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|. EINLEITUNG

Borrelia (B.) burgdorferi sensu lato (sl), ein schraubenférmiges, motiles
Bakterium aus der Familie deé8pirochetaceaend Erreger der Lyme-Borreliose,
sowie Anaplasma (A.) phagozytophilumein obligat intrazellulares, Gram-
negatives Bakterium aus der Familie demnaplasmataceaaind Erreger der
granulozytaren Anaplasmose, infizieren sowohl Maeacals auch Hunde in der
gesamten nordlichen Hemisphere (BAKKEN et al., 2FR®ITZ & KIEMTRUP,
2003; LITTMAN, 2003; STUEN, 2007). Zwar kann einefdktion mit beiden
Erregern zu klinischer Symptomatik fuhren (STRAUBIER et al., 1997;
EGENVALL et al., 1998, CHANDRASHEKAR et al., 2018CORPIO et al.,
2011), die tatsachliche klinische Relevanz eingtiniahen Infektion mit diesen

Erregern beim Hund ist jedoch nach wie vor unklar.

Zur Diagnose vonB. burgdorferi sl sowie A. phagozytophilunstehen viele
labordiagnostische Methoden zur Verfigung, darustevohl indirekte als auch
direkte Nachweisverfahren (CARRADE et al., 2009; UEXKA &
STRAUBINGER, 2010). Jedoch existieren bisher weni§tudien, die
verschiedene in der veterindrmedizinischen Praxiwemdete Testsysteme direkt

miteinander vergleichen.

Ziel der ersten Studie war es, die Pravalenz bdieyger bei Hunden im Raum
Munchen zu bestimmen sowie deren klinische Bedeulban natirlich infizierten
Hunden zu untersuchen. Ziel der zweiten Studie wvemr Vergleich
unterschiedlicher Testsysteme zum NachweisBaourgdorferisl, einschliellich
eines Immunfluoreszenztests (IFA), eines kinetischeenzyme-linked
immunosorbent assays (KELA), eines kommerziell ldrtiden enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) auf Basis defT€chnologie (SNAPADX®,
IDEXX, Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) undiese mit dem
Goldstandard Western blot (WB) zu vergleichen. diet dritten Studie war der
Vergleich unterschiedlicher Testsysteme zum NachwenA. phagozytophilum
darunter ein IFA und der SNARBDX®, und die Ergebnisse mit denen einer

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu vergleichen.
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[l. LITERATURUBERSICHT

1. Borrelia burgdorferi

Borrelia (B.) burgdorferiinfiziert Menschen wie auch Hunde in Landern mit
moderatem Klima in Eurasien ebenso wie in Nordakae(STANEK et al.,
2012).

1.1 Systematik

Borrelien gehoren zu den Bakterien. TaxonomischdemBorrelien der Ordnung
der Spirochaetaleszugeordnet. DieSpirochaetalesbeinhalten aktuell drei
Familien: die Brachyspiraceage die Leptospiraceaesowie die Spirochetaceae

Desweiteren existieren unklassifiziert&pirochaetales die noch keine

taxonomische Zuordnung haben. Dfpirochetaceaebeinhalten neben der
GattungBorrelia zwei weitere Gattungen, namli@pirochaetaund Treponema

(GILLESPIE et al., 2011).

Zugehdorige der Gattun@orrelia werden in zwei Kategorien eingeteilt, die
Erregergruppe des Ruckfallfiebers (relapsing felerreliag z. B. Borrelia
hermsi) und die Gruppe der Erreger, die die Lyme-Borsdioverursachen
(Lyme-Borreliose-Komplex) (ROBERTS et al.,, 2000; RGOS et al., 2011).
Die Unterscheidung verschiedendsorrelia-Spezies innerhalb des Lyme-
Borreliose-Komplexes erfolgt durch Analyse phandgper Merkmale
(Serotypisierung, Multilocus enzyme electrophoréM6EE)) (BOERLIN et al.,
1992; WILSKE et al., 1993; WILSKE et al.,, 1995; W&Net al., 1999) oder
durch genetische Typisierung (BELFAIZA et al., 1998STIC et al., 1994;
STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; XU & JOHNSON, 1995; BDIC et al.,
1996; LE FLECHE et al., 1997; WANG et al., 1999)erDLyme-Borreliose-
Komplex beinhaltet aktuell 18 Genospezies (TafMARGOS et al., 2011).
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Tab. 1: 18 vorgeschlagene (p) und bestétigte (c) &pes innerhalb des Lyme-

Borreliose-Komplexes und deren Verbreitung B. = Borrelia)

Spezies

Verbreitung

B. afzelii(c)

Europa, Asien

B. americangp)

Nordamerika

B. andersoni{c)

Nordamerika

B. bavariensigp)

Europa, Asien (?)

B. bissettii(c)

Nordamerika, Europa

B. burgdorferisensu strictgc)

Nordamerika, Europa

B. californiensigqc)

Westen der USA

B. carolinensigc)

Sidosten der USA

B. garinii (c)

Europa, Asien

B. japonica(c)

Japan

B. kurtenbachiip)

Nordamerika, (Europa?)

B. lusitaniae(c)

Mittelmeerraum

B. sinica(c) China
B. spielmaniic) Europa
B. tanukii(c) Japan
B. turdi(c) Japan

B. valaisiana(c)

Europa, Japan

B. yangtzédc)

China

Genomospecies2

USA
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In Nordamerika ist die einzige humanpathogene $®geZi burgdorferi sensu
stricto (ss). Diese Spezies verursachen auch Iofekt beim Hund (APPEL,
1990; STEERE, 2001). In Europa hingegen sind miedsstinf Spezies bekannt,
die Erkrankungen beim Menschen hervorrufen kénrignblurgdorferi ss, B.
afzelii, B. garinii, B. spielmanii B. bavariensis (WILSKE, 2003). AuchB.
bissettii B. lusitaniaeund B. valaisianawerden bei Patienten in Europa oft
isoliert; ihre tatsachliche Rolle als relevanteh®gene ist jedoch noch fraglich
(STANEK et al.,, 2012)B. afzelii und B. garinii werden auch bei Hunden in
Europa isoliert. Ob diese Infektionen tatsachliclharkkheiten beim Hund
verursachen, konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt adhaon experimentellen
Studien nicht nachgewiesen werden (HOVIUS et &99]1 SPECK et al., 2001,
KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

1.2. Morphologie

Borrelien sind einzellige, spiralformige, motile Barien (Abb. 1); ihre Grolie
variiert zwischen 10 - 30 x 0,18 - 0,25 ym (BURGLCKER et al., 1982;

MARQUES, 2010). Die Zellwand besteht aus einer pigematischen Membran,
die einen die Zellorganellen enthaltenden protop&schen Zylinder

umschliel3t. Diese Lipid-Doppelschicht ist von Papgilycanen und sieben bis elf
periplasmatischen Endoflagellen umgeben, die d&aimveranderungen fir die
Motilitdt der Organismen verantwortlich sind. Diendoflagellen werden von
einer locker verbundenen auf3eren Membran umhuif dfeser befindet sich eine
mukose Schicht, deren exakte Funktion noch nicimderitig geklart ist.

Vermutlich dient sie dem Schutz der Bakterienzeltg &ufReren Einflissen
(CHARON & GOLDSTEIN, 2002).
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Abb. 1: Stuktur der Borrelien (ROSA et al., 2005)

Die Fahigkeit zur Persistenz im Wirtsorganismus @&h entscheidendes
Charakteristikum der Borrelien. Die Persistenz vetnich vielfaltige biologische
Besonderheiten des Erregers ermoglicht. Damit sobeiden sie sich
grundsatzlich von anderen Bakterien. So ist einehiige Eigenschaft voiB.

burgdorferi sl die Unabhangigkeit von Eisen beim Wachstum (PO

GHERARDINI, 2000). Fur den Wirtsorganismus kann @imschrankung der
Eisenverfliigbarkeit eine mdgliche Abwehrstrategi@.sPa Borrelien nicht von
Eisen abhangig sind, umgehen sie diese Form detsadldivehr. Eine weitere
Strategie zur Persistenz des Erregers ist die kahiggu morphologischen
Veradnderungen, die als Reaktion auf ungunstige Uwnggsfaktoren initiiert
werden kénnen (KERSTEN et al.,, 1995). So kann sleh Organismus in
zystische, besser Uberlebensfahige Formen trangfi@m (Spharoblasten, L-
Formen, blebs) (SKOTARCZAK, 2009). Die straff gewlenen Spharoblasten
sind unbeweglich und gegen nahezu jedes Antibiotikesistent (ALBAN et al.,
2000). Die zellwandlosen L-Formen sind ebenfallggeye viele Antibiotika
resistent, die gegen die Zellwand der Erreger Bgtic sind. Diese sehr
widerstandsfahigen Erscheinungsformen der Borretiexd ein Grund fur das
lange Uberleben des Erregers im Organismus (MUR&ICal., 1996). Bei

Verbesserung der Bedingungen findet eine Retramsfioon in die urspringliche,
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motile Form statt (BRORSON & BRORSON, 1997; GRUNTAR al., 2001;
MURGIA & CINCO, 2004). Desweiteren kann siéh burgdorferisl in Falten
zellularer Membranen verstecken und sich so denriZudes Immunsystems
oder der Zerstérung durch Antibiotika entziehenR&CHICK et al., 1996).

Borrelien bilden keine Toxine (STEERE, 2006). Sipreamieren nur wenige
Proteine mit biosynthetischer Aktivitdt und habenheta nur einen sehr
rudimentdren eigenen Metabolismus. Somit sind Heme bei der

Verstoffwechselung von Fetten, Kohlenhydraten, éin@n und Aminosauren auf

den Wirtsorganismus angewiesen (FRASER et al., 1997

1.3. Vektor Ixodesspezies

B. burgdorferi sl wird von Zecken desxodes-(l.)-ricinuskomplex (Ordnung:
Acarii, Unterordung:Parasitiformes Uberfamilie: Ixodida, Familie: Ixodidag

Gattung:lxodeg tbertragen (FUKUNAGA et al., 2000). Dieser Komplenfasst
. ricinus in Europa,l. persulcatusn Asien sowiel. pacificusim Westen und.

scapularisim Nordosten sowie im Mittleren Westen der USAEMSON, 1991;
OLIVER, 1996; FALCO et al., 1999; QIU et al., 20020JLINSKA et al., 2007;
STANEK et al., 2012).

Der zweigliedrige Korper der Zecke ist dunkel gbfaund zeigt u-férmige
Kerben vor dem Anus (Abb. 2). Die Mundpartie istmaul3en gerichtet. Das
dorsale Korperareal der mannlichen adulten Tidreakstandig von einem harten
Schild (Scutum) bedeckt; beim weiblichen Tier bddledas Scutum nur
unvollstandig und in Kopfnahe den Ricken (JAENS®981; LITTMAN, 2003).
Ixodesspp haben einen zweijahrigen Lebenszyklus und durédhadarin vier
Entwicklungsstadien, vom Ei Uber das Larven- undnllgenstadium bis hin zur
adulten Zecke (MARQUES, 2010).
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Die Larve Die Nymphe Das Mannchen
ca. 0.5 mm ca. 1.5 mm 2.5-3.5mm

Das Weibchen

hungrg 3.5 - 4,5 mm vollgesogen ca. 10 mm

Abb. 2: Mannliche und weiblicke Zecken in den dreiEntwicklungsstadien
Larve, Nymphe und Adulte ( WWW.MEGEDI.COM, 2011)

1.3.1.  Verbreitung und Infektionsraten von Ixodesspezies

Die Pravalenz vorBorrelia-Infektionen bei Zecken variiert abhangig von der
geographischen Region und vom Entwicklungsstadiem\etktoren (CINCO et
al.,, 1997; HILDEBRANDT et al.,, 2003; RAUTER & HARTNG, 2005;
MILUTINOVIC et al., 2008; COTTE et al.,, 2009; REYEt al., 2010). Fur
Infektionen beixodesspp. sind in Europa am haufigsten die BorrelieazssB.
afzeliiundB. garinii verantwortlich, gefolgt vom. valaisianaundB. burgdorferi

ss (RAUTER & HARTUNG, 2005).

