

Die Ergebnisse der klinischen Chemie sind den Tabellen 43 und 44 zu entnehmen.
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Tabelle 43a: Ergebnisse der klinischen Chemie fiir n = 19 Hunde mit CGA, n.d. = nicht
durchgefiihrt, Ref. = Referenzbereich

Fall Na K Gle Urea Krea Prot Alb Glob
(mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (nmol/l) (g/h) (g/h) (g/h)
1 151 34 5,7 4,63 40,5 60,1 25,0 35,1
2 144 3,1 4,2 3,26 65,4 68,3 25,3 43,0
3 141 4,0 5,9 n.d. 81,3 57,4 26,2 31,2
4 145 2,9 5,7 6,6 77,8 59,2 26,0 33,2
5 146 3,9 4,4 2,9 101,7 71,3 31,2 40,1
6 146 4,4 4,9 5,2 80,5 63,2 28,9 343
7 143 4,2 5,0 3,8 77,8 69,5 29,4 40,1
8 139 3,2 4,5 7,0 58,4 62,3 243 38,0
9 148 6,2 5,7 33 53,9 62,5 249 37,6
10 148 3,6 5,6 50,5 501,2 78,0 32,8 45,2
11 147 4,2 5,4 3,9 76,0 71,6 27,6 44,0
12 150 3,6 5,2 3,2 58,4 63,3 24,1 39,2
13 150 4,2 7,7 4,4 53,0 57,9 29,4 28,5
14 148 4,2 5,2 4,8 86,6 62,1 26,6 35,5
15 146 3,8 4,9 33 49.5 57,6 26,9 30,7
16 146 4,1 5,6 5,4 60,1 76,8 25,8 51,0
17 139 4,3 6,1 6,3 76,0 66,2 26,5 39,7
18 145 3,8 5,4 6,8 51,3 60,0 26,9 33,1
19 140 4,2 5,2. 11,5 107,0 50,8 29,2 22
Ref. 140-150 | 3,6-48 | 45-6,2 | 3,5-99 | 53-106 | 54-66 | 28-36 | 20-40

Tabelle 43b: Ergebnisse der klinischen Chemie fiir n = 19 Hunde mit CGA (Fortsetzung), n.d.
= nicht durchgefiihrt, Ref. = Referenzbereich

Fall Ca P ALT AP AST Bili Chol
(mmol/l) | (mmol/l) {aun aun {aun (umol/l) | (mmol/l)
1 2,1 1,2 14 69 24 7,0 n.d.
2 n.d. n.d. 68 114 102 5,5 6,2
3 n.d. n.d. 30 21 15 2,7 n.d.
4 n.d. n.d. 59 107 61 4,6 7,4
5 n.d. n.d. 46 85 24 4,6 n.d.
6 2,5 0,9 39 29 63 4,1 5,1
7 2,6 1,6 44 78 12 3,1 n.d.
8 2,5 1,1 38 119 13 1,7 9,2
9 1,9 1,5 46 116 14 2,4 6,5
10 3,1 3,9 80 381 12 4,8 8,8
11 3,0 1,3 43 103 14 3,9 9,2
12 n.d. n.d. 35 131 28 3,8 5,6
13 n.d. 1,5 463 352 56 9,1 5,2
14 n.d. 1,5 30 86 25 2,9 6,3
15 n.d. n.d. 23 38 21 4,3 5,6
16 2,4 1.4 17 104 15 11,5 5,3
17 2,4 1,1 40 481 79 5,5 5,7
18 2,5 1,5 35 142 19 3,8 4,0
19 n.d. n.d. 39 25 29 5,0 3,1
Ref. 2,5-29 | 096-1,6 <76 <97 <41 <5,1 3,1-10,1
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Tabelle 44: Ergebnisse der klinisch-chemischen Untersuchung fiir n = 19 Hunde mit CGA

Parameter Min Max Median MW StdAbw Abnorme Befunde

! 1

Natrium 139 151 146 145 3,624 2 1

(mmol/l)

Kalium 2,85 6,20 4 3,96 0,6954 5 1

(mmol/l)

Glukose 4,22 7,66 5,4 5,39 0,7810 2 1

(mmol/l))

Harnstoff 2,93 50,45 4,72 7,60 10,9066 5 2

(mmol/l)

Kreatinin 40,51 | 501,24 76 92,44 100,5601 3 2

(umol/l)

Protein (g/1) 51 78 62,5 64,12 6,9882 1 7

Albumin (g/1) 24,1 32,8 26,6 27,2 2,3720 12 0

ALT (IU/D) 14 463 39 62,58 98,2725 -—- 2

AP (IUN) 21 481 104 135,8 126,8083 --- 11

AST (IUN) 12 102 24 33,5 26,2093 --- 5

Bilirubin 1,71 11,46 4,3 4,75 2,3465 -—- 5

(mmol/l)

2 Hunde hatten eine geringgradige Hyponatridmie (139mmol/l), ein Hund eine geringgradige
Hypernatridmie (151mmol/l). Bei 16 Hunden lag das Natrium im Referenzbereich
(140 - 150mmol/l; Median 146).

Bei 5 Hunden lag eine Hypokalidmie (2,85 - 3,55mmol/l; Median 3,21), bei einem Hund (Fall
9) eine Hyperkalidimie (6,20) vor. Bei 13 Hunden lag das Kalium im Referenzbereich
(3,63 - 4,43mmol/l; Median 4,15).

2 Hunde hatten eine geringgradige Hypoglykdmie (4,2; 4,4mmol/l), ein Hund eine
Hyperglykdmie (7,2mmol/l). Bei 16 Hunden lag die Glukose im Referenzbereich
(4,5 - 6,1mmol/l; Median 5.4).

Bei 10 Hunden wurde das Kalzium bestimmt. Zwei Hunde hatten eine Hypokalzédmie
(1,92; 2,1mmol/l), 2 Hunde eine Hyperkalzdmie (3,0mmol/l; 3,10mmol/l). Bei 6 Hunden lag
das Kalzium innerhalb des Referenzbereichs (2,4 - 2,6mmol/l; Median 2,5).

Das Phosphat wurde bei 12 Hunden bestimmt. Ein Hund wies eine Hypophosphatdmie auf
(0,85mmol/l), 2 Hunde (Fille 7 und 10) eine Hyperphosphatédmie (1,64mmol/l; 3,88mmol/l).
Bei 9 Hunden lagen die Werte innerhalb des Referenzbereichs (1,10 - 1,54mmol/l; Median
1,4).

Die Harnstoffkonzentration wurde bei 17 Hunden bestimmt. Sie lag bei 5 Hunden unter dem
Referenzbereich (2,93 - 3,28mmol/l; Median 3,28) und bei 11 Hunden im Referenzbereich
(3,81 - 6,96mmol/l; Median 5,21).

Ein Hund (Fall 10) hatte eine Azotdmie (Harnstoff: 50,45mmol/l; Kreatinin: 501,24mmol/l).
Bei einem weiteren Hund (Fall 19) lagen sowohl der Harnstoff (11,5mmol/l) als auch das
Kreatinin (107,0umol/1) nur leicht iber dem Referenzbereich.

7 Hunde hatten eine Hyperproteindmie (66,2 - 77,8g/1; Median 70,9), ein Hund (Fall 19) eine
Hypoproteindmie (51g/1). Bei 11 Hunden lag das Protein innerhalb des Referenzbereichs
(57,4 - 63,3g/1; Median 60,1).

13 Hunde wiesen eine Hypoalbumindmie auf (24,1 - 27,6g/1; Median 26,0), bei 6 Hunden
lagen die Werte innerhalb des Referenzbereichs (28,9 - 32,8g/1; Median 29.,4).

6 Hunde hatten eine Hyperglobulindmie mit Werten > 40,0g/1 (40,1 - 51,0; Median 43,5).
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Die ALT war bei 2 Hunden (80; 4631U/l) erhoht, die AP bei 11 Hunden (103 - 4811U/1;
Median 119) und die AST bei 5 Hunden (56 - 1021U/l; Median 63). Die ALT lag bei 17
Hunden im Referenzbereich (14 - 68IU/I; Median 39), die AP bei 8 Hunden (21 - 861U/I;
Median 53,5) und die AST bei 14 Hunden (12 - 281U/l; Median 17).

5 Hunde hatten eine Hyperbilirubindmie (5,47 - 11,46umol/l; Median 7,01), bei 14 Hunden
lagen die Werte innerhalb des Referenzbereichs (1,71 - 5,0umol/l; Median 3,85).

Alle Hunde mit einer Hyperbilirubindmie wiesen gleichzeitig eine Andmie auf (Tab. 45).

Tabelle 45: Plasma-Bilirubin und H&matokrit fiir n = 5 Hunde mit CGA, die eine
Hyperbilirubindmie aufwiesen

Fall Bilirubin (umol/l) Hiamatokrit (1/1)
1 7,01 0,19
2 5,47 0,33

13 9,07 0,32

16 11,46 0,27

17 5,47 0,35

Bei einem Hund (Fall 17), der wegen Pankreatitisverdachts in die Klinik fiir kleine Haustiere,
FU Berlin iiberwiesen wurde, wurden die Enzyme Amylase und Lipase bestimmt. Beide
Parameter waren deutlich erhoht (Amylase 25091U/1; Lipase 35651U/1).

3.8. Prothrombinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit

Ein Gerinnungsprofil wurde bei 9 Hunden durchgefiihrt. Die aPTT lag zwischen 14,4 und
23,9 Sekunden (Median: 20,70). Sie war bei 6 Hunden (Félle 5, 7, 8, 16, 17, 18) verlangert
(20,7 - 23,9 Sekunden; Median 22,25). Die PT betrug zwischen 17,0 und 29,0 Sekunden. Sie
war bei 3 Hunden (Félle 5, 12, 17) verlangert (21,5; 24,8; 29,0 Sekunden). Alle Hunde wiesen
gleichzeitig eine Thrombozytopenie auf, sodass der Verdacht auf eine DIC gestellt wurde.

3.9. Direkter Coombs-Test

Bei 9 Hunden wurde ein direkter Coombs-Test durchgefiihrt. Er war bei allen Hunden negativ.

3.10. Untersuchung auf thrombozytengebundene Antikorper

10 Hunde wurden auf das Vorhandensein thrombozytengebundener Antikorper untersucht
(Tab. 46). Bei 6 Hunden war der Test positiv, bei 4 Hunden negativ.
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Tabelle 46: Ergebnisse der Untersuchung auf thrombozytengebundene Antikorper (n = 10
Hunde mit CGA)

Fall Thrombozyten (109/1) Untersuchung auf
thrombozytengebundene
Antikorper
1 90,10 Negativ
2 16,40 Positiv
7 43,00 Negativ
8 156,00 Negativ
9 296,00 Negativ
11 12,50 Positiv
13 32,00 Positiv
14 18,50 Positiv
15 95,80 Positiv
18 12,00 Positiv

3.11. Urinanalyse

Bei 8 Hunden wurde ein Harnstatus angefertigt (Tab. 47). Das spezifische Gewicht betrug
zwischen 1,008 und 1,049 (Median 1,023). Das Urin-Protein/Kreatinin-Verhaltnis
(U-P/C) wurde bei 3 Hunden bestimmt (0,15; 0,33; 0,81). Bei der Untersuchung mittels eines
Harnsticks wurde bei 7 Hunden eine leichte bis moderate Proteinurie, bei 1 Hund eine
Glukosurie, bei 4 Hunden eine Bilirubinurie, bei 7 Hunden Blut und bei 5 Hunden
Erythrozyten nachgewiesen. Im Sediment fielen bei 5 Hunden Zylinder und bei 6 Hunden
Epithelzellen auf.

Tabelle 47: Ergebnisse der Harnuntersuchung (n = 7 Hunde mit CGA), n.d. = nicht durch-
gefiihrt

Fall | Spezi- | pH | Pro- | U-P/C | Blut | Ery- | Bili- | Glu- | Zylin- | Epi-
fisches tein thro- | rubin | kose der thel-
Gewicht zyten zellen
2 1049 5,5 - n.d. (+) +) ++ - + +
3 1018 6 + n.d. +++ - ++ - (+) +
4 1016 7 + n.d. ++ ++ - - - -
6 1046 7.5 + n.d. + + ++ - + +
7 1024 6 + 0,33 - - - - - -
8 1045 5 ++ n.d. + () ++ - + (+)
9 1008 8 + 0,15 +++ - - - - (+)
10 1015 6,5 + 0,81 +++ +++ - + + +

3.12. Gelenkpunktion

Bei einem Hund wurden in Kurznarkose mehrere Gelenke (rechtes Carpal- und Kniegelenk,
linkes Ellbogengelenk) punktiert und die Synovia untersucht. Die Synovia war triib und wies
eine verminderte Viskositidt auf. Die Zahl kernhaltiger Zellen lag zwischen 15.800 und
21.000/ul, bei iiber 90% der Zellen handelte es sich um neutrophile Granulozyten. Der

90




Ergebnisse

Proteingehalt lag zwischen 4,4/dl und 6g/dl. Bei der mikrobiologischen Untersuchung
konnten keine Keime angeziichtet werden.

3.13. Bildgebende Verfahren

Bei 17 Hunden wurde eine Splenomegaliec (Abb. 25), bei einem Hund eine
Hepatosplenomegalie festgestellt. Bei einem Hund wurde die Milz bereits vor der Diagnose
CGA aufgrund eines Himangiosarkoms entfernt (Fall 19). Die Milz war bei 15 sonografisch
untersuchten Hunden homogen.