Die durchschnittliche Pravalenz von Infektionen BEeicken innerhalb Europas
wird mit 13,7 % angegeben. So waren 15 423 von 3742 Zecken in einer
europaweiten Studie mit Borrelien infiziert, wobadulte Zecken signifikant
haufiger infiziert waren als Nymphen (RAUTER & HARNG, 2005). Von
West- zu Osteuropa besteht eine Tendenz zu zuneleménfektionsraten adulter
Zecken. Dabei sind die hochsten InfektionsratenMitteleuropa vorhanden
(Osterreich, Tschechien, Suddeutschland, SchweiayeSien) (RAUTER &
HARTUNG, 2005). Innerhalb Deutschlands gelten 4,70% 36,2 % der Zecken
als infiziert (Tab. 2) (GRAY et al., 1998; RAUTER BIARTUNG, 2005). Die
hdchste genannte Pravalenz von 36,2 % wurde imrSDdetschlands gefunden
(BAUMGARTEN et al., 1999; FINGERLE et al., 1999).
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Tab. 2: Pravalenz von Infektionen bei Zecken innerhlb Deutschlands (BSK

= in

Barbour-Stoenner-Kelly-Medium

kultiviert;

DFM

Dunkelfeldmikroskopie; IFA = Immunfluoreszenztest; PCR = Polymerase-

Kettenreaktion; k. A. = keine Angabe)

Infektionsrate

Jahr Methode(n) (%) Anzahl Zecken
Gesamt Nymphen  Adulte
1985 - 1986 IFA 14,6 2369 1157 1212
1994 IFA 19,1 472 157 315
1997 PCR 36,2 492 91 401
1999 — 2000 PCR 35,2 1055 507 548
1992 — 1993 DFM 10,4 279 68 211
1992 — 1992 DFM 4,7 1185 1185 k. A.
1992 — 1993 BSK 8,4 598 485 113
1992 — 1993 IFA 12,4 194 147 47
1991 IFA 18,4 414 414 k. A.
1992 DFM 16 100 k. A. 100
1993 BSK 18 100 k. A. 100
1994 PCR 22 100 k. A. 100
1996 PCR 9,0 3926 3520 406
NG PCR 18,1 226 k. A. 226
1987 — 1988 IFA 6,3 1954 1954 k. A.
1998 — 2000 PCR 15,8 3138 NG NG
1999 — 2000 PCR 11,1 305 243 62
1986 BSK 5,8 173 49 124
1994 PCR 9,0 112 112 k. A.
NG PCR 31,5 165 NG NG
1993 — 1994 BSK 16,3 559 k. A. 559
1991 DFM, IFA 17,9 756 531 225
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1.3.2.  Exposition und Ubertragung

Borrelien unterhalten einen hocheffizienten enzwobten Zyklus, der Zecken des
l.-ricinus-Komplexes und eine groRe Anzahl verschiedener eTials
Wirtsorganismen beinhaltet (STEERE et al., 2004pdes spp. haben einen
zweijahrigen Lebenszyklus, in dem vier Entwicklustgslien durchlaufen werden:
Ei, Larve, Nymphe und Adulte (MARQUES, 2010). In dge
Entwicklungsstadium erfolgt eine Blutmahlzeit. D#rdolgt das Abfallen der
Zecke und ihre Weiterentwicklung in der UmgebuncATRICAN, 1997).
Immature Stadien bleiben fur zwei bis vier Tage, lted&tadien fur funf bis
sieben Tage am Wirt haften (FRITZ & KJEMTRUP, 2Q03)

B. burgdorferiwird transstadiell von Larven auf Nymphen und Wymphen auf
Adulte Ubertragen. Zecken, die als Larven oder NyempmitB. burgdorferisl
infiziert wurden, kénnen also den Erreger als Nyerpbder Adulte bei folgenden
Blutmahlzeiten im Frihjahr oder Sommer auf den ¥émganismus Ubertragen
(STAFFORD et al., 1998). Eine transovarielle Usgtmg von Borrelien erfolgt
nicht (SCHOELER & LANE, 1993). Die Spirochaten lmefen sich vor der
Blutmahlzeit meist im Mitteldarm der Zecke und gwjan erst wéhrend des
Saugaktes in die Speicheldrisen, um von dort aadralgen zu werden (GERN
et al., 1996). Die Ubertragung der Borrelien findaher nicht gleich zu Beginn
des Saugaktes statt. Zahlreiche Studien mit infead. scapularisweisen eine
effiziente Ubertragung der Organismen erst nach destens 48 Stunden
Adharenz am Wirt nach. Die Effizienz der Ubertragusteigt mit Dauer des
Saugaktes an (DES VIGNES et al., 2001; OHNISHI let 2001). Allerdings
wurden auch vereinzelt mit Spirochaten infiziertgei8heldriisen von Zecken
gefunden (LEUBA-GARCIA et al., 1994). So konnte lesreits zu friheren
Ubertragungen kommen. Es existieren einzelne Beridlber erfolgreiche
Ubertragung nach bereits 17 Stunden Saugzeit (KaHal., 1998). Auch scheint
die Borrelien-Spezies, mit der die Vektoren infizgnd, die Geschwindigkeit der
Ubertragung zu beeinflussen. So Ubertriagticinus B. afzeliischneller alsB.
burdorferiss (CRIPPA et al., 2002).

Als Wirte fur immature Zeckenstadien dienen kleMagetiere, Eidechsen und
bodennah lebende Végel. Adulte Zecken nutzen nigidBere Saugetiere zur
Blutmahlzeit, darunter auch Mensch und Hund. Welohen dber 300

Wirbeltierarten vonl. ricinus in Europa bevorzugt frequentiert werden, ist nach
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wie vor nicht genau bekannt (PIESMAN & GERN, 200A)s Reservoir fur
Borrelien in Deutschland gelten der Siebenschlaf@&lis glis) und der
Gartenschlafer Eliomys quercinusals gesichert (MATUSCHKA et al., 1994;
MATUSCHKA et al., 1999). Generell giB. afzeliieher als nagerassoziiert (auch
B. burgdorferiss undB. garinii Serotype Osp A 4), wahrend and&egarinii-
Serotypen haufiger bei Vogeln anzutreffen sind (RBERIBACH et al., 2002).

1.4. Epidemiologie beim Hund

Die Infektionsraten beim Hund zeigen deutliche oagie Unterschiede (Tab. 3).
Eine  aktuelle  deutschlandweite  Antikorper-Studie midelte  eine
durchschnittliche Antikérperpravalenz von 9,7 %eutschland. In dieser Studie
war Westdeutschland die Region mit héchster Prazal20,3 %). Neun Prozent
der Hunde in Sudwestdeutschland und 5,8 % der Humdsorddeutschland
haben Antikdrper gegeB. burgdorferisl (KRUPKA et al., 2007). Geringere
Pravalenzen waren im Nordosten (1,9 %) und im S2do&8,4 %) Deutschlands
vorhanden (KRUPKA et al., 2007). Hunde haben h&uwfigntikdrper, je ofter
und langer sie sich im Freien aufhalten und je nsehiKontakt mit Zecken haben
(GUERRA et al., 2001; LITTMAN, 2003). Desweiterenterscheiden sich die
Antikorperpravalenzen abhangig vom Gesundheitsmdstder untersuchten
Hunde sowie von der jeweils angewandten diagndsisdviethode. Ebenfalls
beeinflusst die Jahreszeit, in der Untersuchungah das Vorliegen von
Infektionen durchgefiihrt werden, die Resultate. Bler humanen Lyme-
Borreliose treten die meisten Infektionen zwiscidai und August auf. Dies
spiegelt die in diesen Monaten hdchste Aktivitatr déektoren wider
(MARQUES, 2010).
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Tab. 3: Antikoérperpravalenzen bei Hunden in verschedenen Regionen

Europas (ELISA = enzyme-linked immunosorbant assay)

Infektionsrate

Region Jahr Methode (%) Referenz
Ce-ELISA (STRAUBINGER
Deutschland 2008 (SNAP®4DX®) 9,7 et al., 2008)
(WEBER et al.,
Deutschland 1991 IFA 35,5 1991)
(SUM &
Deutschland 2005 IFA 95 HARTMANN,
2005)
(JADERLUND et
Schweden 2007 IFA 8,6 al., 2007)
. Ce-ELISA (PANTCHEV et
Frankreich 2009 (SNAF®4DX®) 1,0 al., 2009)
1.5. Verlauf der Infektion

Nachdem eine Infektion mit Borrelien stattgefundeat, werden Zellen des
angeborenen Immunsystems aktiviert. Granulozyten Mallrophagen wandern
zu dem Ort, an dem der Zeckenbiss und die Inokulatdes Erregers
stattgefunden haben (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).ieg® Zellen
versuchen, die Bakterien mittels Phagoztose zuirgknen (MONTGOMERY et
al., 1994). Zudem werden einige Tage nach der tilekSauerstoffradikale
freigesetzt, die den Erreger extrazellular angresellen. Diese Reaktion des
Immunsystems ist allerdings lokal begrenzt und kahe Infektion nicht
vollstandig eliminieren. Manchmal kann sich dieekifon weiter ausbreiten und
systemische Entzindungsreaktionen hervorrufen. Béenschen ist die initiale
lokale Entziindungsreaktion durch das/thema migransichtbar (STANEK et
al., 2012).

Im Vergleich zu anderen Bakterien kommt es nachrdimfektion mit Borrelien
erst spat zur Ausbildung von Antikdrpern. Bei expentell infizierten Hunden
konnten Antikorper frihestens drei Wochen nachkitidé@ nachgewiesen werden
(LIANG et al., 2000b). Immunglobulin M (IgM) Antikpper werden nach zwei bis
vier Wochen gebildet. Antikérper der Immunglobuliasse G (IgG) werden erst
nach vier bis sechs Wochen gebildet (CRAFT et1884). Die Unterscheidung
der beiden Immunglobulinklassen IgM und IgG istgeld beim Hund nicht
hilfreich, da zum Zeitpunkt des Auftretens klinischSymptome in der Regel

bereits IgG-Antikorper vorhanden sind. Zudem werier-alle einer chronischen
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Infektion haufig erneut IgM-Antikérper gebildet,dass beim Vorliegen von IgM-
Antikdrpern nicht notwendigerweise eine frischeekifon vorhanden sein muss.
Ganz im Gegenteil kbnnen Antikorper gegen Borrelid@r einen sehr langen
Zeitraum nachweisbar sein, teilweise sogar lebegsiMAGNARELLI et al.,
1990; APPEL et al., 1993; STRAUBINGER et al., 199ALISH et al., 2001,
TOEPFER & STRAUBINGER, 2007; KRUPKA & STRAUBINGERZ010;
STANEK et al.,, 2012). Vermutlich kann die Infektiobei einem einmal
infizierten Hund weder mit Hilfe des angeborenencihodes erworbenen
Immunsystems vollstandig eliminiert werden (STANEK al., 2012). Die
Persistenz des Erregers und die damit verbunderremflpammatorischen
Aktivitaten des Immunsystems sind an der Pathogedes Erkrankung beteiligt
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

1.6. Symptome der Lyme-Borreliose

Die Haufigkeit einer klinisch manifesten Lyme-Bdiwee unterscheidet sich bei
Mensch und Hund deutlich. Wahrend tber 95 % der EHurath einer Infektion
keinerlei Symptome entwickeln, fuhrt die Infektitbbeim Menschen wesentlich
wahrscheinlicher zur Auspragung einer klinischvateen Erkrankung. Nur etwa
10 % der infizierten Menschen bleiben asymptomhat($RITZ & KJEMTRUP,
2003; LITTMAN, 2003). Somit stellt die Lyme-BorreBe in Europa und
Nordamerika die haufigste vektortibertragene Infelgkrankheit beim Menschen
dar (O'CONNELL et al., 1998; WANG et al., 1999). eDiklinischen
Manifestationsformen der europdischen humanen LBoreeliose sind im
Vergleich zu denen in Nordamerika aufgrund der 24Bl an pathogenen
Borrelia-Spezies sehr variabel (PIESMAN & GERN, 2004; STANEt al.,
2012).

1.6.1. Symptome beim Mensch

Die Lyme-Borreliose beim Mensch wird Klinisch innefrihes lokales, in ein
frihes disseminiertes und ein spates Krankheitgstadinterteilt. Die frihe
lokalisierte Form zeigt sich durch das Auftreten clearakteristischen Hautlasion,
dem Erythema migransin der frihen disseminierten Form treten zwei oder
mehrereErythema-migranglautlasionen auf und es kann zur Auspragung einer
Neuroborreliose oder Lyme-Myokarditis kommen. Dte Phase der Lyme-

Borreliose manifestiert sich durch das Auftretem Vathritiden. Zudem kann es
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in dieser Phase zu Hautmanifestationen wie @erodermatitis chronica
atrophicans kommen, selten auch zu neurologischen Symptomere D
Unterscheidung in diese Stadien ist allerdings éheoretisch, da sie nicht immer
der tatsachlichen klinischen Manifestation entdgrig®VORMSER et al., 2006;
STANEK et al., 2012).

1.6.1.1. Symptome nach Infektion mitBorrelia burgdorferi sensu stricto
Erstes charakteristisches Symptom einer Lyme-Bogelist eine Macula oder
Papel an der Einstichstelle der Zecke, die sicteimer grof3en, kreisformigen
Hautlasion mit zentraler Aufhellung ausbreitdErythema migrans Dieses
Symptom tritt drei bis 23 Tage nach dem Zeckenbids(STEERE, 2001). Zum
Zeitpunkt des Auftretens dé€sythema migransst die Infektion noch lokalisiert.
Allerdings zeigen 10 % der Patienten mit Lyme-Bhose diese klassische
Hautlasion nicht (MARQUES, 2010).

Auf dieses Stadium folgt die frihe disseminierterkPIESMAN & GERN,
2004). Diese ist durch das Auftreten weiterer Hesitinen an anderen Stellen als
die der urspringlichen Lasion charakterisiert. lasdr Krankheitsphase treten
unspezifische  Symptome wie Schwache, Unwohlsein, pfKo und
Gliederschmerzen sowie Fieber auf. Etwa 5 % dehntbéhandelten Patienten
entwickeln kardiale Symptome im Sinne eines atmdrieularen Blocks
(STEERE, 2001). Neurologische Symptome treten bei bls 20 % der
unbehandelten Patienten auf. Diese koénnen sichbid$erale Facialisparese,
Meningitis, motorische oder sensorische Radicularmathie oder Myelitis
manifestieren (PIESMAN & GERN, 2004).

Die Hauptmanifestation der spéaten Infektion ist Higne-Arthritis als Mono-
oder Oligoarthritis. Anndhernd 60 % der Patientabemn kurze Attacken von
Gelenksschwellung  (Synovitis) mit  GelenkschmerzenNeurologische
Manifestationen der spaten Lyme-Borreliose sintese(FRITZ & KJEMTRUP,
2003). In einer europaischen Fallstudie hatte kelee dokumentierten Patienten
neurologische Symptome, die einer spaten Lyme-Bose zuzuordnen waren
(HUPPERTZ et al., 1999). Neurologische Erkrankungisr spéaten Lyme-
Borreliose kdnnen sich als milde Enzephalopather @tironische milde axonale
Polyneuropathie mit distalen Parasthesien und Sdaneder Nervenwurzel
aulRern (HALPERIN et al., 1990; HALPERIN et al., 199
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Das ,Post-Lyme-Syndrom* beschreibt das intermigigle Auftreten von
unspezifischen Symptomen wie Abgeschlagenheit,aBtiikrungen, Gedachtnis-
und Konzentrationsstorungen sowie Muskel- und Gelemmerzen bei Patienten
mit adaquat antibiotisch behandelter Lyme-BorreioBie Ursache fir dieses
Syndrom ist nicht abschliel3end bekannt, es sclsghtum eine multifaktorielle
Genese zu handeln (FRITZ & KJEMTRUP, 2003; STEEREak, 2004,
MARQUES, 2010; STANEK et al., 2012). Trotz intersivUntersuchungen
konnte bisher nicht eindeutig belegt werden, dassedi Syndrom aus einer
persistierendeBorrelia-Infektion resultiert. Es wird angenommen, dass linbg
andere Parallelerkrankungen, ein ,Postinfectivegie-Syndrom” sowie ein
spateres Ansprechen auf Therapie bei Patientespéter Lyme-Borreliose eine
Rolle spielen (MARQUES, 2008).

1.6.1.2. Symptome nach Infektion mit anderenBorrelia-Spezies

Anhand vieler Untersuchungen wird angenommen, dassZusammenhang
zwischen verschiedeneBorrelia-Spezies und klinischen Manifestationsformen
der Lyme-Borreliose beim Menschen existiert (PIESW& GERN, 2004). Da
innerhalb Europas eine groRere Diversitat der pphen Borrelia-Spezies
besteht, sind auch die klinischen Symptome bei ggischen Patienten im
Vergleich zu Patienten aus Nordamerika sehr viedfdB. burgdorferi ss, B.
garinii und B. afzelii scheinen unterschiedliche Organotropismen zu haben
(PICKEN et al., 1998; JAULHAC et al., 2000).

So wird B. afzeliiinsbesondere aus menschlichen Hautldsionen isoire im
Zusammenhang mit Hautmanifestationen der Lyme-Bose in Verbindung
gebracht (WILSKE et al., 1993; PIESMAN & GERN, 200{Diese sind die
Acrodermatitis chronica atrophicansder das selteneBorrelia-assoziierte
Lymphozytom. Letzteres zeigt sich als schmerzlddéulich-rote, verhartete
nodulare Lasion, die bisher fast ausschlieRlich beropaischen Patienten
beobachtet wurde. In einer Studie zu klinischen ikéatationsformen bei
europaischen Patienten war 1 % der Patienten Aormdermatitis chronica
atrophicans betroffen. 2 % zeigten daBorrelia-assoziierte Lymphozytom
(HUPPERTZ et al., 1999).

B. garinii wird haufig aus Liquorproben isoliert. Daher widlese Spezies

insbesondere mit neurologischen Symptomen der LBoreeliose assoziiert,
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darunter Fazialisparese, Meningitis und periphadilRiloneuropathie (WILSKE
et al., 1996).

Allerdings sind die Unterschiede innerhalb der pgédnen SpezieB. burgdorferi
ss, B. afzelii und B. garinii nicht allein verantwortlich fir unterschiedliche
Manifestationsformen und Symptome der Lyme-BorreliocSo zeigen aktuelle
Untersuchungen, dass nur einige wenige Gruppenrhate der pathogenen
Spezies die friihe disseminierte und spate Krandfioeimh auslosen (SEINOST et
al., 1999; BARANTON et al., 2001). Innerhalb deeidpathogenen Spezi&s
burgdorferi ss,B. afzeliiundB. garinii wurden 58 unterschiedliche Osp C (Outer
surface-protein C)-Gruppen identifiziert. In Isa@atvon Patienten mit friher
disseminierter oder spater Form der Lyme-Borreliwgeden aber nur zehn dieser
Gruppen identifiziert. Offenbar ist also das OsfiiCdie Invasivitat der Borrelien
verantwortlich und damit auch  for  unterschiedlicheklinische
Manifestationsformen (PIESMAN & GERN, 2004).

1.6.2. Symptome beim Hund

Klinische Symptome sind relativ gut nach experireflet Infektion
charakterisiert. Bei Feldinfektionen entwickeln ¥ % der Hunde keinerlei
klinische Symptome (LITTMAN, 2003). Zudem ist esyaterig zu beurteilen, ob
Symptome, die zu einer klinisch relevanten LymerBlowse passen konnten,
tatsachlich ihre Ursache in der Infektion mit Bdige haben, die bei sehr vielen
Hunden vorkommt und in aller Regel nicht zu Sympanfihrt (LITTMAN et
al., 2006).

1.6.2.1. Experimentelle Infektionen

Einige Studien beschreiben die experimentelle Iidektvon Hunden mit

Borrelien sowie die klinischen und labordiagnostest Veranderungen der
experimentell infizierten Hunde (APPEL et al., 198TRAUBINGER et al.,

1998; CALLISTER et al., 2000).

1.6.2.1.1 Experimentelle Infektionen mit Borrelia burgdorferi sensu stricto

In einer Studie wurden junge Beagles im Alter vaths bis zwdlf Wochen
experimentell infiziert. Die Infektion wurde duralas Anheften von infizierten
Zecken induziert. Nach einer mittleren Inkubatieis von 68 Tagen wurden

selbstlimitierende, wenige Tage anhaltende KlinisSgeptome wie Anorexie,
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Fieber, lokale Lymphadenopathie sowie Lahmheit mérmehrt gefillten
Gelenken im Sinne einer akuten Arthritis (Mono-, yRdlhritis) beobachtet.
Histologisch wurde eine neutrophile Entziindung @etenke nachgewiesen. Es
waren die Gelenke betroffen, die am néchsten zu Algmeftungsstellen der
Zecken lokalisiert waren. Einige dieser Hunde zgigtach zwei bis vier Wochen
erneut klinische Symptome, die aber ebenfalls ohiherapie selbstlimitierend
waren (STRAUBINGER et al., 1998). In einer Studig mwolf bis 26 Wochen
alten Beagles entwickelten 77 % der Tiere interergnde Lahmheiten tUber einen
kurzen Zeitraum von ein bis zwei Tagen. Ein Wied&fammen der klinischen
Symptome wurde bei diesen Tieren nicht beobaclALLISTER et al., 2000).
Eine weitere Studie zeigte ebenfalls, dass jungéspen eher eine Infektion mit
deutlicherer klinischer Relevanz entwickeln aler@tTiere (APPEL et al., 1993).

Das Erythema migransals Leitsymptom einer frihen, lokalisierten hunrane
Lyme-Borreliose tritt beim Hund nicht auf. TreteriroeHund Hautveranderungen
an der direkten Einstichstelle auf, sind das eb&ale Entziindungsreaktion in
Folge des Zeckenbisses. Labordiagnostisch zeiggnksine charakteristischen

Veranderungen bei experimentell infizierten Hunfdit TMAN, 2003).

1.6.2.1.2 Experimentelle Infektionen mit anderenBorrelia-Spezies

Bis zum heutigen Zeitpunkt existieren noch keined&n mit Hunden, die mit
anderenBorrelia-Spezies wieB. afzelii oder B. garinii experimentell infiziert
wurden. Es gelang bisher nicht, nach experimemidtéktionen Symptome bei
Hunden auszuldsen. Daher kann tber die Auspragondbhnischen Symptomen
nach Infektionen mit diesen Spezies noch keine dgessgetroffen werden
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

1.6.2.2. Feldinfektionen

Ein grol3er Teil der im Feld infizierten Hunde erdkaln keinerlei klinische
Symptome einer Lyme-Borreliose (LITTMAN, 2003; LIWIAN et al., 2006;
KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Bis zum jetzigen Zeitpkt existieren
zudem keine verlasslichen Daten, wie viele Tietsathlich von einer klinisch
manifesten Borreliose betroffen sind, da viele Humhtikdrper haben, damit
aber nicht bewiesen ist, dass eine entsprechenagt8matik tatsdchlich durch
die Borrelia-Infektion oder aber durch andere Erkrankungendrgerufen wird.

Eine Einteilung in die drei klassischen Krankhe#@dgen wie bei der Lyme-
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Borreliose des Menschen kann beim Hund nicht vargenen werden. In den
meisten Féllen kann auch der Zeitpunkt der Infekticcht genau genannt werden,
da Zecken am Hund héaufig Gbersehen werden (LITTM2003; KRUPKA &
STRAUBINGER, 2010).

Beschrieben ist, dass in den ersten Tagen und Wocheer Infektion
unspezifische Symptome wie Fieber, reduziertes eiiginbefinden und lokale
Lymphknotenschwellung auftreten kénnen. Diese Sgmpt sind in der Regel
selbstlimitierend und werden vom Besitzer oft nislahrgenommen. (LITTMAN,
2003; KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

Wochen bis Monate nach einer Infektion koénnen Spmet des
Bewegungsapparates wie intermittierende oder ckecbei Lahmheiten, die
wechselnd andere Gelenke betreffen kénnen, auftrddéese Symptome des
Bewegungsapparates konnen auch von erneutem reduziéllgemeinbefinden
und erhohter Kopertemperatur begleitet werden (IMEN, 2003; LITTMAN et
al., 2006). Eine Studie aus den USA beobachtete 2bdlonate initial klinisch
unauffallige Hunde (n = 234) hinsichtlich der Entldlung von Symptomen des
Bewegungsapparates. Eine Gruppe hatte AntikorpgergB. burgdorferi(n =
125), die andere Gruppe hatte keine Antikorper gegerrelien (n = 109). In
beiden Gruppen entwickelten jeweils etwa 5 % demdéu Symptome des
Bewegungsapparates, die von reduziertem Allgemémdsn und erhohter
Kdrpertemperatur begleitet waren. Der Unterschigigehen Tieren mit und ohne
Antikorper war statistisch nicht signifikant (LEV& MAGNARELLI, 1992). In
einer Studie wurde bei Hunden mit Arthropathiennsilgant haufiger DNA
verschiedener Bakterien, unter anderem auch die Bonburgdorferi aus
erkrankten Gelenken isoliert. Es wird daher anganem dass bei den Hunden
dieser Studienpopulation die Anwesenheit untersiicieer bakterieller DNA ein
wichtiger Faktor in der Pathogenese entzindlichenr&hiden ist (MUIR et al.,
2007). Eine Ruptur des Kreuzbandes ist jedoch @#ne¥ine wichtige
Differentialdiagnose  flr intermittierende Lahmhaite (KRUPKA &
STRAUBINGER, 2010).