Abbildung 25: Splenomegalie (Pfeil) bei einem Hund mit CGA

3.14. Untersuchung auf Ko-Infektionen

Bei allen Hunden wurden Ko-Infektionen mit E. canis, B. canis, M. haemocanis, Bartonella
spp. und D. immitis ausgeschlossen. 7 Hunde wurden zusétzlich auf L. infantum untersucht,
das Ergebnis war bei allen Hunden negativ. Einer der 18 Hunde wurde mittels des SNAP®
4Dx" Tests positiv auf B. burgdorferi sensu lato getestet, war jedoch im IFAT seronegativ.
Dieser Hund wurde aufgrund folgender Uberlegungen nicht aus diesem Teil der Studie
ausgeschlossen: Hunde mit einer Borreliose leiden meist an einer Arthritis, dieser Hund
jedoch zeigte keine Lahmheit oder vermehrte Gelenkflllung. Er wies unspezifische
Symptome (Lethargie, Inappetenz, Polyurie, Fieber [40,3°C]) und blasse Schleimhiute auf.
Abnorme Laborbefunde waren ein ggr. erniedrigter Héamatokrit, eine schwere
Thrombozytopenie, eine Lymphopenie, eine erhdhte AP, eine Hyperproteindmie und eine
Hyperglobulindmie. Der Test auf thrombozytengebundene Antikérper war bei diesem Hund
positiv. Weiterhin wurde bedacht, dass die Borreliose in unserer Klinikpopulation zum
Zeitpunkt der Untersuchung als extrem selten eingeschétzt wurde.
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3.15. Therapie

15 Hunde wurden iiber einen Zeitraum von 1 bis 7 Tagen (Median 3) stationdr, 4 ambulant
therapiert. Alle Hunde wurden mit Doxyzyklin (5Smg/kg 2 x tgl. p.o.) iiber 2 (n = 3), 2,5
(n=1), 3 (n =9) und 4 Wochen (n = 5) behandelt. Sechs Tage nach Beginn der
Doxyzyklingabe kam es bei einem Hund zu einem Anstieg der Leberenzyme. Daher wurde
bei diesem Hund (Fall 8) das Doxyzyklin abgesetzt und einmalig Imidocarb (Carbesia®,
o6mg/kg s.c.) appliziert. Da er auf die Injektion mit Salivation, Mattigkeit und Durchfall
reagierte, wurde er infundiert und bekam einmalig 0,25mg Atropin i.v., was ca. 0,04mg/kg
entsprach. Sechs Hunde (Fille 4, 8, 10, 11, 17, 18) erhielten initial zusétzlich weitere
Antibiotika (Amoxicillin/Clavulanséure, 12,5mg 2 x tgl. i.v./p.o.; Marbofloxacin 2mg/kg 1 x
tgl. 1.v./p.o.). Des Weiteren wurden alle Hunde symptomatisch behandelt. Sechzehn Hunde
wurden mit Vollelektrolytldsungen infundiert (je nach Plasmakaliumkonzentration z.T.
angereichert mit Kalium), 12 Hunde erhielten Ranitidin (Img/kg 2 x tgl. i.v./p.o.), 9 Hunde
mit Fieber Metamizol (20mg/kg 3 x tgl. i.v./p.o.), 2 Hunde mit Vomitus (Félle 2, 10)
Metoclopramid (0,3mg/kg 3 x tgl. s.c./p.o.). Ein Hund mit Polyarthritis (Fall 9) wurde mit
Carprofen (4mg/kg 1 x tgl. p.o.) behandelt. Bei wenigen Hunden wurden Glukokortikoide
appliziert. Ein Hund mit Petechien und Melédna (Fall 13), bei dem eine immunbedingte
Thrombozytopenie vermutet wurde, bekam iiber 7 Tage Prednisolon (Img/kg 2 x tgl. p.o.).
Diese Dosis wurde stufenweise reduziert, nach 2 Monaten wurde das Prednisolon abgesetzt.
Ein Hund (14kg, Mischling, Fall 18), der mit Petechien vorgestellt wurde (Hkt 19%),
kollabierte widhrend der klinischen Untersuchung und wurde daher mit 100ml
Erythrozytenkonzentrat und 150ml Frischblut transfundiert. Da bei diesem Hund eine
immunbedingte Thrombozytopenie vermutet wurde, wurde Prednisolon gegeben (15mg 1 x
tgl. p.o. liber 2 Wochen, danach wurde das Prednisolon schrittweise reduziert). Ein Hund mit
Polyarthritis (Fall 9), der sich auf eine sechstigige Therapie mit Carprofen und Doxyzyklin
nicht besserte, wurde mit Prednisolon (1mg/kg 2 x tgl. p.o.) behandelt. Die Lahmbheit besserte
sich rasch und die Prednisolondosis wurde nach 2 und 4 Wochen reduziert und wenige Tage
nach der zweiten Reduktion schlielich abgesetzt, als der Hund eine Bursitis entwickelte.

Ein Hund mit blutenden Himangiosarkom-Metastasen, der {iber eine Bluttransfusion infiziert
wurde, erhielt mehrfach Erythrozytenkonzentrattransfusionen.

3.16. Verlauf

18 Hunde iiberlebten und erholten sich vollstdndig, ein Hund mit Himangiosarkom wurde
euthanasiert. Dieser erholte sich nach Beginn der Doxyzyklintherapie rasch von der CGA
musste aber aufgrund blutender Metastasen 18 Tage nach Beginn der Doxyzyklintherapie
eingeschléfert werden.

Bei 14 von 18 Hunden, die iiberlebten, wurden die Untersuchungen auf A. phagozytophilum
nach 14 bis 56 Tagen (Median 27) wiederholt (Tab. 48). Zu diesem Zeitpunkt waren alle
Hunde symptomlos. Die PCR war bei allen Hunden negativ, des Weiteren konnten auch keine
Morulae in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Drei der 6 Hunde mit einem
initial negativen Antikorpertiter waren nach 34, 38 und 42 Tagen seropositiv, 3 Hunde waren
weiterhin seronegativ. Bei einem der 8 seropositiven Hunde wurde ein vierfacher Titeranstieg
nach 40 Tagen beobachtet, ein Hund mit einem initialen Antikorpertiter von > 1:128 hatte bei
der Verlaufsuntersuchung am Tag 56 einen Antikdrpertiter von > 1:256. Bei vier Hunden mit
einem initial hohen Antikorpertiter wurde dieser bei der Verlaufsuntersuchung erneut
festgestellt. Bei einem bei Erstuntersuchung seropositiven Hund wurde nach 24 Tagen eine
Abnahme des Antikorpertiters beobachtet, ein Hund war nach 18 Tagen sogar seronegativ.
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Tabelle 48: Antikorpertiterverlauf fiir 14 Hunde mit CGA

Fall | Antikorpertiter | Antikorpertiter bei Abstand in Tagen
bei der Erst- der Kontroll- zwischen Erst- und
untersuchung untersuchung Kontroll-untersuchung
1 > 1:256 > 1:256 25
2 > 1:256 1: 256 28
3 negativ 1:32 14
4 > 1:256 > 1:256 35
6 1:32 1:32 24
7 >1:128 > 1:256 56
8 negativ > 1:256 34
9 negativ > 1:256 42
11 1:64 > 1:256 40
13 1:32 >1:128 38
15 > 1:256 1:256 24
16 >1:128 1:128 18
17 >1:128 negativ 18
18 negativ negativ 19

Je nach klinischer Symptomatik und Entscheidung des behandelnden Tierarztes wurden die
Laborparameter kontrolliert.

Bei 16 von 17 Hunden mit einer initialen Thrombozytopenie waren die Thrombozyten nach 1
bis 24 Tagen (Median 5) wieder im Referenzbereich. Bei einem Hund (Fall 12) mit einer
schweren Thrombozytopenie (9,550 x 10°/1) war die Thrombozytenzahl nach 7 Tagen noch
geringgradig erniedrigt (174,000 x 10°/1). Eine erneute Kontrolluntersuchung war bei diesem
Hund nicht moglich.

Bei 5 von 7 Hunden mit einer geringgradigen Andmie (Félle 2, 4, 7, 10, 13) lag der Hkt nach
1 bis 16 Tagen (Median 7) wieder im Referenzbereich. Ein Hund (Fall 17) mit einer
Pankreatitis und nicht-regenerativen Anidmie wies noch am Tag 16 eine Andmie auf (Hkt
0,291/1). Weitere Kontrolluntersuchungen konnten bei diesem Hund nicht durchgefiihrt
werden. Bei einem Hund mit blutenden Metastasen (Fall 19) lag der Hkt am Tag 16 bei
0,201/1. Weitere Kontrolluntersuchungen erfolgten nicht, da der Hund euthanasiert wurde. Bei
einem Hund mit einem moderat erniedrigten Hkt (Fall 16) war der Hkt am Tag 18 noch
geringgradig erniedrigt (0,371/1). Bei einem Hund (Fall 1) mit einer schweren Andmie (0,191/1)
lag der Hkt am Tag 25 bei 0,351/1. Weitere Kontrolluntersuchungen fanden bei diesem Hund
nicht statt. Ein Hund mit Hamorrhagie und einer Blutungsandamie (Fall 18, Hkt 0,191/1), der
mehrfach Transfusionen mit Erythrozytenkonzentrat bendtigte, hatte am Tag 2 einen Hkt von
0,311/1. Bis zum Tag 5 war der Hkt erneut auf 0,161/1 abgefallen (Thrombozytenzahl 2,520 x
10°/1), am Tag 19 betrug er 0,321/1 (Thrombozytenzahl 31,000 x 10°/1). Nach vier Wochen lag
der Hkt bei 0,321/1 (Thrombozytenzahl 610,000 x 10°/1) und nach 8 Wochen lag er mit 41%
wieder im Referenzbereich (Thrombozytenzahl 396,000 x 10°/1).

Die Leukozytenzahl lag bei 16 von 18 Hunden am Ende der Therapie im Referenzbereich. Ein
Hund (Fall 6) war nach 14 Tagen noch immer leukopenisch (5,190 x 10°/1, initial 3,280 x
10°/1), ein anderer Hund (Fall 18) hatte am Tag 26 noch immer eine Leukozytose (26,600 x
10%/1, initial 22,200 x 10°/1), 10 Wochen spiter war die Leukozytenzahl jedoch im
Referenzbereich (10,800 x 10°/1).

Bei 4 von 12 Hunden mit einer Hypoalbumindmie (Fille 1, 3, 9, 17), lag das Albumin nach 8
bis 21 Tagen (Median 17) im Referenzbereich. 6 Hunde (Fille 2, 8, 14, 15, 16, 18) wiesen

93



Ergebnisse

nach 4 bis 121 Tagen (Median 19,5) noch immer eine leichte Hypoalbumindmie auf. Bei 2
Hunden (Fille 4 und 12) erfolgte keine Kontrolluntersuchung.

Bei einem Hund (Fall 17) mit Pankreatitis wurden initial erh6hte Amylase- und Lipasewerte
festgestellt (Amylase 13961U/l; Lipase 952IU/I). Am Tag 10 lagen die Werte filir beide
Parameter im Referenzbereich (Amylase 10661U/1; Lipase 2501U/1).

Der Verlauf der einzelnen Werte der hématologischen Untersuchung und des
Differenzialblutbildes ist fiir die Fille 1 bis 19 im Anhang aufgefiihrt. Der Verlauf einzelner
ausgewdhlter Hunde wird in den nichsten Abschnitten beschrieben.

3.16.1 Fall 3

Dieser Hund wurde im Mai wegen Mattigkeit und Gelenkbiegeschmerz der Tarsal- und
Carpalgelenke vorgestellt. Die Temperatur betrug 39,5°C. Die Gelenke waren vermehrt
gefiillt. Initial fiel bei diesem Hund eine ggr. Thrombozytopenie auf. Der Hund wurde
zunichst mit Doxyzyklin und Carprofen behandelt und besserte sich darauf. Daher erfolgte
zunidchst keine Gelenkpunktion. Die Thrombozytenzahl war nach 14 Tagen wieder im
Referenzbereich (276 x 10°/1). Zwischen dem Tag 0 (Tag der Erstuntersuchung) und dem Tag
14 fand keine hdmatologische Untersuchung statt. Nach 1,5 Monaten hatte der Hund wieder
einen deutlichen Gelenkbiegeschmerz. An diesem Tag wurden die Untersuchungen auf A.
phagozytophilum wiederholt: Die PCR war negativ, der Antikorpertiter betrug 1:64. Es
wurden 4 Gelenke punktiert (beide Carpalgelenke, linkes Knie- und Ellbogengelenk). Die
Viskositdt der Synovia war generalisiert vermindert. In drei Gelenken fielen viele
Erythrozyten auf. In der Synovia des linken Kniegelenks wurden einige Neutrophile
identifiziert, die vermutlich aus dem Blut stammten (die Synovia war iatrogen blutig). In der
Synovia des linken Kniegelenks waren wenige neutrophile Granulozyten vorhanden. Die A.
phagozytophilum-PCR der Synovia war negativ. Der Hund verbesserte sich unter einer
erneuten mehrwochigen Doxyzyklintherapie.

3.16.2. Fall 4

Dieser Hund war beim Spaziergang zusammengebrochen und wurde in Seitenlage vorgestellt.
Weitere Befunde der klinischen Untersuchung waren Fieber (40,2°C), unregelméaBiger
tachykarder Puls (ventrikuldre Extrasystolen). Alle Parameter der echokardiografischen
Untersuchung lagen im Normalbereich. Es lag kein Hinweis auf eine Endokarditis vor. Initial
fielen folgende abnorme Laborbefunde auf: Leukopenie, Andmie, Thrombozytopenie,
Lymphopenie, Hypoalbumindmie, erhohte AP und erhohte AST. Die Leukozytenzahl, die
Erythrozytenzahl, die Hb-Konzentration und der Hkt waren bereits einen Tag nach
Vorstellung wieder im Referenzbereich (Leukozytenzahl 7,54 x 10°/1; Erythrozytenzahl 6,01
x 10'%/1; Hb-Konzentration 8,67mmol/l; Hkt 0,42l/1). Die Lymphozytenzahl sowie das
Albumin und die Leberenzyme wurden nicht kontrolliert. Der Hund besserte sich schnell und
wurde 3 Tage nach stationdrer Aufnahme wieder entlassen.

3.16.3. Fall 9

Dieser Hund wurde mit den Symptomen einer Polyarthritis vorgestellt (Befunde der
Gelenkpunktion s. 3.11.). Die hidmatologische Untersuchung war initial mit Ausnahme einer
ggr. Monozytose unauffillig. Er wurde mit Doxyzyklin und Prednisolon (1mg/kg 2 x tgl. p.o.)

94



Ergebnisse

behandelt, da eine alleinige Therapie mit Carprofen keine klinische Besserung erbrachte.
Unter der Kortisontherapie entwickelte er eine Leukozytose (Leukozytenzahl: 32,7 x 10°/1)
mit Neutrophilie (Neutrophile: 31065 x 10%1). Urspriinglich war nur die AP leicht erhdht. Bei
den Kontrolluntersuchungen an den Tagen 16, 40, 42 und 44 waren zunichst 2, danach 3
Leberwerte erhoht.

3.16.4. Fall 10

Ein Hund (Fall 10) wurde wegen Vomitus vorgestellt. Initial lag eine renale Azotdmie vor.
Zunéchst erfolgte eine Therapie mit Amoxicillin/Clavulansdure (12,5mg/kg 2 x tgl.), danach
wurde auf Doxyzyklin (Smg/kg 2 x tgl.) umgestellt. Aufgrund der Hyperphosphatimie wurde
der Hund mit Aluminiumhydroxid (20mg/kg 3 x tgl.) behandelt. Zusitzlich wurde die
Fiitterung auf eine kommerzielle Nierendidt umgestellt. Der Verlauf der Parameter Harnstoff,
Kreatinin, Calcium, Phosphor, und Kalium ist der Tabelle 49 zu entnehmen. Der Hund erholte
sich vollstindig. Am Tag 43 lagen die Parameter Kreatinin, Kalium, Phosphat und Kalzium
wieder im Referenzbereich.

Tabelle 49: Verlauf der Parameter Harnstoff, Kreatinin, Kalzium, Phosphor und Kalium fiir
den Fall 10 (Ref. = Referenzbereich)

Tag | Harnstoff | Kreatinin | Kalium | Phosphat | Kalzium

(mmol/l) | (umol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l)
0 50 501 3,6 3,9 3,1
1 33 298 3.4 2,5 2,8
2 14 181 34 1,7 -
3 14 159 4,1 1,7 2,9
4 16 177 4,2 --- -—-
5 15 177 4,8 - -
7 11 123 4,6 1,7 3,2
10 8 108 4,1 1,7 -
14 14 111 4,9 --- -—-
20 13 109 3,8 1,5 2,9
43 13 99 3,9 1,6 2,9

Ref. 3,5-9.9 53-106 | 3,6-48 1096-1,6 | 2,5-29

3.16.5. Fall 19

Im September 2005 wurde dieser Hund aufgrund eines rupturierten Milztumors
(Hamangiosarkom) in die Klinik tiberwiesen und splenektomiert. Zwei Wochen nach der
Splenektomie wurde mit einer Doxorubicin-Chemotherapie im Abstand von 3 Wochen
begonnen. Eine Woche nach der dritten Chemotherapie wurde der Hund mit einem
Himoabdomen vorgestellt. Der Hkt lag an diesem Tag bei 0,221/1. Die Behandlung bestand
aus Infusion und Transfusion mit 150ml DEA 1.1.-positivem Erythrozytenkonzentrat
aufgrund eines Hkt-Abfalls auf 0,181/1. Computertomografisch konnten Lungen- und
Lebermetastasen festgestellt werden. Da der Hkt bei 0,211/1 lag, wurde der Hund einen Tag
spiter erneut transfundiert (140ml DEA 1.1.-positives Erythrozytenkonzentrat). Diese
Konserve stammte von einem A. phagozytophilum-PCR-positiven, klinisch gesunden Hund,
was zum Zeitpunkt der Transfusion nicht bekannt war. Fiinf Tage spéter war der Hund
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apathisch und inappetent, erbrach, die Rektaltemperatur betrug 40,2°C. Er wurde infundiert
und aufgrund eines Hkt von 0,201/l mit Vollblut transfundiert. An diesem Tag stellte sich
heraus, dass dieser Hund Erythrozytenkonzentrat eines PCR-positiven Hundes erhalten hatte.
Daher wurden bei diesem Patienten die Untersuchungen auf A. phagozytophilum eingeleitet
(PCR positiv, vereinzelt Morulae in neutrophilen Granulozyten, IFAT negativ) und mit einer
Doxyzyklintherapie begonnen. Zusitzlich erhielt er Metamizol 20mg/kg 3 x tgl. p.o.,
Amoxicillin/Clavulansdure 12,5mg/kg 2 x tgl. p.o., MCP 0,3mg/kg 3 x tgl. p.o., Ranitidin
Img/kg 2 x tgl. p.o. und wurde erneut infundiert. Zwei Tage spéter war der Allgemeinzustand
des Hundes bereits besser. Eine Woche danach wurde der Hund aufgrund blutender
Lebermetastasen euthanasiert.
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V Diskussion

Infektionen mit A. phagozytophilum nehmen sowohl in der Human- als auch in der
Veterindrmedizin an Bedeutung zu. Dafiir spricht zum einen eine Zunahme der
Veroffentlichungen auf diesem Gebiet und zum anderen auch gesicherte Daten aus der
Humanmedizin von den Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA (Abb. 26).
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(Source: CDC National Electronic Telecommunications System for Surveillance (NETSS) data)

Abbildung 26: Zahl der an die Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA
gemeldeten Fille humaner granulozytarer Anaplasmose in den Jahren 1999 bis 2006

Da trotz diverser Literaturstellen noch immer wenig iiber Pravalenz, Klinik, effektive
BekdmpfungsmafBinahmen und Prophylaxe sowie Reservoire fiir Hunde und Menschen
bekannt ist, sollten in dieser Arbeit zum einen epidemiologische Daten iiber A.
phagozytophilum-Infektionen und zum anderen klinische Daten iiber die granulozytire
Anaplasmose des Hundes erhoben werden. Ein weiteres Ziel war die Untersuchung, ob eine
regelmédfBig im Abstand von 4 Wochen vorgenommene Behandlung mit Permethrin-
Imidacloprid einen wirksamen Schutz vor Neuinfektionen mit diesem Bakterium darstellt.
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1. Epidemiologische Studie
1.1. Serologische Untersuchungen auf A. phagozytophilum (IFAT)

Die in dieser Studie ermittelte Seropravalenz von Infektionen mit A. phagozytophilum bei
Hunden war hoch in Nord-Ost-Deutschland (43,3%). Die Infektion, also der Erregerkontakt,
musste jedoch nicht zwangsldufig in dieser Region erfolgt sein, da viele Hunde sich zum
einen im Ausland und zum anderen in unterschiedlichen Regionen Deutschlands aufhielten.
Letzteres traf v.a. auf die Hunde von Berliner Studenten/Studentinnen der Veterindrmedizin
zu, die aus verschiedenen Regionen Deutschlands stammten. Die Hunde lebten aber
iiberwiegend in und um Berlin.

Die hier nachgewiesene Seropridvalenz stimmt mit den Angaben fritherer Arbeiten aus
Deutschland, die Werte zwischen 19% und 50,1% ermittelten, weitgehend {iberein (s. Tab. 3).
Sie betrug 50,1% bei 1124 anaplasmoseverdidchtigen Hunden aus 11 Bundesldndern
(BARUTZKI, 2006) und 43,2% bei 111 Hunden (49 kranke, anaplasmoseverdédchtige und 62
klinisch gesunde Hunde) aus verschiedenen Regionen Deutschlands (JENSEN et al., 2007). In
zwei weiteren Studien aus Deutschland war sie dagegen niedriger: 19% bei 245 Hunden aus
der westlichen Bodenseeregion (SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007) und
21,5% bei 5881 Hunden aus ganz Deutschland (KRUPKA et al., 2008). Mit Ausnahme einer
Arbeit, in der als Diagnostikum der SNAP® 4Dx" Test (ELISA) eingesetzt wurde (KRUPKA
et al, 2008), erfolgte der serologische Nachweis wie in dieser Studie mittels IFAT
(BARUTZKI, 2006; JENSEN et al., 2007; SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER,
2007).

Im Vergleich zu anderen europédischen Landern war die Seropréivalenz von Infektionen mit A.
phagozytophilum bei Hunden in Deutschland hoch (PUSTERLA et al., 1998; EGENVALL et
al., 2000; SKOTARCZAK et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2006; TORINA und
CARACAPPA, 2006; JADERLUND et al., 2007) (s. Tab. 3). Lediglich in Osterreich und
Portugal wurden mit 56,5% und 55% etwas hdhere Seroprivalenzen festgestellt (KIRTZ et al.,
2007).

Weitere Daten aus Prévalenzuntersuchungen stammen aus den USA: Die Seropridvalenz
wurde fiir verschiedene Bundesstaaten ermittelt und unterschied sich zwischen ihnen stark (s.
Tab. 4): 1,1% in North Carolina und Virginia sowie Missouri (SUKSAWAT et al., 2000;
LIDDELL et al., 2003) bis 55% in Minnesota (BEALL et al., 2008).

In dieser Studie war der Anteil seropositiver Hunde in der Gruppe 2 (kranke,
anaplasmoseverdiachtige Hunde) zwar hoher als in der Gruppe 1 (klinisch gesunde Hunde),
doch war dieser Unterschied nicht signifikant. Dies stimmt mit den Ergebnissen einer
fritheren Untersuchung iiberein, wo der Anteil seropositiver kranker Hunde bei 44,9% und der
Anteil seropositiver klinisch gesunder Hunde bei 41,9% lag. Der Unterschied war ebenfalls
nicht signifikant (JENSEN et al., 2007).

1.2. Direkte Nachweisverfahren

Der Anteil PCR-positiver Hunde war mit 5,7% erwartungsgeméil wesentlich geringer als der
Anteil seropositiver (43,3%). Dies ist vergleichbar mit einer fritheren Untersuchung, in der
6,3% der untersuchten 111 Hunde PCR-positiv waren (JENSEN et al., 2007). Sowohl in der
vorliegenden Studie als auch in der Untersuchung von JENSEN et al. (2007) waren kranke
Hunde hdufiger PCR-positiv als gesunde Hunde. In unserer Arbeit waren 4% der gesunden
und 8% der kranken Hunde PCR-positiv. Deutlicher war der Gruppenunterschied in der
Studie von JENSEN et al. (2007), in der 1,6% der gesunden und 12,2% der kranken Hunde
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PCR-positiv getestet wurden. In zwei amerikanischen Studien wurden ebenfalls sowohl ein
indirektes als auch ein direktes Verfahren zum Nachweis von A. phagozytophilum bei allen
Hunden eingesetzt. In beiden Studien war der Anteil serologisch positiver Hunde deutlich
hoher als der Anteil PCR-positiver (DRAZENOVICH et al., 2006; BEALL et al., 2008).
Noch geringer war der Anteil von Hunden, bei denen Morulae in neutrophilen Granulozyten
identifiziert werden konnten. So lag der Anteil Blutausstrich-positiver Hunde bei lediglich
2,3%, was vergleichbar ist mit dem Resultat einer weiteren Studie, in der bei nur 1,8% der
Hunde Morulae in Neutrophilen gefunden wurden (JENSEN et al., 2007). In unserer
Untersuchung waren v.a. kranke, anaplasmoseverdachtige Hunde Blutausstrich-positiv, bei
JENSEN et al. (2007) wurden ausschlieBlich bei kranken Hunden Morulae in Neutrophilen
nachgewiesen.

1.3. Ergebnisse der direkten Nachweisverfahren in Bezug zur Serologie

Nur wenige Studien haben bisher die Prdvalenz sowohl mittels eines indirekten als auch
mittels eines direkten Nachweisverfahrens bestimmt. Es konnte in unserer Arbeit gezeigt
werden, dass PCR-positive Hunde signifikant hiufiger seropositiv waren als PCR-negative
Hunde und dass Blutausstrich-positive Hunde zwar immer PCR-positiv, jedoch nicht in allen
Féllen seropositiv waren. Zusétzlich fiel auf, dass sich das Ergebnis der beiden zum Nachweis
von Antikorpern gegen A. phagozytophilum eingesetzten Verfahren (IFAT und ELISA)
deutlich unterschied. Das Ergebnis stimmte in nur 61% der Fille iiberein. Es wurden jedoch
nur 18 Hunde mit beiden Verfahren untersucht. In einer anderen Studie aus Deutschland
wiesen alle Hunde mit einem positiven PCR-Ergebnis auch hohe Antikorpertiter auf
(JENSEN et al., 2007). In einer weiteren Arbeit aus Deutschland wurden Hunde einbezogen,
die innerhalb eines Zeitraums von 14 Monaten im Labor ALOMED (Radolfzell) serologisch
positiv waren oder bei denen A. phagozytophilum direkt mittels einer PCR im EDTA-Blut
nachgewiesen wurde. Insgesamt gingen 60 Hunde in diese Studie ein. Von diesen waren 39
PCR- und serologisch positiv, 12 PCR-positiv, aber seronegativ und 9 PCR-negativ, aber
seropositiv (SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007). In einer amerikanischen
Studie waren ebenfalls nicht alle PCR-positiven Hunde serologisch positiv: 4 der 7 PCR-
positiven Hunde waren serologisch positiv, 3 dagegen serologisch negativ (BEALL et al.,
2008).

1.4. Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum in Bezug zum Signalement

Kiirzlich veroffentlichte Informationen iiber die Rassenverteilung liegen nur in wenigen
Untersuchungen vor. Da es sich bei der Hundepopulation der vorliegenden Arbeit um keine
repriasentative Population handelte, konnen keine Aussagen iiber eine mogliche
Rassepridisposition getroffen werden. Lediglich in einer Arbeit aus Osterreich fiel auf, dass
beim Berner Sennenhund ein sehr hoher Anteil (77,8%) der untersuchten Hunde
Antikorpertiter gegen A. phagozytophilum aufwiesen (KIRTZ et al., 2007). Diese Rasse
scheint allgemein anfilliger fiir bestimmte Infektionskrankheiten zu sein. So konnten in einer
Studie iiber die Borreliose (GERBER et al., 2007) und in einer Studie iiber die
Frithsommermeningoencephalitis (KIRTZ, 2000) ebenfalls hohe Seroprdvalenzen fiir beide
Erkrankungen beim Berner Sennenhund festgestellt werden.