Ein als ,Lyme-Nephropathie” bezeichnetes KrankHwidswird mit der Existenz
von Antikérpern gegerB. burgdorferisl in Verbindung gebracht (LITTMAN,
2003; LITTMAN et al., 2006). Eine Studie in USA erguchte 49 Hunde mit

fatalem Verlauf einer Glomerulopathie auf einen hobgn Zusammenhang mit
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einer Borrelia-Infektion. Die Tiere entwickelten Symptome einer
Glomerulonephritis  und sekundare Tubulusschaden, entegd Ergiisse,
Hypertension und thromboembolische Geschehen. dgsah konnten Lasionen
im Sinne einer immun-mediierten Glomerulonephrtiigusen tubularen Nekrose
mit Regeneration und lymphoplasmazellularen inieién  Nephritis
nachgewiesen werden. Zwar konnten bei allen Hundierauf das Vorliegen von
Antikdrpern getestet wurden, spezifische Antikorpgegen B. burgdorferi
nachgewiesen werden (n = 18), der Nachweis lebeBigrelien aus dem
Nierengewebe der betroffenen Hunde gelang abet.nickieser amerikanischen
Studie waren Labrador Retriever und Golden Retrielberreprasentiert
(DAMBACH et al., 1997). In Europa ist ein dhnlichdusammenhang zwischen
Glomerulonephritis bei Berner Sennenhunden und d¥orliegen von
Antikdrpern gegenBorrelia-Spezies beschrieben. Vermutlich ist die ,Lyme-
Nephropathie® ein immun-mediiertes Geschehen undaraig von dem
betreffenden Borrelien-Stamm, genetischer Pradispos (z. B. Berner
Sennenhunde, Labrador Retrievers, Golden Retrie@rstland Sheepdogs) und
anderen eventuellen Triggern (DAMBACH et al., 1994TTMAN, 2003;
LITTMAN et al., 2006; GERBER et al., 2007).

Weiterhin existieren einzelne Berichte Uber neunsldge Symptome, die mit
einer Borrelia-spp.-Infektion assoziiert wurden. In diesen Berchwurde die
Diagnose allerdings nur anhand von Antikérperunigiangen bei Hunden mit
neurologischen Symptomen gestellt (FEDER et aB11MANDEL et al., 1993).
Eine aktuelle Studie untersuchte 54 Hunde mit Hegrechen Symptomen. Bei
diesen Hunden wurde nicht nur das Vorliegen vonikénpern im peripheren
Blut, sondern auch das Vorliegen von Antikdrpernd uBNA im Liquor

untersucht. Es konnten bei keinem der Tiere Anfikbrgegen Borrelien oder
Borrelien-DNA in der Cerebrospinalflissigkeit naelgesen werden. Die
Autoren schlussfolgerten, dass es nicht wahrsdbRinist, dass Borrelien

neurologische Symptome beim Hund hervorrufen (JADERD et al., 2009).

Es gibt einen Fallbericht Uber eine kardiale Mastd&éon einerBorrelia-
Infektion. Dieser Hund hatte eine Myokarditis niti@ventrikularem Block. Aber
auch hier wurden nur Antikdrper gege®. burgdorferi nachgewiesen. Im
kardialen Gewebe des Hundes gelang der Nachweigmlegers ebenfalls nicht
(LEVY & DURAY, 1988).
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1.7. Diagnostik
Zum Nachweis von Borrelien stehen sowohl direktee vauch indirekte
Nachweismethoden zur Verfigung (AGUERO-ROSENFELBI¢t2005).

1.7.1. Direkte Nachweismethoden

Zu den direkten Nachweismethoden z&hlen die Keltung sowie die Detektion
erregerspezifischer DNA. Sowohl die KultivierungsdErregers wie auch der
Nachweis vorBorrelia-DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) sind n
im positiven Fall beweisend (AGUERO-ROSENFELD et 2005).

1.7.1.1. Kultivierung von Borrelia burgdorferi

Die Kultivierung von B. burgdorferi kann aus verschiedenen Geweben und
Korperflissigkeiten  erfolgen, darunter Haut, Binelegbe, Synovia,
Cerebrospinalflissigkeit, sowie aus Blut, Urin, Heuskel und Irisgewebe
(AGUERO-ROSENFELD et al., 2005). Gangiges Medium Kultivierung ist
das Barbour-Stoener-Kelly 1l Medium (BSK 1l). Die uKivierung von B.
burgdorferi als diagnostischer Test in der klinischen Prasis aufgrund der
bendtigten langen Inkubationszeit, des hohen Ashaftvandes und der geringen
Sensitivitat, vor allem bei Patienten mit extrakigia Manifestationsformen, nicht
geeignet (WILSKE, 2003; AGUERO-ROSENFELD et al., 020 KRUPKA &
STRAUBINGER, 2010). Die Sensitivitat dieser Methdiegt zwischen 10 % und
70 %, je nachdem, welche Gewebe oder Korperflissiglk untersucht werden.
Am besten geeignet sind Hautbiopsien mit einer ifemdt von 50 — 70 %
(WILSKE, 2003). Insbesondere aus Blut ist die Kidgtiung von Borrelien
schwierig, da die Menge an Erregern im peripherlen iB der Regel sehr gering
ist (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Bei europaisch@atienten konnte der
Erreger bei weniger als 10 % aus Blutproben kudtiviverden (ARNEZ et al.,
2001; MARASPIN et al., 2001). Desweiteren ist dialtivierung nur bei
unbehandelten Patienten hilfreich, da der Nachwes Erregers in der Kultur
selbst nach Kurzzeitbehandlung mit Antibiotika nichtehr mdglich ist
(NADELMAN et al., 1993).

1.7.1.2. Polymerase-Kettenreaktion

Der direkte Nachweis von Borrelien-DNA aus beispadise Haut, Blut, Urin,
Synovia oder Cerebrospinalfliissigkeit ist flr dimikche Praxis ebenfalls nur
von geringer Bedeutung (AGUERO-ROSENFELD et al.020KRUPKA &
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STRAUBINGER, 2010). Sensitivitdt und Spezifitait dePolymerase-

Kettenreaktion (PCR) unterscheiden sich teils dgytlje nach untersuchten
Geweben oder Korperflissigkeiten. Bei Menschen uroga mit Erythema

migranswird die Sensitivitat der PCR mit durchschnittlicB % angegeben; die
Spezifitat liegt bei 100 %. Bei der Untersuchung \Blutproben liegt die

Sensitivitat nur bei 10 %. Bei der Untersuchung @elenkflissigkeit liegt die
Sensitivitat bei 66 %. Die Spezifitdat ist in alldBeweben hoch (100 %)
(AGUERO-ROSENFELD et al., 2005). Das bereits holmka falsch-negativer
Ergebnisse ist bei antibiotisch vorbehandelten eiRtgn noch hoher. Positive
PCR-Ergebnisse kdnnen nicht nur aus der Existdoentger Borrelien, sondern

auch aus lebensunféahigen Fragmenten resultierdRIMES et al., 1994).

1.7.2. Indirekte Nachweismethoden

Aufgrund der Limitationen direkter Nachweismethodeerden in der Praxis in
der Regel Antikorper-Testsysteme zur Diagnostik ugen (LITTMAN, 2003;
AGUERO-ROSENFELD et al., 2005; LITTMAN et al., 2008TEERE et al.,
2008; BRANDA et al., 2010; KRUPKA & STRAUBINGER, 20).

1.7.2.1. Immunfluoreszenztest

In der Vergangenheit waren meist Immunfluoreszestzt@FA) zum Nachweis
von Antikérpern gegerB. burgdorferi gebrauchlich. Diese Nachweismethode
nutzt kultivierte Vollzell-Borrelien als Antigen.i& fuhrt zu einer Vielzahl an
Problemen, die die Interpretation deutlich ersclemer So besteht keine
Standardisierung innerhalb verschiedener Labosipdie Methode ist stark von
der subjektiven Beurteilung des Laborpersonals =adilgd und es kdnnen durch
Kreuzreaktivitaten, z. B. miteptospiraAntikérpern, falsch positive Ergebnisse
entstehen (AGUERO-ROSENFELD et al.,, 2005). Deswaitekann nicht
zwischen Antikdrpern nach Impfung und solchen nagher Feldinfektion
unterschieden werden (LITTMAN et al.,, 2006). Aucle dDifferenzierung
zwischen IgM- und IgG-Antikdrpern ist beim Hund midilfreich, obwohl dies in
der Humanmedizin gebrauchlich ist. Beim Hund konsieh namlich im Verlauf
der chronischen Infektion immer wieder auch IgMdugG-Antikorper bilden.
So kann mit der Differenzierung von IgM- und IgGikdrpern keine Aussage
hinsichtlich eines mdglichen  Expositionszeitpunktgetroffen  werden
(MAGNARELLI et al., 1990; APPEL et al., 1993; STRBINGER et al., 1997;
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KALISH et al., 2001; TOEPFER & STRAUBINGER, 2007TANEK et al.,
2012).

1.7.2.2. Enzyme-linked immunosorbent assay

Weitere Nachweismethoden fir Antikorper gegen Bmmesind enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) in verschiedenen Niatibnen (z. B. KELA

(kinetic enzyme-linked immunosorbent assay). Bakbmmlichen ELISA, die

Vollzell-Borrelien als Antigen nutzen, besteht wiei IFA-Methoden keine
Mdoglichkeit, zwischen impfinduzierten und Antikdrpe infolge nattrlicher

Infektion zu unterscheiden. Weiterhin gibt es Iptetationsschwierigkeiten durch
mangelnde Standardisierung der Zusammensetzung Agsays und der

Verwendung von Antigenen.

Der KELA bietet die Moglichkeit zur Automatisierungind einfacheren
Durchfihrung und hat damit Vorteile gegeniber amder Immunoessays
(WORMSER et al.,, 1999; KALISH et al.,, 2001). Zuddst der KELA im
Vergleich zu einem Standard-End-Point-ELISA infotiver und gewahrleistet
eine bessere Qualitatssicherung (SAMPSON et aB3;18ARLOUGH et al.,
1987). Die Kurve einer KELA-Messung ist direkt pooponal zur
Antikdrperkonzentration in der untersuchten Pralaes heildt, bei einem KELA ist
die Reaktionskurve zwischen Enzym und Substrat €linekte Messung der
relativen Antikbrperkonzentration auf einer kontigrlichen Skala. Dies ist in der
Regel bei Messung der optischen Dichte eines EndtEhilSA nicht der Fall.
Hierfir missten bei einem End-Point-ELISA Seriedi@nungen vorgenommen
werden. Zudem werden Fehler in der Durchfiihrung Ripettierfehler oder
Fehler bei der Nutzung der Geratschaften schnelldeekt, wenn die
Reaktionskurve nicht linear ist (BACON et al., 200

Ein neueres Testsystem stellt dgiELISA dar. Dieser Test nutzt ein spezifisches
synthetisches Peptid, das 25-merR@ptid. Dieses Peptid ist Teil der invariable
region 6 (IR) innerhalb des variablen Oberflachenproteins VIBg.ist innerhalb
unterschiedlicheB. burgdorferiStamme konserviert und ausgepragt immunogen
im Hund (LIANG & PHILIPP, 1999; LIANG et al., 2000bDieser Test ist in der
Veterinarmedizin  mittlerweile als kommerzieller ®elitest erhaltlich
(SNAP®4DX® assay/SNAP3DX® assay, IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook,

ME). Es konnte gezeigt werden, dass der Test nimht impfspezifischen



22 1. Literaturiibersicht

Antikérpern kreuzreagiert. Somit ist dieses Tegtsysauch bei geimpften Tieren
zum Nachweis einer Infektion geeignet. Auch mit aadeSpirochaten konnten
keine Kreuzreaktionen nachgewiesen werden (LIANGalet 2000b; LEVY,
2002). Der GELISA kann Antikérper gegem. burgdorferi bereits in frihen
Stadien der Infektion entdecken. So konnten beeexgentell infizierten Hunden
bei 30 % der Tiere bereits drei Wochmst infectionemi\ntikbrper nachgewiesen
werden (LIANG et al., 2000b). Zudem falleng-Bntikorper nach einer
Antibiotika-Therapie ab und steigen auch nicht wieah (PHILIPP et al., 2001).