Bei groBeren Hunden (Berner Sennenhund, Deutscher Schiferhund, Golden Retriever,
Labrador Retriever) konnten héufiger Antikorpertiter gegen A. phagozytophilum
nachgewiesen werden als bei kleineren (Yorkshire Terrier, Pekinese, Malteser) (KIRTZ et al.,
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2007). Dies konnte mit der KorpergroBBe der Hunde und der Lebensweise der Zecken
zusammenhdngen. Zecken finden sich meistens auf Strduchern und Gebiischen in einer Hohe
von 50 bis 150cm (DOBLER, 1997), so dass grof3ere Hunde diese beim Durchstreifen durchs
Gebiisch haufiger abstreifen als kleinere Hunde.

KIRTZ et al. (2007) beobachteten, dass in den ersten vier Lebensjahren der prozentuale Anteil
an seropositiven Tieren mit 51,3 bis 55,6% niedriger lag als in den meisten anderen
Altersgruppen mit 59,1 und 69,2%. Allerdings war es nicht moglich, eine Altersdisposition
statistisch zu beweisen. In unserer Studie waren éltere Tiere signifikant hdufiger seropositiv
als jiingere (p < 0,001). Auch in einer schwedischen Studie stieg der Anteil seropositiver
Hunde mit zunehmendem Alter der Hunde an (EGENVALL et al., 2000). Moglicherweise
kann als Ursache ein Persistieren der Antikorper iiber eine langere Zeit angesehen werden. In
einer experimentellen Studie, in der 3 Hunde intravends mit A. phagozytophilum infiziert
wurden, konnte gezeigt werden, dass AntikOrpertiter {iber den gesamten
Untersuchungszeitraum (119 bzw. 181 Tage) hinweg hoch blieben (EGENVALL et al., 2000).
Wie lange diese Antikorper persistieren und inwiefern diese Antikorper vor einer erneuten
Infektion mit A. phagozytophilum bzw. einer Erkrankung schiitzen, muss Gegenstand weiterer
Studien sein. Bisher konnte mit experimentellen Studien nur gezeigt werden, dass A.
phagozytophilum zu persistierenden Infektionen fithren kann. Dies wurde iiber erneut positive
PCR-Ergebnisse nach Glukokortikoidgabe festgestellt (EGENVALL et al., 2000; ALLEMAN
et al., 20006).

In einer Osterreichischen Studie war der Anteil seropositiver Riiden statistisch signifikant
hoher als der Anteil seropositiver Hiindinnen. Als mdgliche Erkldrung hierfiir wurde das
Verhalten der Riiden angefiihrt, sich beim Harnabsatz bzw. beim Markieren an Straucher bzw.
ans Gebiisch ,,anzulehnen. Dadurch konnte die Chance fiir einen Zeckenbefall steigen
(KIRTZ et al., 2007). In unserer Studie konnte keine Geschlechtspriadisposition nachgewiesen
werden (p > 0,05).

1.5. Ergebnisse der Untersuchungen auf A. phagozytophilum in Bezug zum
Untersuchungsmonat

In unserer Studie konnte kein Hinweis fiir eine Saisonalitdt des AntikOrpertiternachweises
festgestellt werden (p > 0,05). Eine mogliche Erkliarung hierfiir wére wiederum eine
Persistenz der Antikorper. Im Gegensatz hierzu weisen unsere Ergebnisse auf eine
Saisonalitdt des PCR-Resultates hin (p = 0,021). In einer dsterreichischen Erhebung war der
Hohepunkt der seropositiven Tiere im Hochsommer zu finden. Im Friithjahr und Herbst war
der Anteil der seropositiven Hunde dagegen niedriger (KIRTZ et al.,, 2007). Andere
Priavalenzstudien aus Deutschland gaben hieriiber keine Auskunft. Bereits in fritheren
Arbeiten wurde eine Saisonalitdt des PCR-Ergebnisses festgestellt und auf die Zeckenaktivitat
zu bestimmten Jahreszeiten zuriickgefiihrt (EGENVALL et al., 1997; POITOUT et al., 2005).

1.6. Hamatologische Befunde und Ergebnisse der Untersuchungen auf A.
phagozytophilum

Bluttransfusionen nehmen in der Veterindrmedizin immer mehr an Bedeutung zu. A.
phagozytophilum gehort zu den Infektionserregern, die iiber Bluttransfusionen iibertragen
werden konnen. Dies ist zum einen auf 2 Fille aus der Humanmedizin, zum anderen auf
veterindrmedizinische experimentelle (u.a. bei Schafen, Rindern, Pferden und Hunden) und
klinische Daten zuriickzufiihren (PUSTERLA et al., 1997; EGENVALL et al., 1998;
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LILLIEHOOK et al., 1998; EASTLUND et al., 1999; LILLIEHOOK et al., 1999;
PUSTERLA et al., 1999; EGENVALL et al., 2000; REINE, 2004; FRANZEN et al., 2005;
ALLEMAN et al., 2006; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
ATLANTA, 2008; STUEN et al., 2008). In unserer Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Laborwertverdnderungen und dem
Antikorpertiternachweis bzw. dem PCR-Ergebnis bestand. Es wurden bei keinem klinisch
gesunden PCR-positiven Hund Laborwertverdnderungen festgestellt, d.h. ein normales
Blutbild schliet eine Bakteridmie und Anaplasmose nicht aus, was eine Untersuchung aller
Blutspender auf A. phagozytophilum erfordert. Da die Ubertragungsgefahr in der
bakteridmischen Phase vorliegt, ist ein direktes Nachweisverfahren als diagnostisches
Verfahren noétig. Eine serologische Untersuchung zum Ausschluss einer moglichen
Ubertragung ist nicht geeignet, da klinisch gesunde Hunde seropositiv und kranke, an einer
caninen granulozytiren Anaplasmose (CGA) erkrankte Hunde seronegativ sein kénnen. Ein
Restrisiko der Ubertragung bleibt jedoch, da bei den direkten Nachweisverfahren nur positive
Untersuchungsergebnisse aussagekriftig sind (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Den
Besitzern von Spenderhunden ist somit nahezulegen, ihre Hunde téglich auf einen moglichen
Zeckenbefall zu untersuchen und ihre Hunde prophylaktisch mit gegen Zecken wirksamen
Ektoparasitika zu behandeln.

1.7. Auslandsaufenthalt in Bezug zu den Untersuchungsergebnissen auf A.
phagozytophilum

Die in dieser Studie ermittelte Gesamtpravalenz von 43% stimmt mit der Privalenz fiir Hunde
ohne Auslandsaufenthalt iiberein. Es handelt sich bei der CGA also somit um keine sog.
»Reisekrankheit”, wie in der Vergangenheit hiufig behauptet (BEELITZ und PFISTER,
2004). Andere Privalenzstudien aus Deutschland konnten dies ebenfalls bestétigen, die in
diesen Studien aufgenommenen Hunde hatten Deutschland vorberichtlich nie verlassen
(BARUTZKI, 2006; JENSEN et al., 2007).

1.8. Zeckenbefall und Ektoparasitikaeinsatz in Bezug zu den Untersuchungsergebnissen
auf A. phagozytophilum

Bei der Auswertung der Fragebogen musste beriicksichtigt werden, dass keine zuverldssig
gesicherten Daten {iber den Zeckenbefall bzw. die korrekte und regelméBige Applikation des
Ektoparasitikums vorlagen, da sie von Laien ausgefiihrt wurde. Daher stellten die Fragebdgen
fiir uns eher einen Marker dar, um die Aufmerksamkeit des Besitzers in Bezug auf den
Zeckenbefall und einen regelmiBigen Ektoparasitikaeinsatz beurteilen zu konnen. Erstaunlich
ist, dass nach diesen Tatsachen regelmdfig mit Ektoparasitika behandelte Hunde nicht
seltener seropositiv waren als andere. Mogliche Erklarungen hierfiir sind wie oben bereits
erwédhnt ein Unbemerktbleiben des Zeckenbefalls, falsches Auftragen des Medikaments durch
die Besitzer oder eine entgegen den Angaben auf den Fragebogen unregelmiflige oder
unsachgemédfe Behandlung mit Ektoparasitika. Eine andere Studie zur Borreliose beim
Berner Sennenhund kam in der Kontrollgruppe (Hunde, die einer anderen Rasse angehorten)
zu dhnlichen Ergebnissen: Hunde mit starkem Zeckenbefall waren nicht hiufiger seropositiv
fiir B. burgdorferi als Hunde, die selten mit Zecken befallen waren (GERBER et al., 2007).
Im Gegensatz dazu blieben von 27 Langzeitprobanden, die regelmifig alle 4 Wochen mit
Advantix® behandelt wurden, 26 seronegativ. Lediglich ein Hund serokonvertierte. In einer
fritheren Prdvalenzstudie aus Deutschland wurde gezeigt, dass Hunde mit einem starken
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Zeckenbefall signifikant hdufiger seropositiv waren als Hunde mit einem geringen oder gar
keinem Zeckenbefall. 80% der Hunde mit einem starken Zeckenbefall waren seropositiv und
nur 20% seronegativ (JENSEN et al., 2007).

2. Studie iiber die Wirksamkeit einer regelmifligen monatlichen Zeckenprophylaxe mit
Permethrin-Imidacloprid

Advantix® verhinderte bei 26 der 27 Langzeitprobanden, die regelmiBig und nach
Herstellerangaben behandelt wurden, eine Infektion mit A. phagozytophilum. Da die Besitzer
von der Autorin genau instruiert wurden, war eine Behandlung in regelméfigen Abstédnden
und nach Herstellerangaben weitgehend sichergestellt. Lediglich ein Hund serokonvertierte,
erkrankte jedoch nicht. Zusétzlich fiel auf, dass Hunde, die vor Studienbeginn Zecken hatten,
wiahrend der Studie weniger oder gar nicht von Zecken befallen waren. Es ist wichtig zu
beachten, dass nur die korrekte und regelméBige, d.h. in einem Abstand von vier Wochen
durchgefiihrte Applikation des Ektoparasitikums Hunde vor einem Zeckenbefall schiitzen
kann. In unserer Studie hatten vorberichtlich regelmafig mit Ektoparasitika behandelte Hunde
Zecken und waren seropositiv fiir A. phagozytophilum. Eine mogliche Ursache stellt die nicht
korrekt durchgefiihrte bzw. entgegen den Besitzerangaben auf den Fragebdgen unregelmafige
Applikation des Ektoparasitikums dar. Es ist daher wichtig festzuhalten, dass nur die korrekte
und regelmiBige (d.h. im Abstand von 4 Wochen durchgefiihrte) Anwendung vor einem
Zeckenbefall schiitzt.

Hunde der Vergleichsgruppe wurden im Gegensatz zu den Langzeitprobanden lediglich
einmal untersucht, was eine Schwéche dieser Studie darstellt. Daher ist ein direkter Vergleich
zwischen den Ergebnissen dieser Hunde und der Langzeitprobanden nicht mdglich.
AuBerdem waren Hunde der Vergleichsgruppe im Median lter als die Langzeitprobanden,
was die Wahrscheinlichkeit fiir einen positiven Antikorpertiter erhoht (EGENVALL et al.,
2000; KIRTZ et al,, 2007). Von der Einfilhrung einer Kontrollgruppe, die nicht mit
Ektoparasitika behandelt, aber mehrfach auf A. phagozytophilum untersucht werden sollte,
wurde abgesehen, da es sich um eine klinische Studie handelte und es ethisch nicht vertretbar
war, Hunde bewusst dem Risiko einer Infektion mit A. phagozytophilum und einer daraus
resultierenden CGA auszusetzen.

Bisher gibt es kaum Informationen, inwiefern Imidacloprid-Permethrin-Praparate Hunde vor
Infektionen mit A. phagozytophilum schiitzen konnen. In einer experimentellen Studie wurden
8 Beagles 7 Tage vor einer Exposition mit natiirlich mit A. phagozytophilum infizierten I.
scapularis-Zecken mit einem Imidacloprid-Permethrin-Kombinationspraparat behandelt. Kein
Hund serokonvertierte (BLAGBURN et al., 2004). Andere Studien untersuchten, inwiefern
Permethrin iiber eine repellierende und abtdtende Wirkung auf Zecken verfiigt, bevor diese
einen Wirt befallen und saugen. In allen Studien konnte eine Effektivitdt nachgewiesen
werden. Dies ist von groBer Wichtigkeit fiir die Privention der Ubertragung sog. ,.tick-borne-
pathogens”, zu denen auch A. phagozytophilum gezéhlt wird (ENDRIS et al., 2000; YOUNG
et al., 2001; ENDRIS et al., 2002; HELLMANN et al., 2003; YOUNG et al., 2003). In einer
anderen Studie konnten Kombinationspriparate aus Imidacloprid und Permethrin sowie
Fipronil und (S)-Methopren Hunde bis zu 25 Tage nach der initialen Behandlung mit diesen
Praparaten vor einer Infektion mit A. phagozytophilum iiber infizierte Zecken schiitzen
(HOROWITZ et al., 1998).

Im Gegensatz zu den meisten fritheren Studien handelte es sich bei unserer Untersuchung um
keine experimentelle Studie. Die Aussagen sind daher auf die ,,normale* Hundepopulation zu
tibertragen. Studien dieser Art sind aufgrund der hohen Privalenz von A. phagozytophilum
serologisch positiven Hunden in Deutschland von Bedeutung.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass der beste Schutz vor Infektionen mit A.
phagozytophilum und einer CGA aus einer Kombination von taglichem Absuchen der Hunde,
was sich bei langhaarigen Rassen als schwierig gestalten kann, und einer regelméfBigen im
Abstand von 4 Wochen durchgefiihrten Behandlung mit einem gegen Zecken zuverldssig
wirksamen Préparat besteht. Es konnte gezeigt werden, dass eine regelméfBige Behandlung
mit Permethrin-Imidacloprid (Advantix®) einen wirksamen Schutz vor Neuinfektionen mit A.
phagozytophilum darstellte.

3. Klinische Studie zur caninen granulozytiren Anaplasmose

Insgesamt wurde die Diagnose CGA in einem Zeitraum von Juni 2005 bis Juli 2007 bei 23
Hunden gestellt. Da bei 4 Hunden Ko-Infektionen nachgewiesen wurden, wurden sie aus der
Auswertung ausgeschlossen, da bei diesen Hunden nicht sicher war, welche Symptome von
der CGA stammten und welche auf die Ko-Infektionen zuriickzufithren waren. AuBerdem
konnen Ko-Infektionen z.B. mit Borrelia burgdorferi das Krankheitsbild der CGA verstérken
(NYARKO et al., 2006; NIETO und FOLEY, 2008). Ko-Infektionen mit B. burgdorferi und A.
phagozytophilum kommen in der Region Berlin/Brandenburg vor (unverdffentlichte Daten).
Es wurden 671 Hunde mittels des SNAP®-4Dx"-Tests untersucht. Vier Hunde waren ko-
infiziert mit B. burgdorferi und A. phagozytophilum. In fritheren Studien wurden Hunde mit
Ko-Infektionen hiufig in die Studien eingeschlossen. Es stellte sich daher als schwierig dar,
die hier erhobenen Daten mit den Ergebnissen verschiedener fritherer Arbeiten zu vergleichen.
Eine weitere Schwierigkeit bestand darin, dass der Umfang durchgefiihrter Untersuchungen
zwischen den bisher durchgefiihrten Erhebungen stark variierte.

3.1. Untersuchungen auf A. phagozytophilum

Fiir die Diagnosestellung wurden bisher verschiedene Kriterien angegeben. Nach den Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA, wird die Diagnose granulozytire
Anaplasmose gestellt, wenn eine Zeckenexposition und/oder Bluttransfusion nicht
ausgeschlossen werden konnen, die Hunde klinische Symptome oder hdmatologische Befunde
aufweisen, die A. phagozytophilum-PCR positiv ist, Morulae in neutrophilen Granulozyten
nachweisbar sind oder der A. phagozytophilum-Antikorpertiter innerhalb von vier Wochen um
das Vierfache ansteigt oder abfillt (BJIOERSDORFF, 2005). Als positiver Nachweis von A.
phagozytophilum kann auch eine positive Zellkultur angesehen werden (FOLEY et al., 2008).
Nach GREIG und ARMSTRONG (2006) konnen die Jahreszeit, die Anamnese,
hidmatologische (v.a. die Identifikation von Morulae in Neutrophilen) und biochemische
Daten sowie das Ergebnis serologischer Untersuchungen bei der Diagnosestellung hilfreich
sein, doch basiert die endgiiltige Diagnose letztlich auf einem positiven PCR-Ergebnis
(GREIG und ARMSTRONG, 2006) oder einer positiven Zellkultur (FOLEY et al., 2008).

In fritheren Arbeiten erfolgte die Diagnose der CGA iiber ein positives PCR-Ergebnis,
(BEXFIELD et al., 2005; SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007) durch den
Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten (MADEWELL und GRIBBLE, 1982;
COWELL et al., 1988; MARETZKI et al., 1994; JOHANSSON et al., 1995; EGENVALL et
al., 1997; TARELLO, 2003) oder durch den Nachweis von Morulae in neutrophilen
Granulozyten und einem positiven PCR-Ergebnis (GREIG et al., 1996; PUSTERLA et al.,
1997, GOLDMAN et al., 1998; MANNA et al., 2004; ARSENAULT und MESSICK, 2005;
KIRTZ et al., 2005; LESTER et al., 2005; POITOUT et al., 2005; SCHAARSCHMIDT-
KIENER und MULLER, 2007).
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Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist sensitiver als der Nachweis von Morulae in
neutrophilen Granulozyten und erlaubt die Amplifikation definierter DNA-Abschnitte
(KOOLMAN und ROHM, 1998). Die PCR erméglicht eine spezifische Diagnose, wihrend
bei der serologischen Untersuchung Kreuzreaktionen mit eng verwandten Rickettsien
auftreten konnen. Kreuzreaktionen zwischen A. phagozytophilum und A. platys traten bei der
PCR nicht auf, sofern das msp2-Gen amplifiziert wurde, wohl aber bei Amplifikation der
Gene 1rs und groESL (SANTOS et al., 2009). Serologisch besteht eine starke Kreuzreaktivitét
zwischen den verschiedenen Stimmen von A. phagozytophilum. Zwischen A.
phagozytophilum und weiteren Bakterien der Familie der Ehrlichiae (E. canis, E. ewingii, E.
chaffeensis) ist eine serologische Kreuzreaktivitit ungewohnlich. Keine Kreuzreaktivitdt
wurde zwischen A. phagozytophilum und B. burgdorferi, Bartonella spp. und Rickettsia (R.)
rickettsii nachgewiesen (DUMLER et al., 1995; MAGNARELLI et al., 1995; EGENVALL et
al., 1997; MAGNARELLI et al., 1997; SUKSAWAT et al., 2000; DUMLER et al., 2001).
Zwischen A. phagozytophilum und A. platys wurden ebenfalls Kreuzreaktionen festgestellt
(INOKUMA et al., 2001). Es ist daher allein {iber die Serologie kein eindeutiger Schluss auf
den einer Infektion oder Erkrankung zugrunde liegenden Erreger moglich (SANTOS et al.,
2009). Berichte tiber mogliche Infektionen mit A. platys aus Deutschland liegen unseres
Wissens nicht vor.

Mit Hilfe experimenteller Studien bei Pferden und Hunden konnte ermittelt werden, dass eine
Serokonversion 2 bis 5 Tage nach dem ersten Auftreten von Morulae in neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut erfolgt (EGENVALL et al., 1998; PUSTERLA et al., 1999).
Derzeit gibt es nur wenige Angaben {iber den Antikdrpertiterverlauf iiber einen lingeren
Zeitraum. In einer Studie wurden Hunde iiber einen Zeitraum von maximal 200 Tagen
verfolgt. Alle Hunde serokonvertierten wenige Tage nach der Inokulation und hatten im
gesamten Studienzeitraum hohe Antikorpertiter (EGENVALL et al., 2000). In einer anderen
Studie hatten 8 von 14 Hunden nach mehr als 270 Tagen noch immer Antikorpertiter > 1:80
(EGENVALL et al., 1997).

Bei der Diagnose der CGA ist zu beachten, dass auch Hunde PCR-positiv sein konnen, die
klinisch und hdmatologisch unauffillig sind. Des Weiteren ist zu beachten, dass nur positive
PCR-Ergebnisse relevant sind. Ein negatives PCR-Ergebnis schlief8t eine Infektion und CGA
nicht aus. Falsch negative Ergebnisse kdnnen u.a. verursacht werden durch eine zu geringe
Anzahl von Krankheitserregern in der Patientenprobe, Inhibitoren der DNA-Polymerase in
der Patientenprobe, Erregervarianten, die aufgrund einer verdnderten Nukleotidsequenz eine
Amplifikation mit den verwendeten Primern nicht zulassen, Verdauung der Erreger-
Nukleinsdure durch eingeschleppte DNAsen oder RNAsen. Falsch-positive Ergebnisse
dagegen konnen verursacht werden durch Kontamination bei der Gewinnung des
Patientenmaterials oder Kontamination wihrend der Durchfiihrung der PCR, hauptséchlich
durch bereits amplifizierte Produkte (LABORINFORMATION MEDIZINISCHES LABOR
BREMEN). Falsch positive Ergebnisse konnen auch entstehen, wenn Hunde mit anderen
Anaplasma spp. infiziert sind und die eingesetzten Assays die DNA dieser Erreger ebenfalls
amplifizieren. Assays, die auf dem msp2-Gen basieren, sind gewdhnlich spezifisch fiir den
Nachweis von A. phagozytophilum. Im Gegensatz dazu werden mit Assays zum Nachweis der
16S rRNA auch die Gene anderer Anaplasma spp. und sogar anderer Bakterien, wie z.B.
Bartonella henselae erfasst (EGENVALL et al., 2000).

Ebenso wie bei der PCR ist nur der Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten
aussagekriftig. Ein negatives Ergebnis schlieBt eine Infektion mit A. phagozytophilum und
damit eine CGA nicht aus. Es ist jedoch zu beachten, dass auch E. ewingii, der Erreger der
caninen granulozytiren Ehrlichiose, Morulae in neutrophilen Granulozyten ausbildet. In fiir E.
ewingii endemischen Gebieten muss sich an den Nachweis von Morulae in Neutrophilen
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daher immer eine PCR zur genauen Diagnosestellung anschlieBen (GREIG und
ARMSTRONG, 2006).

In den meisten Studien wurde zusétzlich zu dem direkten Nachweisverfahren ein indirektes
Verfahren fiir die Bestimmung der Hohe des Antikorpertiters eingesetzt; 66 von 90 Morulae-
und/oder PCR-positiven Hunden waren seropositiv (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al.,
1997, GOLDMAN et al., 1998; POITOUT et al., 2005; SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007).

In unserer Studie waren 12 Hunde (63%) mit CGA seropositiv. Die Diagnose CGA kann
somit nicht auf der Basis einer positiven Serologie gestellt werden, da Hunde seronegativ,
aber dennoch an einer CGA erkrankt sein konnen und umgekehrt. Ein zusétzliches Problem
der serologischen Untersuchung besteht darin, dass bisher noch keine Standardisierung dieser
Verfahren erfolgte. Serologische Untersuchungen sollten daher immer im gleichen Labor und
mit dem gleichen Verfahren durchgefiihrt werden, was insbesondere fiir
Wiederholungsuntersuchungen gilt (GREIG und ARMSTRONG, 2006). Dies wird z.B.
dadurch verdeutlicht, dass in unserer Studie bei 39% von 18 getesteten Hunden Unterschiede
zwischen den Ergebnissen der serologischen Untersuchung mittels IFAT und des
SNAP“4Dx" bestanden.

Die Diagnose CGA wurde in dieser Arbeit daher nur dann gestellt, wenn Hunde klinische
Symptome oder abnorme Befunde in der hdmatologischen bzw. klinisch-chemischen
Untersuchung aufwiesen, die PCR-positiv war und/oder Morulae in neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen werden konnten, bekannte Ko-Infektionen ausgeschlossen
wurden und die Tiere auf eine Doxyzyklintherapie ansprachen. Da in der Region
Berlin/Brandenburg E. ewingii nicht endemisch vorkommt, galt der Nachweis von Morulae in
Neutrophilen als positiv fiir A. phagozytophilum und ein positives PCR-Ergebnis war nicht
zwingend erforderlich. Jedoch waren in unserer Studie alle Hunde PCR-positiv.

3.2. Signalement

Neun verschiedene Rassen und 7 Mischlinge unterschiedlicher Rassen waren vertreten. Das
Alter der Hunde schwankte stark (2 bis 13 Jahre), doch waren die meisten Hunde > 6 Jahre alt
(n = 15). Dieses Ergebnis ist mit den Resultaten fritherer Arbeiten vergleichbar, in denen die
anaplasmosekranken Hunde im Median zwischen 4 und 8 Jahre alt waren (GREIG et al.,
1996; EGENVALL et al., 1997; GOLDMAN et al., 1998; POITOUT et al., 2005). In einer
Untersuchung konnten bei der Auswertung der Altersverteilung zwei Peaks festgestellt
werden: jeweils 9 Hunde waren zwischen 1 und 2 bzw. 8 und 9 Jahre alt (TARELLO, 2003).
Auch bei Menschen konnte eine Alterspradisposition festgestellt werden. Es erkranken v.a.
iiber 50 Jahre alte Menschen, Kinder sind selten betroffen (BAKKEN et al., 1994; BAKKEN
et al., 1996; BELONGIA et al., 2001).

In dieser Studie war das Geschlechtsverhiltnis zugunsten der ménnlichen Tiere verschoben.
Da jedoch bei nur wenigen Hunden (im Verhéltnis zu den insgesamt untersuchten Hunden)
die Diagnose CGA gestellt wurde, sind weitere Untersuchungen mit einer grofleren Fallzahl
erforderlich, um eine Aussage iiber eine mogliche Geschlechtspradisposition treffen zu
konnen. Frithere Arbeiten haben bisher keine Geschlechtspridisposition zeigen konnen
(EGENVALL et al., 1997; POITOUT et al., 2005). In zwei friiheren Arbeiten war das
Geschlechtsverhéltnis zugunsten der weiblichen Tiere verschoben (GREIG et al., 1996;
TARELLO, 2003), in einer Arbeit zugunsten der ménnlichen Tiere (GOLDMAN et al.,
1998).
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3.3. Anamnese

Vergleichbar mit den Ergebnissen fritherer Studien waren die meisten Hunde akut erkrankt
(EGENVALL et al., 1997; GOLDMAN et al., 1998; TARELLO, 2003; POITOUT et al.,
2005). Ein Hund zeigte bereits seit 30 Tagen vor Vorstellung die unspezifischen Symptome
Mattigkeit und Bewegungsunlust (EGENVALL et al., 1997).

Bei den meisten Hunden dieser Arbeit, die iiber einen Zeckenbiss infiziert wurden, wurde die
Diagnose CGA in den Monaten April bis September gestellt. Lediglich ein Hund erkrankte im
November. Dies ist hinweisend fiir die Saisonalitit der Erkrankung, die abhéngig ist von der
Aktivitdt der {libertragenden Vektoren. Auch frilhere Arbeiten konnten eine Saisonalitdt
feststellen, die abhéngig war von den in der entsprechenden Region vorkommenden A.
phagozytophilum-iibertragenden Vektoren (GREIG et al., 1996; EGENVALL et al., 1997,
GOLDMAN et al., 1998; TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005). Ein Hund wurde tiber
eine Bluttransfusion infiziert. Diese Moglichkeit einer Ubertragung wurde auch bereits bei 2
Fillen aus der Humanmedizin, einem Fall aus der Veterinirmedizin (Infektion einer Katze
iiber eine Bluttransfusion) und in veterindrmedizinischen experimentellen Arbeiten
beschriecben (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008;
EGENVALL et al., 1998; EASTLUND et al., 1999; REINE, 2004).