1.7.2.3. Western blot

Der Western blot ist eine Immunoblotting-Methode, der Antigene nach ihrer
molekularen Gro3e aufgetrennt wurden (AGUERO-ROSHNF et al., 2005).
Es ergeben sich unterschiedliche Bandenmuster, ngithddavon, ob eine
naturliche Infektion, eine auf eine Impfung folgendemunreaktion oder beide
Gegebenheiten gleichzeitig vorliegen. Osp A (p3itJwn der Zecke undah vitro
exprimiert und nicht wahrend einer Infektion eir&ugetierwirtes. Daher wird
die Entstehung dieser Bande mit einer vorausgegamgémpfung assoziiert
(KRUPKA & STRAUBINGER, 2010). Allerdings beinhalteter Western blot
ebenfalls gewisse Limitationen. So ist die Intetgtien eines Western blots
abhéangig von der subjektiven Beurteilung der Bamdensitat (ROBERTSON et
al., 2000). Desweiteren kénnen kreuzreagierendé&dapier (z. B. p41-Flagellin)
und Reaktionen im Blot aufgrund anderer infektioseler nicht infektioser
Erkrankungen die Interpretation erschweren. Weitekann das Vorhandensein
unterschiedlicher Banden im Zuge der antigenetisghariation im Verlauf einer
Infektion die Beurteilung erschweren. Selbst Osp dgs eigentlich als
impfspezifische Bande angesehen wird, kann seltieh &ei subklinischer oder
chronischer Infektion exprimiert werden (AGUERO-RENS-ELD et al., 2005;
LITTMAN et al., 2006). Trotz der Mdglichkeit von Rlnterpretationen gilt der
Western blot als Gold Standard zur Bestatigung Weshandenseins von
Antikérpern gegerB. burgdorferisl (DRESSLER et al., 1993; ENGSTROM et
al., 1995). Die Nutzung kommerzieller Blots mit reMamnanten
Antigenpraparationen erlaubt eine bessere Starsi@nding dieses Testsystems
und ermdglicht eine einfache Durchfihrung (WILSKEk, 2007).
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2. Anaplasma phagozytophilum

Der ErregerAnaplasma phagozytophilu@®. phagozytophilujnwurde erst bei
Tieren, spater dann beim Menschen entdeckt. Er wenstenals im Jahre 1932 in
Leukozyten schottischer Schafe identifiziert; ddnawirde die Infektion auch bei
anderen Hauswiederkauern wie Ziegen, Rindern umdchién als Ausloser des
»Tick-borne Fever” beschrieben (WOLDEHIWET, 198Bjfektionen bei Pferden
wurden Ende der sechziger Jahre nachgewiesen (MARI@ GRIBBLE,
1987). Infektionen beim Hund wurden erstmals im dabh®82 in Kalifornien
beschrieben (MADEWELL & GRIBBLE, 1982). Die humargranulozytare
Anaplasmose wurde erst zu Beginn der NeunzigereJahrden Vereinigten
Staaten entdeckt. Seit dieser Zeit wird sie altegsli als stetig zunehmende
Erkrankung in USA, Europa und Asien wahrgenommeHRER et al., 1994;
CARRADE et al., 2009).

2.1. Systematik

A. phagozytophilumst ein Bakterium aus der Familie d@naplasmataceae
(Gattung:Anaplasma Ordnung:Rickettsiales Unter dieser Nomenklatur werden
die vormalig einzeln gefiuihrten Erregéhrlichia equij Ehrlichia phagozytophila
und das HGE-Agens (humane granulozytare Ehrlichiade Varianten der
SpeziesA. phagozytophilunzusammengefasst (DUMLER et al., 2001). Diese
Zusammenfassung fand aufgrund von Ergebnissen elguefzierung des 16S
rRNA-Gens statt. Allerdings wird diese neue Benewnuurchaus kontrovers
diskutiert, da sich die Erreger beziglich ihreslt@gdismus von zuvor als
Anaplasmabezeichneten Spezies (wie z.Aaplasma margina)eunterscheiden
(Tab. 4) (UILENBERG et al., 2004; CARRADE et alQ(®).
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Tab. 4: Taxonomie vonA. phagozytophilumund anderen Anaplasmataceae
(CARRADE et al., 2009)

Anaplasmataceae

Anaplasma Ehrlichia Cowdria Wolbachia Neorickettsia
(A) (E) (C) (W) (N.)

A. phagocytophilum  E. canis C. ruminantiuV. pipientis N. helminthoeca
A. platys E. ewingii N. risticii

A. bovis E. chaffeensis N. sennetsu

A. centrale

A. marginale

Fur die Infektion von Pferden, Hunden und Menscéameinen in Europa andere
Stamme von A. phagozytophilumverantwortlich zu sein als die, die
Hauswiederkauer infizieren. Beim Hund wurden flrdnegtische Varianten
identifiziert; diese unterscheiden sich in ein bwei Nukleotiden in den 16S
rRNA-Gensequenzen an den Positionen 54, 84, 86 tl@r(POITOUT et al.,
2005). Inwieweit diese genetischen Varianten die Pathdgennterschiedlicher
A. phagozytophilupstamme beeinflussen, ist nicht vollstandig geklart
(CARRADE et al., 2009; SILAGHI et al., 2011).

2.2. Morphologie

Anaplasmen sind Gram-negative, pleomorphe, obiigedzellulare Bakterien mit
einer GroRe von 0,2 — 1,0 um. Am besten sind steemer Giemsa-Féarbung
sichtbar zu machen (DUMLER et al., 2005; WOLDEHIWED10). Anaplasmen
existieren in zwei moéglichen Erscheinungsformen: Zeimen als kleine, dichte
(dense-cored cells, DC), zum anderen als groReemjger dichte, retikulére
Strukturen (reticulate cells, RC) (ISMAIL et alQZD).

A. phagozytophiluminfiziert im S&augetier vornehmlich neutrophile,eabauch

eosinophile Granulozyten (WOLDEHIWET, 2010). Enddgellen scheinen ein
Reservoir fir Anaplasmen zu sein; von dort aus ldemErreger durch direkten
Zellkontakt die Granulozyten infizieren (HERRONatt, 2005). Wahrscheinlich
konnen sich die Bakterien Uber spezifische Ligartiezkt an der Oberflache der
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Granulozyten anheften und Uber rezeptormediierteloEytose in die Zelle
gelangen. Dort erhalten sie Nahrstoffe zur bin&reitung und reproduzieren sich
in membrangebundenen Vesikeln unter der Bildung Mdkrokolonien, die als
.Morulae“ bezeichnet werden (DUMLER et al., 2005ARRADE et al., 2009;
ISMAIL et al., 2010). Nach Lyse der infizierten K=l werden die neu gebildeten
Erreger in die Peripherie entlassen, um dort erneeitere Granulozyten zu

infizieren.

A. phagozytophilumverfigt Uber zahlreiche Strategien, eine Infektion
etablieren. So ist der Erreger in der Lage, bedeutsame Furdtioder
neutrophilen Granulozyten zur Abwehr von Bakterzenstoren (CARRADE et
al., 2009). Beispielsweise sind Anaplasmen in dagd, die Produktion von
Superoxiden, die einen wesentlichen Teil der Abweauhanismen der
Granulozyten bilden, zu verhindern (CARLYON & FIKR| 2006; RIKIHISA,
2006). Dies wird durch die Einschrankung der Trapsion wichtiger
Komponenten der Superoxidase (g1 rac2) erreicht (CARLYON et al., 2002;
CHOI & DUMLER, 2003). Weiterhin beeintrachtigh. phagocytophilumdie
Motilitdt und die Phagozytoseaktivitat der Granyten und vermindert die
Fahigkeit der Granulozyten zur Adhérenz an Endahelnd zur Transmigration
(DUMLER et al., 2005). Zudem zogeAt. phagozytophilundie Apoptose der
Granulozyten hinaus, die sonst bereits nach zetrewdlf Stunden stattfinden
wirde (CARLYON & FIKRIG, 2006; CARRADE et al., 20pDadurch kénnen
sich die Erreger Uber einen langeren Zeitraum rieifo wird eine maoglichst
grol3e Zahl an neuen Bakterien entlassen, die te&tlan aufrecht erhalten.

Das Uberleben vor. phagozytophilumauch in scheinbar immunkompetenten
Wirten wird durch komplexe Mechanismen antigenégsc Variation von
Oberflachenproteinen des Erregers gesichert. Desiugee Mechanismus, mit dem
Anaplasmen die Entdeckung und Elimination durch ldasunsystem umgehen,
ist noch nicht genau bekannt (DUMLER et al., 2008QLDEHIWET, 2008).
Vermutlich geschieht dies hauptsachlich durch digerschiedliche Expression
verschiedener Gene, die fur das Oberflachenprqidh kodieren (ZHI et al.,
1999).
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2.3. Vektor Ixodesspezies
Wie auch B. burgdorferi wird A. phagozytophilumvon Zecken dedxodes-
Komplexedibertragen. In Europa sind dies vorwiegénttinus-Zecken.

2.3.1.  Verbreitung und Infektionsraten von Ixodesspezies
Die Pravalenz von Infektionen der Vektoren in Dehland variiert je nach
geographischer Region (Tab. 5).

Tab. 5: Infektionsrate in Zecken in Deutschland (Irfi.rate = Infektionsrate;

PCR = Polymerase chain reaction; n. b. = nicht beishmt)

. Inf.-
Jahr Nrr?gm(\; 3'2- rate Anzahl Zecken Referenz
(%)
Gesamt Nymphen Adulte
1999 PCR 22 295 n. b. 295 (BAUMGARTEN etal.,
1999)
1999  PCR 16 492 o1 315 (FINGERLE etal., 1999)
2003 PCR 23 305 243 g2 (HILDEBRANDT etal,
2003)
2003 PCR 41 1055 73 ogp (VONLOEWENICH et
al., 2003)

2.3.2.  Exposition und Ubertragung

Die Infektionsraten sind abhangig vom Entwicklungdaim der Zecken. So sind
Nymphen im Vergleich zu Adulten und Larven haufigat A. phagozytophilum
infiziert ( WOLDEHIWET, 2010)A. phagocytophilumvird innerhalb der Zecken
transstadiell bertragen. Eine vertikale Ubertragufindet nicht statt
(WOLDEHIWET, 2010). Zur erfolgreichen Infektion naslie Zecke zwischen
36 und 48 Stunden am Wirt anhaften (KATAVOLOS et 4998). Wie auch bei
B. burgdorferisl finden Infektionen miA. phagozytophilunmsbesondere zu den
Jahreszeiten statt, in denen einerseits die Adtivider Vektoren ihren
Hochstpunkt erreicht und gleichzeitig sich sowohéndchen als auch Hunde
vermehrt im Freien aufhalten (CARRADE et al., 2009)

Als Reservoir furA. phagozytophilumdienen wildlebende Kleinsauger, wie
Mause, Ratten, Spitz- und Wuhlmause sowie Rotwihd @ventuell Vogel.

Sowohl der Mensch wie auch der Hund stellen Feldvdar.
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Die meisten Infektionen finden durch Zeckenexpositstatt (CARRADE et al.,
2009). Es existieren einzelne Berichte von Infeldiorohne vorausgegangene
Vektorexposition. Beim Menschen sind selten Infeskéin durch direkten, engen
Kontakt mit Sputum oder nach Bluttransfusion besttan (ZHANG et al.,
2008). Auch gibt es einzelne Fallberichte Uber ptarentare Infektionen beim
Menschen (HOROWITZ et al., 1998). In einem Fallbetieiner infizierten
trdchtigen Hundin mit Geburt eines mumifizierten |@gém waren bei den
Uberlebenden Welpen jedoch keine Hinweise auf dnfektion vorhanden
(PLIER et al., 2009).

2.4. Epidemiologie
Die Antikorperpravalenz bei Hunden fiéx. phagozytophilunvariiert innerhalb

verschiedener geographischer Regionen (Tab. 6).

Tab. 6: Antikdrperpravalenzen bei Hunden in verschiedenen Rgionen
Europas (ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; IFA =

Immunofluoreszenztest)

Infektionsrate

Region Jahr Methode Referenz
(%)
Ce-ELISA (STRAUBINGER
Deutschland 2008 (SNAP®4DX®) 215 et al., 2008)
(BARUTZKI et
Deutschland 2006 IFA 50,1 al., 2006)
(JENSEN et al.,
Deutschland 2007 IFA 43,1 2007)
(KOHN et al.,
Deutschland 2011 IFA 43,0 2011)
. Ce-ELISA (PANTCHEV et
Frankreich 2009 (SNAF®4DX®) 2,7 al., 2009)
2.5. Verlauf der Infektion

Nach einer Infektion miA. phagozytophilurkommt es nach etwa vier bis sieben
Tagen zur Bakteridmie. Nach experimenteller Infaktvon Hunden konnte der
Erreger bereits zwei Tage nach Infektion nachgeamegerden (SCORPIO et al.,
2011). Morulae konnten bei experimentell infiziartelunden nach vier bis 14
Tagen im peripheren Blut nachgewiesen werden (EGAINVet al., 1998;
SCORPIO et al, 2011). Allerdings gelingt der Naelsv dieser
intragranulozytaren Einschlusskorper nicht beirall&izierten Tieren. Bisher ist
unklar, wo sich der Erreger repliziert, wenn ermaer Inokulation die Dermis
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durchdrungen hat und bevor eine Bakteriamie nadbaeiist ( WOLDEHIWET,
2010).

Die Dauer der Bakteriamie ist ebenfalls noch nieimdeutig bekannt. Manche
Studien beschreiben eine Dauer von weniger als &g (CARRADE et al.,
2009). Allerdings existieren auch aktuelle Studmeih experimentell infizierten
Tieren, in denen der Erreger auch am Ende der &lmthung nach 60 Tagen noch
nachweisbar war (EGENVALL et al., 1998).

In frihen Stadien der Infektion kdnnen noch keinetilkdrper nachgewiesen
werden. Studien mit experimentell infizierten Hundkonnten Antikérper, je
nach Untersuchungsmethode, erstmals nach achtObica8enpost infectionem
nachweisen (EGENVALL et al., 1998, CHANDRASHEKAR eai., 2010;

SCORPIO et al, 2011). Wie lange Antikdrper inslelgwe in nattrlich
infizierten Hunden nachweisbar bleiben, ist nache wror unklar. Bei

experimentell infizierten Hunden waren Antikérpeoch bis zum Ende einer
Studie nach vier Monaten zu finden (EGENVALL et, &000). In einer Studie
mit natdrlich infizierten Hunden konnten Antikérpepgar noch nach zwolf
Monaten nachgewiesen werden (EGENVALL et al., 1997)

2.6. Symptome der Granulozytaren Anaplasmose

Nach einer Infektion mitA. phagozytophilunentwickeln viele Menschen und
Hunde keine klinischen Symptome. Klinisch manifdatektionen scheinen beim
Menschen in Europa im Vergleich zu den USA geneseltener zu sein
(BLANCO & OTEO, 2002), was auf unterschiedlicheRafenitat verschiedener
Stamme schlielen lasst. Der Schweregrad einers&hinmanifesten Infektion
kann sowohl beim Mensch wie auch beim Hund von maild selbstlimitierend

bis zu einer schweren Verlaufsform variieren. Inrdpa existieren bisher
allerdings weder Berichte von HGE-assoziierten B&ilken beim Menschen
noch von fatalen Krankheitsverlaufen beim Hund (R&#& al., 2002; DUMLER

et al., 2005; CARRADE et al., 2009).
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2.6.1. Humane Granulozytare Anaplasmose

In Europa existieren 66 Fallberichte tber klinisohnifeste Infektionen mié.
phagozytophilumIn den USA werden je nach Region 24 bis 58 pr6 @00
Patienten mit einer Anaplasmose registriert (BAKKENal., 1996; 1JDO et al.,
2000; DUMLER et al., 2005; DUMLER et al., 2007bkiRtwa der Halfte aller
Patienten, die Symptome einer Anaplasmose zeiged, diese so ausgepragt,
dass ein Klinikaufenthalt notwendig wird. Davon atbn 5 bis 7 % Prozent
intensivmedizinische Betreuung. Mindestens drei $tidle sind beschrieben, die
auf sekundare Pilz- oder Virusinfektionen zurickiwén waren (DUMLER et
al., 2005). Altere Patienten, solche mit ausgeprajeutrophilie, Lymphopenie,
Anamie und Immunsuppression zeigen schwerere Merland missen eher
hospitalisiert werden (BAKKEN et al., 1996).

Zu den am haufigsten auftretenden Symptomen zablewohlsein, Fieber,
Myalgien und Kopfschmerz. Eine geringere Anzahl deatienten zeigt
Gelenksschmerzen (37 %), gastrointestinale Sympto(d® %) oder
Atembeschwerden (10 %) (DUMLER et al., 2005; DUMLER al., 2007a;
DUMLER et al., 2007b; BAKKEN & DUMLER, 2008). Zu gvierenden
maoglichen Komplikationen einer Infektion zahlen nelschweren sekundaren
Infektionen (bakteriell, durch Pilze, viral), Sepsider toxic shock-like syndrome
mit disseminierter intravasaler Koagulopathie, agespiratory distress syndrome
(ARDS), akute Niereninsuffizienz und periphere Relyropathien (ISMAIL et
al., 2010). Ein Auftreten von Exanthemen wurde dliskt, konnte aber nicht
spezifisch mit einer A. phagozytophilunmfektion assoziiert werden.
Hautrétungen konnten bei 6 % der Patienten beobtalgrden, darunter bei zwei
Patienten aus Europa (BLANCO & OTEO, 2002). Moghdfoinfektionen miB.
burgdorferi sl konnten ebenfalls fur das Auftreten dieser Byauptome
verantwortlich sein. Die haufigsten labordiagnasten Verdanderungen sind
Thrombozytopenie, Leukopenie, Anamie und erhdhte tivRiten von
Leberenzymen (BLANCO & OTEO, 2002; DUMLER et al005).

2.6.2. Canine Granulozytare Anaplasmose
Wie auch beim Menschen fuhrt eine klinisch mandesbfektion mit A.
phagozytophilumzu einer meist fieberhaften Allgemeinerkrankundinische
Symptome im initialen Stadium sind meist unspecififEGENVALL et al.,
1997; NEER et al., 2002; KOHN et al., 2008).



30 1. Literaturiibersicht

2.6.2.1. Experimentelle Infektionen

In drei Studien mit experimentell infizierten Beagllwaren die vorherrschenden
klinischen Symptome reduziertes Allgemeinbefinded Eireber. Die Schwere der
Symptome variierte allerdings deutlich (EGENVALLadt, 1998; EGENVALL et
al., 2000; SCORPIO et al., 2011). In der ersterdiStmit sieben experimentell
infizierten Hunden zeigten funf von sieben Hundaohmvier bis elf Tagen hohes
Fieber und reduziertes Allgemeinbefinden. Einzéftumde zeigten wahrend der
febrilen Phase Anorexie (1/7), Lahmheit (1/7) unchwanken (1/7). Darlber
hinaus wurden keine weiteren klinischen Symptonabhehtet (EGENVALL et
al., 1998). In der zweiten Studie zeigten zwei doai experimentell infizierten
Hunden direkt nach der Inokulation mit infektios&hut Gber zwei bis drei Tage
Fieber. Danach wurden keine weiteren klinischenawderungen beobachtet
(EGENVALL et al., 2000). In der dritten experimeliga Studie zeigte nur einer
von sechs infizierten Hunden Fieber, mit der héaidtemperatur nach sieben bis
zehn Tage nach Infektion. Weitere Symptome warame eroriibergehende
generalisierte Lymphandenopathie und bilateraleralé Injektionen. Dartber
hinaus waren alle Tiere klinisch unauffallig (SCOQFRt al., 2011).

Labordiagnostisch zeigten alle experimentell imfidn Hunde deutliche
hamatologische Verdnderungen wéahrend der akuten nkKedtsphase.
Vorherrschend waren Thrombozytopenien, die all&zieten Hunde aller drei
experimentellen Studien entwickelten (EGENVALL ét 4998; EGENVALL et
al., 2000; SCORPIO et al., 2011). Weiterhin wurderamie sowie Leukopenie
mit Neutropenie und Lymphopenie in allen Tieren éesten beiden Studien
beobachtet (EGENVALL et al., 1998; EGENVALL et @&000). In der Studie
aus dem Jahr 2011 waren diese Verédnderungen jedactsehr gering; hier
blieben die Leukozytenzahlen der meisten Tiererimb des Referenzbereiches
(SCORPIO et al., 2011). Wahrend der febrilen Pheseeine Hypalbumindmie
als Veranderung der Serumchemie wahrnehmbar (EGHN\& al., 1998).

2.6.2.2. Feldinfektionen

Aktuell existieren neben einzelnen Fallberichten menige umfangreichere
Studien, die die klinische Manifestation von natirimit A. phagozytophilum
infizierten Hunden beschreiben (GREIG et al.,, 1996GENVALL et al., 1997,
POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008; GRANICK at, 2009; EBERTS et
al., 2011). In vier dieser Studien wurde die Ini@ktanhand des Vorliegens von
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Antikérpern oder von intragranulozytdren Einschkdspern diagnostiziert. Bei
diesen Hunden war eineE.-canisinfektion durch Antikdrpernachweis
ausgeschlossen worden (EGENVALL et al.,, 1997; PQITOet al., 2005;
GRANICK et al., 2009); in zwei Studien wurde diefektion mittels PCR
diagnostiziert. Bei den Studien an naturlich irdieen Tieren war die Infektion
zwar nachgewiesen, ein kausaler Zusammenhang zu lEbachteten
Symptomen konnte jedoch nicht sicher bewiesen wefid®HN et al., 2008).

Ahnlich wie beim Menschen zahlen zu den am meismbachteten Symptomen
einer klinisch relevanten Infektion Schwache odstuziertes Allgemeinbefinden
und Fieber, das in nahezu 90 % (GREIG et al., 1898ENVALL et al., 1997;
POITOUT et al., 2005; GRANICK et al., 2009; EBER&Sal., 2011) bzw. 66 %
(KOHN et al., 2008) der Patienten vorhanden warsvizateren wurde Anorexie
bei bis zu 82 % der Hunde beobachtet. SymptomeBdesgungsapparates wie
Bewegungsunlust und Lahmheiten wurden bei bis zu %2der Hunde
beschrieben. Zu weiteren, vereinzelt beschriebe®ynptomen zahlen Husten,
Polydipsie, blasse Schleimhaute, gastrointestinale Symptome sowie
Blutungsneigungen in Form von Petechien oder EpsttEGENVALL et al.,
1997; POITOUT et al.,, 2005; KOHN et al.,, 2008; GRAK et al., 2009;
EBERTS et al., 2011).

Manifestationen des zentralen Nervensystems, vaersiwenigen Fallen beim
Menschen beschrieben sind, wurden beim Hund veskinat einer Anaplasmen-
Infektion assoziiert (MARETZKI et al., 1994; GREI&t al., 1996). In einer
retrospektiven Studie Uber 248 Hunde mit Erkrankwngdes zentralen
Nervensystems konnte jedoch kein signifikanter Ausanhang zwischen
neurologischen Beeintrachtigungen und einfr phagozytophiluanfektion

nachgewiesen werden (JADERLUND et al.,, 2007). BEiveitere prospektive
Studie derselben Arbeitsgruppe untersuchte 54 Hundeentzindlichen und
nichtentziindlichen Erkrankungen des zentralen Neystems (JADERLUND et
al.,, 2009). Bei Hunden mit entzindlichen Erkrankemgdes Nervensystems
konnten weder im Blut noch im Liquor Antikérper @&gAnaplasmen oder
bakterielle DNA nachgewiesen werden. Bei Hunden mahderen als
entziindlichen neurologischen Erkrankungen wurdear Zvei 21 % der Hunde
Antikorper im Blut gefunden, aber keine Antikérger Liquor und auch keine
DNA in Blut oder Liquor. Daher schlussfolgern dietAren dieser Studie, da&s
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phagozytophilumals Ursache fur neurologische Erkrankungen beim dHun
unwahrscheinlich ist (JADERLUND et al., 2009).

Labordiagnostisch ist eine Thrombozytopenie die l@mfigsten beschriebene
Veranderung, die bei Uber 90 % der Patienten #HuftWeitere mogliche
Laborveranderungen sind Lymphopenie, Ané&mie (meistegenerativ),
Monozytose, Hyperglobulindmie, Hypalbumindmie sowrbohte Aktivitat von
Leberenzymen (GREIG et al., 1996; EGENVALL et 4B97; POITOUT et al.,
2005; KOHN et al., 2008; EBERTS et al., 2011).

2.7. Diagnostik
Zur Diagnose einer Infektion mA. phagozytophilunkénnen direkte wie auch

indirekte Nachweismethoden herangezogen werden RMPE et al., 2009).

2.7.1. Direkte Nachweismethoden

Zum direkten Nachweis voi. phagozytophilunstehen die Kultivierung des
Erregers, die mikroskopische Untersuchung von Bkgaichen sowie die
Polymerase-Kettenreaktion zur Verfigung (CARRADIIet2009).