Die von den Besitzern beobachteten Symptome waren unspezifisch — sowohl in dieser Studie
als auch in fritheren Arbeiten. Die hdufigsten von den Besitzern genannten Symptome waren
Lethargie, Inappetenz und verminderte Leistungsfihigkeit (GREIG et al., 1996; EGENVALL
et al., 1997; GOLDMAN et al., 1998; TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005).

Einige Studien gaben Informationen iiber den Zeckenbefall an CGA erkrankter Hunde. Z.B.
hatten die Besitzer von 13 von 14 schwedischen Hunden einen Zeckenbefall beobachtet
(EGENVALL et al., 1997), in der vorliegenden Studie hatten vorberichtlich 14 von 18 iiber
Zecken infizierte Hunde Zecken gehabt, bei 4 Hunden wurde ein Zeckenbefall wahrscheinlich
von den Besitzern nicht bemerkt.

3.4. Klinische Untersuchung

In fritheren Studien wurden 89 Hunde mit CGA ohne bekannte Ko-Infektionen beschrieben
(EGENVALL et al., 1997; TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005; SCHAARSCHMIDT-
KIENER und MULLER, 2007). Die hiufigsten klinischen Symptome waren
Lethargie/Mattigkeit, Fieber, Bewegungsunlust, Lahmheit oder Gelenkbiegeschmerz,
Anorexie und Lymphadenopathie. Seltene Befunde waren Husten, Vomitus/Diarrhoe,
Blutungen und blasse Schleimhédute. Die klinischen Befunde sind mit den Ergebnissen unserer
Studie vergleichbar: Mattigkeit, Inappetenz, Fieber waren die haufigsten Befunde, seltener
wurden blasse Schleimhéute, ein angespanntes Abdomen, Diarrhoe, Vomitus, PD/PU,
Blutungen und Lahmheiten beobachtet. Auffallend war, dass in einer fritheren Studie aus
Deutschland (n = 51 Hunde) die hiufigsten Symptome neurologische Symptome (49%),
Lethargie (47%), Fieber (43%) und arthritische Beschwerden (41%) (wechselnde Lahmheiten,
Steitheit, Gelenkschwellungen und Gelenkschmerz sowie Mono- und Polyarthritis) waren.
Diese Daten wurden anhand von Fragebogen ermittelt (SCHAARSCHMIDT-KIENER und
MULLER, 2007).

Bei 17 Hunden wurde eine Splenomegalie festgestellt, 1 Hund hatte eine
Hepatosplenomegalie, 1 Hund wurde augrund eines Himangiosarkoms splenektomiert. Auch
in experimentellen Studien wurde eine Splenomegalie festgestellt. Sieben experimentell
infizierte Hunde wurden pathologisch untersucht. Die Milz aller untersuchten Hunde war
gering- bis mittelgradig vergrofert. Mikroskopisch zeigte die Milz eine reaktive Hyperplasie
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(EGENVALL et al., 1998). Eine reaktive Splenomegalie wurde u.a. auch bei der monozytiren
Ehrlichiose, der immunhdmolytischen Andmie und der immunmediierten Thrombozytopenie
beschrieben (GREIG und ARMSTRONG, 2006; PUTSCHE und KOHN, 2008).

3.5. Himatologische Untersuchung

Fiir 51 Hunde fritherer Studien ohne bekannte Ko-Infektionen standen die Ergebnisse der
hdmatologischen Untersuchung zur Verfligung. Die hédufigsten abnormen hdmatologischen
Befunde waren Thrombozytopenie, Lymphopenie und Leukopenie. Seltenere Befunde waren
Andmie, Neutropenie und Leukozytose. Die Daten unserer Studie waren mit den Ergebnissen
der fritheren Arbeiten vergleichbar: 61% der Hunde wiesen eine leichte bis moderate Andmie
auf, eine Neutrophilie wurde bei 44% und eine Monozytose bei 39% unserer Fille beobachtet;
89% der Hunde wiesen eine leichte bis moderate Thrombozytopenie auf. FEine
Thrombozytopenie wurde bei vielen Menschen und Tieren mit Infektionen mit Ehrlichia spp.
beschrieben (WOODY und HOSKINS, 1991; GREIG et al., 1996; NEER et al., 2002). Die
Ursachen fiir die Blutbildverdnderungen sind derzeit noch nicht geklart. Als mogliche
Ursachen werden ein erhohter Thrombozytenverbrauch aufgrund einer DIC, eine
Sequestrierung von Thrombozyten in einer vergroferten Milz, eine immunmediierte
Thrombozytenzerstorung oder die Produktion inhibitorischer Faktoren diskutiert (SMITH et
al., 1975; WANER et al., 1995; WONG und THOMAS, 1998). Mit A. phagozytophilum-
infizierte neutrophile Granulozyten steigern die Produktion von IL-8 und anderen Zytokinen
(MIP-1a, MIP-1B, MCP-1 und RANTES). MIP-1a, MIP-1 und IL-8 hemmen die
Hiamatopoese in vitro (ECKERSALL, 1995). Bei bis zu 80% der mit A. phagozytophilum
infizierten Menschen wurden Thrombozytenantikorper nachgewiesen (WONG und THOMAS,
1998). Bisher wurden Thrombozytenantikorper bei nur einem Hund festgestellt (BEXFIELD
et al., 2005). Da die Untersuchung auf thrombozytengebundene Antikdrper bei 6 von 10
Hunden dieser Studie positiv war, wird vermutet, dass eine sekundire immunmediierte
Thrombozytopenie einen wichtigen Pathomechanismus fiir die Entstehung von
Thrombozytopenien bei Hunden mit CGA darstellt. Es wurde jedoch beobachtet, dass eine
Thrombozytopenie auch bei Méusen entstand, denen B- und T-Zellen fehlten und die somit
keine Antikorper ausbilden konnten. Es wird daher vermutet, dass weitere Mechanismen bei
der Entstehung von Thrombozytopenien wichtig sind (BORJESSON et al., 2001). Eine
Thrombozytopenie konnte zwar auch abnahmebedingt entstehen, dies wurde jedoch
bestmoglich ausgeschlossen; zudem wurden die Blutabnahmen wiederholt, um den Verlauf
der Thrombozytenzahlen zu kontrollieren.

In einer experimentellen Studie wurden 9 Hunde mit A. phagozytophilum infiziert, sie
entwickelten infolge dessen eine leichte, normozytire, normochrome Anémie (LILLIEHOOK
et al., 1998). Antierythrozytire Antikorper und Erythrozytenagglutination wurden bei 3
Hunden beschrieben, die mit einem A. phagozytophilum-Stamm aus den USA infiziert waren
(GOLDMAN et al., 1998). In unserer Studie stellte die Hédmolyse einen mdglichen
Pathomechanismus bei der Entstehung von Andmien dar, da 5 Hunde mit einer leichten
Hyperbilirubindmie auch andmisch waren. Der direkte Coombs-Test war bei 3 dieser Hunde
sowie 5 weiteren andmischen Hunden und einem Hund mit einem normalen H&@matokrit
negativ. Fiir die Untersuchung der Bedeutung einer immunmediierten Zerstérung von
Erythrozyten im Rahmen einer CGA sind daher weitere Studien erforderlich. Bei drei Hunden
mit Himorrhagien lag eine Blutungsandmie vor.
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3.6. Klinische Chemie

Es gestaltete sich als schwierig, die Ergebnisse der klinischen Chemie dieser Arbeit mit den in
frilheren Studien erhobenen Daten zu vergleichen, da die untersuchten Parameter stark
variierten (EGENVALL et al., 1997, TARELLO, 2003; POITOUT et al., 2005;
SCHAARSCHMIDT-KIENER und MULLER, 2007). Die hiufigsten Befunde waren
Hyperproteindmie, Eisenmangel, erhohte alkalische Phosphatase, Hypoproteindmie,
Hypoalbumindmie und eine erhohte Alanin-Amino-Transferase. Seltenere Befunde waren
erhohte Lipase- oder Kreatinkinasewerte und Hypophosphatédmie. In dieser Studie waren die
hdufigsten abnormen Befunde der klinischen Chemie erhohte Leberenzymaktivitéten,
Hyperbilirubindmie, Hypokalidamie sowie Hyperproteindmie, Hyperglobulindmie und
Hypoalbumindmie. Wahrend der akuten Phase-Reaktion ist die hepatische Produktion von
Albumin erniedrigt, die Produktion von o- und B-Globulinen dagegen erhoht, was die
Entstehung einer Hyperalbumindmie und Hyperglobulindmie erkldren konnte. Hamolytische
und hepatobilidre Erkrankungen stellen die beiden Hauptursachen einer Hyperbilirubindmie
dar. In unserer Studie hatten alle Hunde mit einer Hyperbilirubindmie (n = 5) eine Andmie.
Eine hdamolytische Komponente bei der Andmieentwicklung ist daher moglich. Bestimmte
Bakterientoxine und Akute-Phase-Entziindungsmediatoren verdndern den physiologischen
Bilirubinmetabolismus und koénnen dadurch zu einer Hyperbilirubindmie fiihren.

3.7. Therapie und Verlauf

In fritheren Studien wurden 32 Hunde mit CGA beschrieben, die mit Doxyzyklin behandelt
wurden. Drei dieser Hunde starben (die Todesursachen wurden nicht angegeben), die anderen
Hunde erholten sich vollstindig (EGENVALL et al., 1997; TARELLO, 2003; POITOUT et
al., 2005). Eine mogliche Erkliarung fiir das Versterben von Hunden wére die bei der CGA
beobachtete Leukopenie, die die Patienten empféinglicher fiir Sekundérinfektionen macht.
Diese wurden am besten bei am Zeckenfieber der Wiederkduer erkrankten Schafen und
Rindern beschrieben. A. phagozytophilum pradisponierte Schafe fiir Infektionen mit
Staphylococcus aureus (FOGGI, 1956), Pasteurella spp. (GILMOUR et al., 1982) und
Listeria monozytogenes (GRONSTOL und OVERAS, 1980). Opportunistische Infektionen
wurden auch bei Menschen dokumentiert und als eine mogliche Ursache fiir Todesfdlle in
Betracht gezogen (DUMLER et al., 2005).

In dieser Arbeit erholten sich 18 von 19 Hunden vollstindig, ein Hund mit einem
Himangiosarkom der Milz wurde aufgrund von Metastasen in der Leber eingeschléfert. Alle
Hunde wurden mit Doxyzyklin behandelt. Bei einem Hund wurde die Therapie abgebrochen,
da es zu einem Anstieg der Leberenzyme kam und stattdessen einmalig Imidocarb appliziert.
Bisher wurde noch nicht bewiesen, dass Imidocarb bei der CGA effektiv eingesetzt werden
kann. Daten stehen bisher nur fiir den Einsatz bei der monozytaren Ehrlichiose zur Verfiigung
(MATTHEWMAN et al.,, 1994); in einer neueren Studie fiihrte Imidocarb nicht zur
Erregerfreiheit (EDDLESTONE et al., 2006). Drei Hunde mit einer vermuteten immun-
bedingten Erkrankung (reaktive Polyarthritis, sekundidre immunmediierte Thrombozytopenie)
wurden zusétzlich zu Doxyzyklin mit Prednisolon behandelt. Der Einsatz von
Glukokortikoiden wird sowohl bei der caninen monozytiren Ehrlichiose wie auch bei der
caninen granulozytiren Anaplasmose beschrieben, u.a. bei schweren, lebensbedrohlichen
Thrombozytopenien. Ein immunmediierter Mechanismus wird sowohl fiir die Entstehung der
Thrombozytopenie als auch fiir die Entwicklung einer Polyarthritis im Rahmen einer CGA
vermutet, was den Einsatz von Glukokortikoiden in ausgewihlten Féllen rechtfertigt (GREIG,
2006).
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In einer experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass Infektionen mit A.
phagozytophilum persistieren konnen. Zwei Hunde wurden mit einem humanen A.
phagozytophilum-Isolat infiziert und wurden darauthin PCR-positiv. Wie bereits bei
Infektionen mit E. canis und A. marginale beobachtet, konnte eine Behandlung mit
Doxyzyklin den Erreger nicht eliminieren, da eine Applikation von Glukokortikoiden dazu
fiihrte, dass die Hunde erneut PCR-positiv wurden (ALLEMAN et al., 2006). In unserer
Arbeit waren alle Hunde, die nach 2 bis 8 Wochen erneut auf Infektionen mit A.
phagozytophilum getestet wurden, PCR-negativ. Hunde wurden jedoch nach dieser
Untersuchung nicht erneut auf Infektionen mit A. phagozytophilum getestet, sodass eine
Persistenz des Erregers nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann. Mogliche Ursachen fiir
ein negatives PCR-Ergebnis trotz der Persistenz des Erregers sind zum einen eine fiir den
Nachweis zu geringe Erregermenge und zum anderen eine Persistenz des Erregers in Organen
wie Knochenmark, Milz und Leber (EGENVALL et al., 2000).

3.8. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die CGA sollte differenzialdiagnostisch in Betracht gezogen werden bei Hunden mit
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Lethargie, Inappetenz, Splenomegalie, Lahmheit oder
im Fall von abnormen Laborbefunden wie Thrombozytopenie, Andmie, Lymphopenie und
Hypoalbumindmie. Die Diagnose der CGA basiert auf dem Ausschluss anderer bekannter
Infektionskrankheiten, die in der entsprechenden Region vorkommen, einem positiven PCR-
Ergebnis und/oder dem Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten, einem
vierfachen Titeranstieg innerhalb von 4 Wochen und einer klinischen Besserung nach Beginn
einer Therapie mit Doxyzyklin.