2.7.1.1. Kultivierung von Anaplasma phagozytophilum

Die Kultivierung von A. phagozytophilumin HL-60-Zelllinien (human

promyelocytic leukemia cell lines) ist im positivEalle beweisend fur eine akute
Infektion. Ein negatives Ergebnis schliel3t jedoahe enfektion nicht aus. Die
Kultivierung bendétigt meist mehrere Wochen. Desereit beeinflusst eine
Vorbehandlung mit Antibiotika die Sensitivitat déethode. Damit ist sie

insbesondere flr vorbehandelte Patienten ungegiigMAIL et al., 2010).

2.7.1.2. Mikroskopische Untersuchung von Blutausstrichen

Der Nachweis von granulozytaren Einschlissen (Maulin neutrophilen
Granulozyten beweist das Vorhandensein von Ridketi@rtigen Erregern; eine
eindeutige Unterscheidung von andei€hrlichia-Spezies ist aber anhand der
Morulae nicht moglich (CARRADE et al., 2009). Maael treten nur im akuten
Stadium der Infektion auf, und nicht jede aktivéektion geht mit sichtbaren
intragranulozytaren Einschlusskorpern einher (EGBENV et al.,, 1998;
STANDAERT et al., 2000; EBERTS et al., 2011; SCORRit al., 2011). Bei
experimentell infizierten Hunden konnten bei alldaren innerhalb von vier bis

14 Tagen post infectionemintragranulozytére Einschlusskorper uUber einen
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Zeitraum von vier bis acht Tagen nachgewiesen wel@&SENVALL et al.,
1998; SCORPIO et al., 2011).

2.7.1.3. Polymerase-Kettenreaktion

Es existieren verschiedene PCR-Assays, die DNA Aomphagozytophilumn
Blut, Knochenmark sowie Milzgewebe nachweisen kdn(@ARRADE et al.,
2009). Die meisten Assays nutzen entweder das R6B+Gen oder das Gen des
Oberflachenproteinmsp2(p44). PCR-Methoden, die Letzteres nutzen, gedten
spezifisch furA. phagozytophilumBei der Nutzung des 16S-rRNA-Gens werden
eventuell auch ander&naplasmaSpezies oder andere intrazellulare Bakterien,
wie beispielsweisBartonella henselgenachgewiesen.

Die PCR ermdglicht den Nachweis des Erregers lsemitfrihen Stadien der
Infektion; bei experimentell infizierten Hunden kdarder Erreger bereits nach
zwei Tagenpost infectionendurch PCR nachgewiesen werden. Die PCR war in
einer Studie Uber einen Zeitraum von 20 Tagen iposgiteiner anderen Studie bis
zum Ende der Untersuchung nach 60 Tagen (EGENVAIAL £2000; SCORPIO

et al., 2011). Bei immunsupprimierten Tieren kamn BFICR sogar Uber mehrere
Wochen positiv bleiben (EGENVALL et al., 2000). Dierhandene Menge an
Pathogen beeinflusst die Sensitivitdt. Daher sind deFinger zirkulierender
Pathogenmenge falsch negative PCR-Ergebnisse mogEGENVALL et al.,
1998; EGENVALL et al., 2000; BEALL et al., 2008; BRICK et al., 2009).

2.7.2. Indirekte Nachweismethoden

Zu héaufig angewandten indirekten Nachweismethoddrdigen der Nachweis von
Antikorpern mittels IFA sowie ELISA (NEER et al.0@2). Wahrend der frihen
Infektion sind h&aufig noch keine Antikorper nachsimr (GREIG et al., 1996;
POITOUT et al., 2005; EBERTS et al., 2011). Dasrkan akuten Stadium einer
Infektion zu falsch negativen Ergebnissen fuhrenxpefimentelle Studien
beschreiben, dass IgG-Antikorper mittels IFA zehs BD Tage nach einer
Infektion erstmals nachgewiesen wurden (EGENVALIlalket 1998; SCORPIO et
al., 2011). Wie lange Antikérper nachgewiesen werklénnen, ist insbesondere
bei natdrlich infizierten Hunden nach wie vor unkl®aten beschreiben, dass
Antikorper in natirlich infizierten Hunden Uber mele Monate bis zu
mindestens einem Jahr persistieren konnen (EGENVAitLal.,, 1997). Bei
Menschen persistieren Antikdrper sogar Uber Jahrevdg (BAKKEN &
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DUMLER, 2008).

2.7.2.1. Immunfluoreszenztest
Immunfluoreszenztests nutzen Vollzell-Antigene zNachweis von Antikérpern

gegenA. phagozytophilum

Eine wichtige Limitation des IFA besteht im Risikaiglicher Kreuzreaktivitaten
mit anderen Rickettsien, wie beispielswelseplatysundE. canis(NICHOLSON
et al., 1997; SUKSAWAT et al., 2000; CHANDRASHEKA®Ral., 2010).

Zudem ist die Interpretation von IFA-Methoden siubje Dies kann sowohl zu

falsch negativen als auch falsch positiven Ergedemsfiihren. Eine weitere
Limitation der Methode besteht in der mangelndem&ardisierung zwischen den
Laboratorien. Das fuhrt dazu, dass Testergebngsisesthwierig zu interpretieren
sind (NEER et al., 2002).

2.7.2.2. Enzyme-linked immunosorbent assay

Konventionelle ELISA Techniken weisen &hnliche Lismtionen auf wie der IFA,
da diese Tests ebenfalls auf der Nutzung von Mbligigenpraparationen
basieren. So kénnen auch beim ELISA Kreuzreaktsfitdmit anderen Erregern

wie A. platysundE. caniszu falsch positiven Ergebnissen fiihren.

Mit dem SNAP4DxX® (IDEXX, Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA]} &eit
Kurzem ein neues ELISA-Testsystem erhaltlich. Didsst nutzt als Antigen ein
synthetisches Peptid des immundominanten p44-Gilobdhproteins. Durch die
Verwendung eines hochspezifischen und gereinigigrnthstischen Peptids ist
dieser Test konventionellen Systemen bezuglich gemwariabilitat und
Kontaminationsrisiken von Antigenpraparationen ldpmn
(CHANDRASHEKAR et al., 2010). Dieser Test zeichrsth zudem durch
einfache Handhabung und durch die schnelle Besitag von
Untersuchungsergebnissen aus. Eine Kreuzreaktivitiit anderen, nah
verwandten Erregern, insbesondeke platys kann jedoch auch bei diesem
Testsystem nicht ausgeschlossen werden. Die Setasitles SNAPADX® wird
vom Hersteller mit 99,1 9%, die Spezifitit mit 100 9%ngegeben
(CHANDRASHEKAR et al., 2008; CHANDRASHEKAR et a2010).
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Prevalence of antibodies against
Borrelia burgdorferi sensu lato and
Anaplasma phagocytophilum and their
clinical relevance in dogs in Munich,
Germhny

Pmraieriq:en ﬁm Antikdrpern gegen Borrelia burgdorferi
sensu lato und Anaplasma phagozytophilum und deren
kﬁms::h&ﬂedhmmg bei Hunden im Raum Minchen,
Deutschiand

Charlotle E.iﬂﬂ][_‘li'.emhad K. Straubinger”, Caroia Sauter-|owés® Katrn Hartmann'

Mm@wm&mm;;amwﬁmgdaﬂﬂmlm
mmm@c@nﬁmmmmhmm@mmwbemmm
German dog pepiiation, the importance of the diseases cused by both agents
15 5tH not well.characterzed in 2 field stuation. The am of this study was (1)
to determine fHe prevalence of antibodies to B bargdorter! sl and A phagocy-
tophiium in dogs in Munich, Gamany, and (3} to assess the dinical presentation

values of antibody-positive dogs and comgare them to a negative
contml g

In botzl, 448mndomby selected dogs were soreened for aniibodies to B burgdor-
fiert st and A phagocyophiium with the SNAP* an® assay (DEXX, Laboratores
e, LISA). DsgE&erying antbodies agalnst B burdarfen 5 andfor A phagooy-
topfuium witre classsied as posiive” (n = 100), the Sllowing 100 negative dogs
served T CORIRER groun. In bath geoups; phivscal examination and kborstony
parametens Ve comparsd.

22 (4.9%) dogs had antibodies to B busgdode s, 78 (19.2%) to A phagocy-
tophilum, SRS 1o both agents. Bamese Mountzin Dogs had signficantly
mecﬂel'im'ﬂ.ﬁg:llﬁag:mtﬁ humpdored o, Negative dogs wers more ofien
diagnosed s Wmed oA phagooyiophium antibody-posiives that
showed nn&HlmeMedb:drmmre:lﬂ paor ganaral condgion;
bewond tl'l.agil'qrewere nodiffierences in dintcal and laboatary abnomaities
between both gmups. Although dogs tested negative wens more ofien oonsd-
E:B:Iimhi\mlm'ﬂenm diffarances i paramaters considesed “specfic™for
both mfactions berween dogs with and without antbodies. Hence, tests detact-
Ing anutodma‘gmmm;;emare nicit abla to detect animas with the dinicl
disease. 0

hrmmw Lyrme disease, grnulocytic anapiasmoss

lewmmmmmnmmmmum[ﬂm
Wﬂﬂdkﬁ#:nmpﬁagm}h#ﬂimﬂmﬂpﬁmm In der deutschen
Hm:‘epnp&mishudrmnmwld 15t das klirgsche Bikd der durch
M[mwmmmrmwmmum
charaitensan. fel diessr Studie war s, {1) die Pravalenz von Antiktrpern gegen

B busgdorien shund A phagorytophiurn 2u bestimamen sowie (7} die klinischen
Symptome ond Bbordlagnostischen Verndenungen von antikorperpostiven Hun-
den aufruzeigenund diese mit einer negativen Kontroligruppe au vengleschen.

44E rndomistkert ausgewahite Hunde wasden anhand des SHAP? 406 Assays
{IDEX, Laborstories, Inc, USA) zuf das Worliegen von Antikfvpem gegen B busg-
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et sl MAWMLMMWH 100 Humde mit Antikor-
pesn gegen B sl undfoder A phagostopfsum als, positi® klassfaen;
die davauffclgendendto negatiy getesteten Hunde dienten 2k Kontrollgnappe.
Klinisdha und abomdiagnostische Parameater wurden innerhalb beidear Gruppen

ichan,
%lﬂﬂﬂmmmmgﬂgmﬂmm 78 Hunde (194 %
geqen A phagoppiopilium, neun Hurde (2,2 %) gegen beide Emeger Bermer
Se'mtund-elﬂm_ag'lmkmt hiufiger Antiktrper gegen B buagdorfed <. Bal
negathv getestaten Huﬁmmchfﬁdlgetdle DHagnose gesund” gestellt als bal
'[Ia'mmlt.ll.nﬁﬂgﬁﬁgegen A phogozytophiim, wealche hiufiger sine erhithiz
Foepestem -sowie scheechies ASgemeinbefinden zesgten. Dandber hinaus
bestanden kal Unlersthiada zweschan den bedten Gruppen hinsichtich
Kiintscher nder [iboediagnostischer Veranderungen. Dbwichl negativ getestate
Hunde generellhaufiger gesund waren, gab es rwischen Tieren mit oder chne

: Linteeschieda in all den Pasarmatam, desen

Verandesung alsspeztiisch for Infektionen mi beiden Eregam gelten Folglch st
der Test, mmﬁmmmmmnmnmmﬁm
Tlaemldennﬁﬁhr

ﬂlmel'mtﬂ: E.N.ﬂi&"dm‘. Lyme-Borreliose, grandorytEe Anaplasmoss

Introduction f gmmd.ﬁu {Busch et al, 1996; Picken. et al, 1008;
— aulhac et al, 2000; Baranion et al., IEIEI‘.I Fiesman and
Borrelig (B.) burpdorferi sensu leto (sl), the haolical- ::-:mu,maj Im-g,e.e:q:emmtall}luﬁededwrm&
shaped, motile, spirocheial agent of Lyme disease, arﬂr: Jinfn acute mono- or oligoarthnks in the
Ampﬁmm{.l]pkﬂgﬂqﬂﬁdm an oirligate intracelhular, :ttpslh:lhehcktﬂtn{ﬁhmﬁmguntal_lﬁ?} Thete are
Cram-nepative bacteria causing granulocytic enaplas-| comenily no data about outcnme of experimaental infic-
mosk, ame tick-bome pathogens infocting dops as well gions of dogs with 8. parinii or B, afeeli. Most likeby, most
a5 humans on the northem hemisphere {Bakkon et al, dogs infected in the field with B. eredorfen s1 remain
19404; Stuen, 2007). Both inkections are tansmited by ﬁrmpdmmhc (Fritz and Kjemdrup, 2003; Littrman, 2003).
ticks of the genus brodes. The infection rates of these ticks I}:rgs EI:PEI'I‘HH!ILB][}' infectod with a canine Elrlichic
vary among peopraphic regions end tick dovelopmental  species “sofate dosely related too A phupocytopiulion
stape (Blanm and Oteo, 2002; Hauter and Hartung, 2005; - and identical to the granulocytic ehdichioss apent in
Mioto and Foley, H08) with up 0 & prevalence of 36.2% o regand ko the 165 rRNA gene sequence showed high
for B. urpdorferi sl (Fingerie et 21, 19990) and upto 4.1% | fever and depression and developed profound throm-