Derzeit ist noch nicht geklirt, warum viele Hunde Kontakt mit A. phagozytophilum haben,
aber nicht erkranken. Es gilt herauszufinden, ob die Ursache im Wirtstier, also dem Hund, zu
suchen ist, oder ob evtl. nur bestimmte A. phagozytophilum-Stimme zu dem Krankheitsbild
der CGA fiihren. Hierfiir sind molekularbiologische Untersuchungen erforderlich, die die
Stimme der erkrankten Hunde identifizieren. Zuséatzlich sollte die Erregerlast bei PCR-
positiven kranken und klinisch gesunden Hunden bestimmt werden, um herauszufinden, ob
eine Mindesthohe der Erregerlast zum Ausbruch der CGA fiihrt. Zusitzlich sind
immunologische Studien von Interesse, die individuelle Differenzen im Immunsystem
aufdecken und mogliche Erklarungen liefern kdnnen, warum ein Individuum erkrankt, ein
anderes dagegen subklinisch infiziert bleibt.
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VI Zusammenfassung

Infektion mit Anaplasma phagozytophilum beim Hund - eine Studie iiber Privalenz,
Pravention, Klinik

A. phagozytophilum ist ein von Zecken der Gattung Ixodes iibertragenes gramnegatives
obligat intrazelluldres Bakterium, das v.a. neutrophile Granulozyten befillt. Infektionen mit
diesem Erreger wurden bei den meisten Haussdugetieren und auch beim Menschen
festgestellt. A. phagozytophilum ist der Erreger der caninen granulozytiren Anaplasmose
(CGA).

Ziele dieser Studie waren 1) die Ermittlung der Prdvalenz von Infektionen mit A.
phagozytophilum bei klinisch gesunden und kranken, anaplasmoseverddchtigen Hunden, 2)
die Untersuchung, ob eine regelmiflige Behandlung mit Imidacloprid-Permethrin einen
wirksamen Schutz vor Neuinfektionen mit A. phagozytophilum darstellt und 3) die
Beschreibung der CGA (Symptomatik, Labordiagnostik und Verlauf der Erkrankung).

1) Zwischen Juni 2005 bis Dezember 2006 gingen 522 Hunde in die Studie ein (Gruppe 1:
258 kranke, anaplasmoseverddchtige Hunde, Gruppe 2: 264 klinisch gesunde Hunde). Ein
Anaplasmoseverdacht war gegeben, wenn Hunde Symptome wie Lethargie, Fieber,
Inappetenz, blasse Schleimhdute, Oberflichenblutungen, Gelenkschmerz, Bewegungsunlust
oder Splenomegalie sowie Laborwertverdnderungen wie Thrombozytopenie, Andmie und
Leukopenie aufwiesen. Nach Anamneseerhebung und klinischer Untersuchung wurden bei
allen Hunden eine hdmatologische Untersuchung und Untersuchung auf A. phagozytophilum
(direkter Nachweis mittels Blut- und Buffy-coat-Ausstrichen sowie Real-time-PCR, indirekter
Nachweis liber IFAT) durchgefiihrt.

Insgesamt waren 226 (43,3%) der Hunde seropositiv, 121 (46,9%) kranke und 105 (39,8%)
gesunde. Insgesamt war die PCR bei 30 Hunden (5,7%) positiv (20 kranke, 10 gesunde), bei
492 (94,3%) negativ (238 kranke, 254 gesunde). Morulae wurden ausschlieBlich bei PCR-
positiven Hunden nachgewiesen (bei 10 kranken, 2 gesunden Hunden). Hunde der Gruppe 1
waren nicht signifikant hdufiger PCR- oder Morulae-positiv als Hunde der Gruppe 2 (p >
0,05). Nur 22 von 30 (73,3%) PCR-positiven Hunden waren seropositiv. PCR-positive Hunde
waren signifikant hiufiger seropositiv als PCR-negative Hunde (p < 0,05). 26 der 30 Hunde
mit einem positiven PCR-Ergebnis wurden in den Monaten Mai bis September vorgestellt (p
= 0,021). Im Gegensatz dazu konnte kein Hinweis fiir eine Saisonalitdt des
Antikdrpertiternachweises festgestellt werden (p = 0,474).

2) 27 initial negativ fir A. phagozytophilum getestete Hunde wurden iiber ein Jahr alle 4
Wochen mit Permethrin-Imidacloprid (Advantix”) behandelt und im Abstand von 3 — 4
Monaten erneut auf A. phagozytophilum untersucht. Ein Hund serokonvertierte, 26 Hunde
blieben seronegativ. Die PCR war bei allen Hunden bei jeder Untersuchung negativ, Morulae
konnten ebenfalls bei keinem Hund nachgewiesen werden. Zusétzlich fiel auf, dass Hunde,
die vor Studienbeginn Zecken hatten, wahrend der Studie weniger oder gar nicht von Zecken
befallen waren.

3) Von Juni 2005 bis Juli 2007 wurde die Diagnose CGA bei 19 kranken,
anaplasmoseverdichtigen Hunden auf der Basis eines positiven PCR-Tests, dem Ausschluss
bekannter Ko-Infektionen und der Besserung auf eine Doxyzyklintherapie gestellt. Bei 18
Hunden erfolgte die Infektion iiber Zecken, ein Hund wurde iiber eine Bluttransfusion
infiziert.

Die meisten Hunde zeigten unspezifische Symptome: Mattigkeit (18), Inappetenz (16) und
Fieber (11). Seltener waren blasse Schleimhdute (6), angespanntes Abdomen (6), Diarrhoe (3),
Polydipsie/Polyurie (3), Oberflichenblutungen (3), Vomitus (2) und Lahmheit (2). Zu den
Laborwertabweichungen gehoérten Thrombozytopenie (18), Andmie (10), Leukopenie (5),
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Leukozytose (5), Neutrophilie (8), Lymphopenie (9), Monozytose (7) sowie
Hyperglobulindmie (6), Hypoalbuminidmie (12), eine erhohte alkalische Phosphatase (11) und
eine Hyperbilirubindmie (5). Der Test auf thrombozytengebundene Antikorper war bei 6 von
10 untersuchten Hunden positiv, der Coombs-Test bei allen 9 getesteten Hunden negativ. Eine
sekunddre = immunbedingte = Thrombozytopenie = (ITP) konnte einen  wichtigen
Pathomechanismus bei der Entstehung einer Thrombozytopenie im Rahmen der CGA
darstellen. Bei 17 Hunden wurde rontgenologisch eine Splenomegalie diagnostiziert, ein
Hund hatte eine Hepatosplenomegalie.

Alle Hunde wurden mit Doxyzyklin therapiert, ein Hund zusitzlich mit Imidocarb. Drei
Hunde mit sekundérer ITP oder Polyarthritis erhielten zusdtzlich Prednisolon. Achtzehn
Hunde erholten sich vollstindig, ein Hund wurde aufgrund eines Hémangiosarkoms
euthanasiert.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Infektionen mit A. phagozytophilum beim Hund in
der Region Berlin/Brandenburg hiufig sind, aber nur ein kleiner Teil der infizierten Hunde
erkrankt. Es bestand kein Unterschied zwischen seropositiven und -negativen Hunden
beziiglich des Auftretens von Laborwertverdnderungen. PCR-positive Hunde konnen sowohl
klinisch als auch hdmatologisch unauffillig sein, weshalb eine routinemaflige Untersuchung
von Blutspendern mittels eines direkten Nachweisverfahrens empfohlen wird. Eine
serologische Untersuchung zum Ausschluss einer moglichen Ubertragung ist nicht geeignet,
da klinisch gesunde Hunde seropositiv und kranke, an einer CGA erkrankte Hunde
seronegativ sein kdnnen.

Imidacloprid-Permethrin war bei einer korrekten und regelmiBigen Anwendung geeignet,
Hunde vor Infektionen mit A. phagozytophilum zu schiitzen.

Die CGA sollte differentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden bei Hunden mit
unspezifischen Symptomen wie Fieber, Lethargie, Inappetenz, Splenomegalie, Lahmheit oder
im Fall von abnormen Laborbefunden wie Thrombozytopenie, Andmie, Lymphopenie und
Hypoalbumindmie. Die Diagnose der CGA basiert auf dem Ausschluss anderer bekannter
Infektionskrankheiten, die in der entsprechenden Region vorkommen, einem positiven PCR-
Ergebnis und/oder dem Nachweis von Morulae in neutrophilen Granulozyten und einer
klinischen Besserung nach Beginn einer Therapie mit Doxyzyklin. Bei korrekter Diagnose
und Therapie scheint die Prognose der CGA gut zu sein.
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VII Summary

Infection with Anaplasma phagocytophilum in dogs - a study about prevalence,
prevention and clinical signs

A. phagocytophilum is an obligate intracellular Gram-negative bacterium transmitted by ticks
of the genus Ixodes. It mostly afflicts neutrophils. Infections with this pathogen have been
described in most domestic mammals and men. A. phagocytophilum is the causative agent of
canine granulocytic anaplasmosis (CGA).

Objectives of this study were 1) the determination of the prevalence of A. phagocytophilum
infections in clinically healthy and sick dogs suspicious for CGA, 2) the evaluation whether
an appropriate prophylactic application of permethrin-imidacloprid prevents from A.
phagocytophilum infection and 3) the description of the CGA (clinical signs, laboratory
findings and outcome).

1) Between June 2005 and December 2006 522 dogs were included in this study (group 1:
258 sick dogs suspicious for CGA, group 2: 264 clinically healthy dogs). Suspicious for CGA
were dogs with clinical signs such as lethargy, fever, inappetence, pale mucous membranes,
hemorrhage, joint pain, reluctance to move or splenomegaly or with laboratory abnormalities
such as thrombocytopenia, anemia and leukopenia. After collecting data from the history and
clinical examination a complete blood count and testing for infection with A.
phagocytophilum (direct determination via blood and buffy coat smears as well as real-time-
PCR, indirect determination via IFAT) were performed in all dogs.

226 dogs (43.3%) were seropositive, 121 (46.9%) were sick, 105 (39.8%) were clinically
healthy. PCR was positive in 30 dogs (5.7%) (20 sick, 10 clinically healthy) and negative in
492 (94.3%) dogs (238 sick, 254 clinically healthy). Morulae were identified only in PCR-
positive dogs (10 sick, 2 clinically healthy). Dogs of group 2 were not significantly more
often PCR- or morulae-positive than dogs of group 1 (p > 0.05). Only 22 of 30 (73.3%) PCR-
positive dogs were seropositive. PCR-positive dogs were more often seropositive than PCR-
negative dogs (p < 0.05). In respect to seasonality 26 dogs were A. phagocytophilum PCR-
positive between May and September. Results of antibody titers did not show seasonality.

2) 27 dogs which were tested negative for A. phagocytophilum at the beginning of the trial
were regularly (every 4 weeks) treated with permethrin-imidacloprid (Advantix®) and retested
every 3 to 4 months. One dog seroconverted, 26 dogs remained seronegative. PCR tests were
negative in all dogs throughout the study period. Morulae in neutrophilic granulocytes were
not detected at any time. Dogs that were affected by ticks prior to the study were infested less
frequently or not at all during the study period.

3) Between June 2005 and July 2007 CGA was diagnosed in 19 sick dogs suspicious for
anaplasmosis. Diagnosis was based on a positive PCR-result, exclusion of known co-
infections and response to doxycycline therapy. 18 dogs were infected by ticks, 1 dog via a
blood transfusion. Most of the dogs had unspecific clinical signs: lethargy (18), inappetence
(16) and fever (11); less common were pale mucous membranes (6), tense abdomen (6),
diarrhea (3), polydipsia/polyuria (3), surface bleeding (3), vomitus (2), and lameness (2).
Abnormal laboratory findings were thrombocytopenia (18), anemia (10), leukopenia (5),
leukocytosis (5), neutrophilia (8), lymphopenia (9), monocytosis (7), and hyperglobulinemia
(6), hypoalbuminemia (12), elevated alkaline phosphatase (11) and hyperbilirubinemia (5).
Six of 10 dogs had positive test results for platelet-bound antibodies, the Coombs’ test was
negative in all 9 dogs tested. A secondary immune-mediated thrombocytopenia (IMT) might
be an important pathomechanism for development of thrombocytopenia in dogs with CGA. In
17 dogs diagnostic imaging revealed a splenomegaly, one dog had hepatosplenomegaly. All
dogs were treated with doxycycline, one dog with imidocarb in addition. Three dogs with
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secondary IMT and polyarthritis were treated with prednisolone in addition to doxycycline.
Eighteen dogs recovered, one dog was euthanized due to hemangiosarcoma.

In summary infections with A. phagocytophilum in dogs are common in Berlin/Brandenburg,
but only few dogs suffer from CGA. There were no differences between seropositive and
—negative dogs in regard to laboratory abnormalities. PCR-positive dogs can be clinically
healthy and hematologically normal. Therefore, the routine examination of blood donors via a
direct method is recommended. A serological examination for exclusion of a possible
transmission is inappropriate since clinically healthy dogs might be seropositive and dogs
with CGA seronegative.

Imidacloprid-permethrin is able to protect dogs from infections with A. phagocytophilum
when applicated correctly and regularly.

CGA should be on the list of differential diagnoses in dogs with unspecific signs like fever,
lethargy, inappetence, splenomegaly, lameness or with laboratory abnormalities such as
thrombocytopenia, anemia, lymphopenia and hypoalbuminemia. A diagnosis of CGA is based
on the exclusion of other infectious diseases depending on the geographical region, a positive
PCR-test result and/or the identification of morulae in neutrophils and clinical response to
doxycycline therapy. With correct diagnosis and treatment, prognosis of CGA seems to be
good.
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Anhang

IX. Anhang

1. Himatologische Untersuchung fiir 19 Hunde mit CGA

Tabelle 50: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 1

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin @ (1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 21,1 2,99 3,77 0,19 64 1,3 19,6 90,1
1 20,6 2,86 3,65 0,20 68 1,3 18,7 39,7
2 14,0 2,96 3,71 0,20 68 1,3 18,5 63,5
3 18,8 3,86 4,88 0,26 68 1,3 18,7 138,0
4 15,7 3,32 4,21 0,23 69 1,3 18,4 77,5
6 9,75 4,13 5,31 0,28 69 1,3 18,7 448
25 9,16 491 6,64 0,35 71 1,4 19,1 259
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 — 600
0,56 23,0
Tabelle 51: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 1
Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- | Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x 10°1)
(x 10%1)
0 422 15825 0 0 4642 211
2 140 10640 0 0 2240 980
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 52: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 2
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (f1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 4,09 4,71 7,20 0,33 70 1,5 21,9 16,4
1 4,08 5,72 8,57 0,40 71 1,5 21,2 50,8
2 5,58 5,78 8,63 0,42 72 1,5 20,8 51,5
3 5,73 5,72 8,69 0,41 71 1,5 21,2 217,0
6 9,91 5,07 7,76 0,36 71 1,5 21,5 341,0
16 6,74 6,09 9,62 0,44 72 1,6 21,9 395,0
28 7,38 7,22 11,23 0,52 73 1,6 21,5 310,0
111 17,3 7,52 11,36 0,51 68 1,5 22,2 279,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-12,4 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0

142




Anhang

Tabelle 53: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 2

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x10°1)
(x 10°/1)
0 122 3477 0 0 245 245
2 56 2678 0 0 1730 949
3 57,3 2750,4 286,5 0 2234,7 401,1
6 495,5 7432,5 495,5 0 1090,1 396,4
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 54: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 3
Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin n (§1)] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°1) | (x10"/1) | (mmol/) (x 10°/1)
0 11,6 6,31 9,62 0,43 67,5 1,5 22,7 164,0
14 12,8 6,60 9,50 0,45 67,6 1,4 21,2 276,0
17 30,6 6,17 9,06 0,40 64,2 1,5 22,8 259,0
19 13,6 6,33 9,06 0,43 67,2 1,4 21,3 284,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 55: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 4
Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin {a/n (f1) (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°1) | (x10"*/1) | (mmol/) (x 10°/1)
0 4,70 5,30 7,88 0,37 69 1,5 21,4 13,8
1 7,54 6,01 8,67 0,42 70 1,5 20,9 8,04
3 9,64 5,84 8,67 0,41 70 1,5 21,1 156,0
10 11,90 5,70 8,50 0,40 70 1,5 21,4 328,0
35 8,56 6,76 10,24 0,48 71 1,5 21,4 368,0
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 56: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 5
Tag | Leuko- | Erythro- Hiamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (f1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 10,7 8,45 11,98 0,57 67 1,4 21,2 76,7
1 10,4 8,33 11,92 0,56 67 1,4 21,2 105,0
3 9,54 7,96 11,42 0,54 67 1,4 21,3 187,0
9 14,50 8,25 11,67 0,56 68 1,4 21,0 352,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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Tabelle 57: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 6

Tag | Leuko- | Erythro- Himo- Hkt MCV MCH MCHC | Throm-
zyten zyten globin an ()] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/) | (mmol/) (x 10°/)
0 3,28 7,28 10,12 0,49 67 1,4 20,8 32,8
9 4,57 7,11 10,18 0,48 67 1,4 21,2 181,0
24 5,19 7,31 10,43 0,50 69 1,4 20,8 231,0
164 5,20 6,54 9,37 0,41 63 1,4 22,5 ---
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 038- [ 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 58: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 7
Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin (%)) (§1)] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/) (x 10°/)
0 5,57 4,55 6,2 0,30 65 1,4 20,9 43,0
1 3,66 8,19 10,92 0,53 64 1,3 20,8 13,2
3 11,7 6,02 8,13 0,39 65 1,4 20,9 314,0
5 10,3 5,26 7,20 0,34 65 1,4 21,2 103,0
11 16,3 6,23 8,63 0,41 66 1,4 21,0 480,0
25 9,58 6,89 9,56 0,45 66 1,4 21,2 326,0
56 7,44 7,39 10,68 0,48 66 1,4 22,0 325,0
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 0,38- [ 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 59: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 7
Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- | Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x10°1)
(x 10%1)
0 56 4446 0 0 390 279
1 36,6 2415,6 73,2 0 878.,4 256,2
3 117 6903 468 0 3393 819
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
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Tabelle 60: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 8

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin @ (1)) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 13,3 5,76 7,82 0,37 64 1,4 21,4 156,0
1 19,0 5,69 7,94 0,37 65 1,4 21,5 169,0
2 23,8 5,67 8,07 0,37 65 1,4 21,8 209,0
4 24,0 6,30 8,69 0,40 64 1,4 21,5 308,0
6 19,2 6,30 8,88 0,42 66 1,4 21,3 514,0
16 12,0 6,73 9,74 0,45 67 1,5 21,6 882,0
34 11,5 6,99 9,99 0,46 66 1,4 21,5 701,0
106 12,0 7,39 10,49 0,47 64 1,4 22,1 724,0
190 9,63 7,26 10,61 0,47 65 1,5 22,4 636,0
Ref. 6-18 5,6 -8,6 84-124 | 038- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 61: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 8
Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x 10°1)
(x 10%1)
0 242 10406 0 0 968 484
4 240 16080 480 0 6240 960
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 62: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 9
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (f1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 14,1 5,53 8,63 0,40 72 1,6 21,7 296,0
16 32,7 5,74 8,50 0,41 71 1,5 20,8 372,0
40 22,4 4,77 7,51 0,35 73 1,6 21,7 146,0
42 18,2 5,59 8,69 0,40 72 1,6 21,7 19,3
44 14,4 4,24 6,64 0,30 71 1,6 22,1 50,5
45 18,2 4,26 6,58 0,31 73 1,6 21,4 90,1
47 25,1 4,02 6,27 0,29 73 1,6 21,6 281,0
51 32,4 3,34 5,33 0,25 75 1,6 21,4 504,0
121 9,4 6,12 8,76 0,40 65 1,4 22,0 375,0
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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Tabelle 63: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 9

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x10°1)
(x 10°/1)
0 423 8883 564 0 2961 1269
16 327 31065 0 0 1308 0
40 1347 18592 224 0 1344 896
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600

Tabelle 64: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 10

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 8,79 4,83 6,89 0,32 66 1,4 21,5 192
2 7,93 4,51 6,46 0,31 68 1,4 21,1 274
4 9,86 5,28 7,7 0,35 67 1,5 21,7 340
7 12,3 7,0 10,55 0,46 66 1,5 22,8 602
14 9,53 6,4 9,37 0,44 68 1,5 21,4 675
22 9,51 6,52 9,43 0,44 67 1,5 21,5 526
Ref. 6-18 5,6-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0

Tabelle 65: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 11

Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin {a/n (f1) (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°1) | (x10"*/1) | (mmol/l) (x 10°/1)
0 6,59 5,81 8,38 0,39 67 1,5 21,7 12,5
1 5,83 5,73 8,26 0,39 68 1,5 21,1 13,0
2 7,37 4,47 6,39 0,31 68 1,4 21,0 17,3
3 5,95 5,13 7,32 0,35 68 1,4 20,9 100,0
8 8,43 541 7,88 0,37 68 1,5 21,4 395,0
40 11,6 6,33 9,25 0,43 68 1,5 214 532,0
42 7,64 6,32 8,88 0,41 64 1,4 22,0 428,0
Ref. 6-18 5,6-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0

Tabelle 66: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 11

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-

Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10°/1) Granulozyten (x 10°/1) (x 10°/1) x10°1) | (x10%1)

(x 10%1)
0 0 5601 0 0 593 395

3 119 3272,5 59,5 0 1963,5 535,5

Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
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Tabelle 67: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 12

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin @ (1)) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 4,80 7,30 10,06 0,46 64 1,4 21,8 9,55
1 9,10 6,86 9,50 0,43 63 1,4 22,0 41,0
2 3,64 6,77 9,37 0,43 64 1,4 21,6 56,1
3 5,18 6,45 9,06 0,41 64 1,4 21,9 87,0
7 11,90 6,67 9,37 0,43 64 1,4 22,0 174,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 68: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 12
Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- | Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x 10°1)
(x 10%1)
0 48 3600 0 0 240 912
2 0 1965,6 36,4 0 13104 327,6
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 69: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 13
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (f1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x10°/)
0 23,1 4,79 7,08 0,32 66 1,5 22,4 32,0
2 20,0 4,64 6,83 0,31 66 1,5 22,3 342,0
4 32,4 5,05 7,39 0,34 67 1,5 21,8 498,0
11 21,2 5,64 8,63 0,38 68 1,5 22,5 317,0
24 16,5 5,88 8,94 0,41 69 1,5 22,0 2440
38 15,3 5,89 9,00 0,40 67 1,5 22,8 280,0
62 7,33 6,37 9,50 0,43 67 1,5 22,3 270,0
95 7,59 6,36 9,31 0,42 66 1,5 22,0 259,0
185 9,26 7,1 9,99 0,47 66 1,4 21,5 208,0
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 70: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 14
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin (%)) (§i)] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 7,47 6,48 9,56 0,43 67 1,5 22,2 18,5
1 7,53 6,55 9,50 0,43 66 1,5 21,9 170,0
4 11,6 6,01 9,00 0,40 67 1,5 22,5 293,0
21 9,09 6,46 9,62 0,43 67 1,5 22,3 277,0
Ref. 6-18 56-8,6 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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Tabelle 71: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fir Fall 14

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-

Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x10°1)

(x 10°1)

0 75 4930 0 0 1345 1121

1 0 45933 0 0 2108,4 828,3

23 90,1 5045,6 1621,8 0 2162,4 90,1
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500

3.600

Tabelle 72: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 15

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin an (f1) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/) (x 10°/)
0 114 6,70 9,43 0,44 65 1,4 21,5 95,8
3 7,32 7,67 10,55 0,49 64 1,4 21,5 309,0
8 9,80 7,82 10,99 0,51 65 1,4 21,6 538,0
24 11,90 7,93 11,23 0,51 65 1,4 21,9 357,0
Ref. 6-18 5,6-8,6 | 84-124 | 038- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0

Tabelle 73: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 16

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin {a/n (f1) (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°1) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/1)
0 23,9 4,12 5,46 0,27 66 1,3 20,2 109,0
1 38,3 4,41 5,78 0,29 66 1,3 19,9 164,0
3 14,1 4,74 6,33 0,32 67 1,3 19,7 352,0
4 17,5 5,72 6,03 0,30 67 1,3 19,9 415,0
18 15,3 5,45 7,51 0,37 69 1,4 20,1 468,0
Ref. 6-18 5,6-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70| 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0

Tabelle 74: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 16

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-

Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10°/1) Granulozyten (x 10°/1) (x 10°/1) x10°1) | (x10%1)

(x 10%1)

0 4302 13862 0 0 2629 2629

3 0 9729 564 2256 0 1551

18 0 11628 306 0 2754 612
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500

3.600
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Tabelle 75: Verlauf der Parameter der hdmatologischen Untersuchung fiir Fall 17

Tag | Leuko- | Erythro- Hamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin @ (1)) (fmol) (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 12,9 5,11 4,40 0,35 68 1,5 22,2 5,17
2 32,1 4,51 6,58 0,31 69 1,5 21,2 25,2
4 31,9 3,70 5,62 0,26 70 1,5 21,8 127,0
5 40,4 4,05 6,03 0,28 69 1,5 21,5 176,0
6 32,0 3,78 5,72 0,26 70 1,5 21,7 241,0
10 41,9 3,28 4,98 0,23 71 1,5 21,2 264,0
12 63,2 3,03 4,70 0,24 73 1,6 21,2 228,0
16 12,3 3,82 6,21 0,29 77 1,6 21,1 295,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
Tabelle 76: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 17
Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- | Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10°1) | (x10°1)
(x 10°1)
0 645 11739 0 0 129 387
2 1605 28248 0 0 1605 642
4 2233 27753 638 0 1276 0
10 9637 20112 2095 0 5028 3352
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 77: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 18
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin (%)) (§1)] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°/) | (x10"/1) | (mmol/l) (x 10°/)
0 22,2 3,04 4,41 0,19 63 1,5 23,1 12,0
1 27,1 3,33 4,84 0,22 66 1,5 22,2 0,71
2 38,0 4,00 5,55 0,26 65 1,4 21,5 3,33
5 40,4 2,24 3,52 0,16 71 1,6 22,3 2,52
6 40,1 3,15 4,89 0,22 70 1,6 22,1 3,04
7 40,0 3,50 5,56 0,26 73 1,6 21,7 6,80
12 56,9 4,22 6,64 0,31 74 1,6 21,4 329,0
19 49.4 4,24 8,19 0,32 76 1,9 25,5 31,3
22 33,3 3,81 7,76 0,29 76 2,0 26,9 366,0
26 26,6 4,16 7,70 0,32 76 1,9 24,5 610,0
89 10,8 6,01 10,55 0,41 67 1,8 26,1 396,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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Tabelle 78: Verlauf der Parameter des Differenzialblutbildes fiir Fall 18

Fall Stabkernige Segment- Eosino- Baso- Lympho- Mono-
Granulozyten kernige phile phile zyten zyten
(x 10%1) Granulozyten (x 10%1) (x 10%1) (x10%1) | (x10°1)
(x 10°/1)
0 2442 15096 666 0 1998 1998
1 4878 19241 0 0 1084 1897
5 10100 24644 404 0 1212 4040
12 2845 48365 0 0 5690 0
19 1482 41496 1482 0 3458 1482
22 1332 28971 666 0 1998 333
Ref. 0-500 3.000 - 9.000 40 - 600 40 - 500 1.000 - 40 - 500
3.600
Tabelle 79: Verlauf der Parameter der himatologischen Untersuchung fiir Fall 19
Tag | Leuko- | Erythro- Héamo- Hkt MCV MCH MCHC Throm-
zyten zyten globin (%)) (§1)] (fmol) | (mmol/l) | bozyten
(x10°) | (x10"/1) | (mmol/) (x 10°/1)
-7 13,5 3,81 5,55 0,25 65 1,5 22,5 46,4
-3 6,46 5,66 8,75 0,38 67 1,6 23,2 130,0
-2 10,3 3,75 5,45 0,25 67 1,5 21,7 126,0
0 19,0 5,00 7,45 0,34 67 1,5 22,2 58,3
1 14,5 5,73 8,38 0,39 67 1,5 21,9 65,6
7 9,61 7,33 10,86 0,49 67 1,5 22,2 404,0
15 19,1 5,21 7,63 0,35 67 1,5 21,8 254,0
15 20,6 4,01 5,82 0,27 67 1,5 21,7 43,4
16 16,2 2,95 4,58 0,20 67 1,6 23,2 128,0
Ref. 6-18 56-86 | 84-124 | 0,38- | 62-70 | 1,2-1,6 19,2 - 200 - 600
0,56 23,0
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