Fur.{pmwmﬂlmmﬂamnyﬂ;au:@maal“hqmpemuwdlasmmm]mpanu{mmu
1994; Fingerle ot al, 199%; von Loewenich et al, ZIII:B}':‘ _Et_al 1998). Data concerning natural idections with

Coinfections in ticks mnge from 0.1% m’]m:ﬁ:gu'le gx&ﬁhﬂm are only available from case: series
ot al., 1999k, MNicto and 2008). ha dascribe mild to savers symptoms of 3 multisysiomic
The prevalence of antibodies to 8: Burgdorferi sl ut wordar induding fever, anorexia, depression, moscu-
dops shows regional differances, and the results of anti- © diysfunction with Eameness end relactance t

Myﬂmﬂ}sdlﬁa:ﬂhﬂmhﬁemﬁ]uahﬂdgﬂuﬁmp@ migve (Creig of al, 1996; Foitout ot al, 2005), and contral

area, health status, and the disgnostic method used for nm’?uus*;yslﬁnﬂgnsmaaetal EIIZ}.

antibody detection. A currant antibody survey revealed §f -!}em:e, although B. burgdorfert and A. phogoecytophibon

& prevalence of antibodies to B. hrg.iﬂq'insldg?')‘ur contact can lead to clinkeal sings after experimental

in dogs from different parts of Carmany ka et infgction and antibodies i both infectious spenis are

al, bﬂa‘uh]rtgﬁelaL_ ). .ﬁ.nuidﬂrmimm“-WEnﬂnmmd data conceming their prevalenoe in

m:mlimﬂavana demonstrated a prevalence of 35.5% ';E&&qmﬁ:spenﬁca‘ndmmrjmm!mlﬂ'anmm the feld

(Weber ot al, 1991). Previous surveys reported antibody e hardly availzble. The aim of this study wes o deter-

prevalencas for A, phagecyéophilem in Cerman dogs of mina the prevalence of anlibodios to both organisms in

up ko 5001% (Baruixid et al, X06; fensen et al, 2007)0 randomly soloched healthy and sick dops in the area of

while the above-mentioned recant study ravoalad ratos T L‘;;I'I:I’l‘l Cermarny. In-addition, dogs with antibodies to

of 176% to 31.1% deponding on the evalasted geo- ﬂ.rmﬁn sl or A phagacyiophilion were compared o

graphic area (kKrupka at al; . Straubinger et al. h a y selacted control group with regand o anam-

2008}, msiedau,cﬁmmﬂ sings, and labomtory resulis.
Although very commeon, the clinical implication g

both infections in naturally infected dogs is still N

undersiood (Misto and Foley, 2008). I:E's_gafrm m}r _Material and Methods

afzelii seem Enbeﬂ:ermstmdspmadﬂaﬂrhﬂpﬂq:e--

cies in boks found in Central Eumpe, while B

semsy stTiceos (ss), the predominant genospecios in Nl:llﬁ: 448 dops thak were presented at the Clinic of Small

America, is rarely present in Germany. Results of numer-o#nimal Medicine of the LMU University. of Muonich,

ous studies sugpest a different organotropism of the Cermany, from Ociober, 2006 to February, H08 wers

thres pathogenic Borrelin spedis, and their pathogenic-  prospectively and mndomly included in the stody. All
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digs entering the Murich Teaching Hospital in which
the owners wemne willing to participate were soeened

for the presence of antbodies (o B burpdorferi sl and
A phapocyiopiilum using an limked immum-
sorbent assay (SNAFTDN®, IDEXX, Laboratories, Inc,
USA). The sampling was perfo

for variows clinical signs. There were no exchsion crberss

To compare dogs with antibodies o B, burpdorfert. sl
m]].llheqmdd:lg .

andfor A. pha ifeom versus
conceming anamnestic dats, clinkcal presentation, and
laboratory results, the following stiedy desipn wes dsed,

100 diogs with antibodios to A Fﬁmgxya;ﬂ:ﬂam anohftr?

B. Furpdorferi sl were dassified 25 "positive group”.dihe
control: proup (“negative. group”, o = 100) m‘lsﬂf.'d

of the novt nogaiivaly testing dogs direcely Following

a patient with antibodies to B. b sl andfor
A phapocptophilum. Data of the posi tested dogs
whare compared o thoss of the negative control group.

Clhinkcal status

I those XK dogs (100 control dogs without debedﬂﬂe_

aniibodies against B burgdorferi sl andfor A
100 dogs antibody-positive for B. b

sl andior A phageqpiopinlum), a physical examinafion |
and laboratory tests (complete blood count, semum Beo- |

rmed until 100 dogs with,

antihodies &0 B. burpdon@rd s] andior A plapeoyophilion |
wiere collected. This number was mached aftar testingac,
total of 448 dogs. Dogs wene either heakthy or presenpted |
" bodies and canine heartworm antigen (the detection of

ormed immediately afer the Bood sampling. The

J SMAP asayusﬁﬂmlfﬁlechm:llngy foor the detection of

antibodees 4o B i-5l. This techmology i5 based
on the detection of antibodias g0 the highly spacifically
conserved immunodominant megion of the VisE surface
antigen (Cc peptide). For the detection of antibodies to

1A phapocophiinm, the assay uses a peptide derived of

the major outer surface protein. The SRAP=Dx® {TDEXX,
Laboratonies, Inc., USA) also detects ERrlichia comis angi-

these pathopens was nol subject of this study).

Slahttal evaluation

JDiferences: between dogs of the positive goup and

those of the nogative group concaming catoporical
were statistically using a Pearson’s

|| &hi-squane test. The statistical analysis wes performed

using SPSS software v 160, with a significance level ai

| 005, Comparisons batwean the thme categories within
“the positive group (B, Fgdorferi sl antibody-positive,

A phagocytophilion  artibody-pesitive, B. burpdorgeri
sl plus A - phaporytomiilumn - antibody-positive)  wera
performed osing Pearson's: (Chi-square test induding a
Bonferrom comection for mubliple testing, which reduced

- ghe significance level from p < 0.05 to p < (0L

Results

chemistry profile)] were performed. Blood smears wers |7

screened for the presence of intragranulocytic markae:
fike structures by light microscopy. Anamnestic data was..

eollected by 2 quastionnaire answered by the cwner, The

gstionnaie provided data conceming  emvironmend
?:mal vorsus urban), vacdnation status, trevel hmmj
possiblo Hek infostations, tick prevantion, prior medica-

tion during the past twelve months with antibioticsor;

immunceuppressant drups, and e reason for patbants

presentztion to the hospital. Animals with antibodies:

agamstnﬂ:urbuthpaﬂmﬂensmmﬂq:a:ﬁitaﬂ:he

negative conirols concerning cinical status and I.al:lul'ﬂ-'i'

tory paremetars,

against B. burpdoreri sl and A phagoariophilum using the

SNAPSADN® (IDEXY, Laborstories, Inc, USA) ELISAL:

following the manufactures. instructions. The test Wwas

‘six momths end 15
- dops of the B b

Were no si

' Prevalence of Antibodies to B burgdorferi sl and
A phagocytophifium

Antibodies to B. burgdor@rd sl wore detected in 22 (4.9%;
95% (1 3277237 |:'||:|F. and i A. pha mﬁ:ﬂum in
78 (19.4%; 95% OO 14, S—E‘Ilﬂ}uﬂ-hﬂ testod dogs.
Nine dogs (2.0%; 95% C1 1.06-3.770) haJ:tuxrunmﬂ]'

antibodies to both organisms.

Comparison of postthve versus negative dogs

Ape of dogs of the nogative proup ranged between
(miedian seven yoars). of
sl andior A

antibody-positive proup ranged between seven month

Antibody testing =._ and 17 years (madian six years). The nagative group con-
Whaole blood was tested for the prosence of antibadies';

sisted of 57 females (30 nentered) and 43 males (six neu-
tored) dogs. The positive groap consisted of 43 female
{23 neuternd) and 57 male {4 nentered) dogs: There
ificant differences in age betwesn the nega-

TABLE 1: Number of dogs of different breeds l!'hred;ﬂﬁi?u less than Hiree dogs were clossified as others®) m the
megaiive and the positive growp.as well @s within the pastive group (8 +, A +, BIA +); antibody-positive for B. burg-
dorgeri sl {B +), amiibody-posiiive for A phagooytopiiium (A +), antibody-positive for both ogents {B/A +), negatine

(meg-}
Wogativa | Postvo | povalua B A4+ | Bas | povalos (imcasa of a significant défarenco

Miced Braad 3500 | 30,00 | 0526 | /18 | J&7E | 5w

Bamasa Moyriain Dog i0e 12100 o0z ff 393 | aFs | &% (0040 (B - versusneg)

o « D,000 GEAA & worsas neg.)

‘Wast Highland whito Teemer 27100 4100 QETH L] ITE e

Cocker Spanial 37100 30 aE7E ] N3 I7E Ll

Goldan Retriovar 100 27100 rooe fsons |2 | om

Bowar 00 00 CT3E] 013 | w7E | oe

Labrador Retriever Troo aoo 00T LilEaaa 0TE 0%

‘Ganman Shaphard Dog [l 100 B35 | 013 | e | 0

Roftwallar 37100 1100 0613 e | v | 0@

Jack Russell Tarrier 57100 17100 [FIE] o3 | wre [ om

Dthars 4 00 44100 CLBBE Ef13 38T 0%
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TABLE 2: Number of dogs with o specific kistory fj'nch.i@!g Instary of evident fick exposure, ervironment, trovel
hiziory, prior drentment wigh aniibioics aed J'mmnmnm'fmﬂ‘:ﬁr driegs) in the megntive and the positive group as
weil o5 writhin e positive group (B-+, A =, BfA +1 antitody-positive for B. burgdorferi sl (B +), montibody-pasitioe

for A, phagocyiophilum (A +), antibody-positire for belh agents (B/A +)
pvaiug

Negaliva | Positive B+ A+ | ByA+ | povalus (in casa of @ significant défference
Group - batwssn tha pos and tha nag. group)

Evidento of Hok supoure =] 100 £ 03 1103 | PwTE W% | MO0 K s varsas nadg.)

Liwirig in rural ancas =noe | zmnoo a1t faaa | amme ] am

Living In wrban ansas 5171040 TI00 a2 o npoa | osuwe ] oes

Travel history 5100 | 50000 030E |83 | 4878 | w9

Frior ireatmeeil with antibiols 357100 3500 0883 413 IHTE k1]

Frfor broatmeett, With Imeni 0 | 100 noa2  [ooE, | wrE | 2w

nosapprasshe drgs

tive and the positive group. Male dogs had significantly -
j thespositive groop conceming disasse history.

more often antibodies o B. b i sl andforA.
optopkilium than female dogs (p = (L006; KR = 1.51; 95%
€1 1.14-1.000. Wikhin the positive growp, them wes no)
statistical difference concerning gender. Neutering had
no significant influence on e presence of andi

Body condition score mnged in both growps from 2056 |
b0 5/5 (median 35, no sipnificant difference bobween the |

positive and the negative group).
Braed diséribution, anamnestic data, clinical signs and
diagnoses, as wall as laboratory changes of dogs of the

Mﬁn‘\u o mu:-m{am%\gpwm significantly more

nt-in the positive group (p = 0002, OR 135

1‘] 77-283.5]) than in the negative control group. Within®

the positive group, Bemese Mounizin Dops had more*

nften antibodies to B: Surgdorferd sl (p = 0.004, OR 2970

{2.36-821.350) and to both organisms (p < 0.007; O
28.33 |4 6-2W1H]) than dops of other breeds (Tab. 1).
Dops of the positive proup had significantly mome
often & history of tick than negatives (p < 0.001,
OR 0.22 {L0-0.49]). This difference was caused by the;
A phepocyiophiiium . antibody-positive dogs (p < (U001,
OR 451 [1.E3-11.45]) that more commaonky had a history:

of fck exposure. Otherwise, there were no sipnificant;; A
diffarences in anamnestic data betweoen the negative and

p (b 2. 5

nepative group were presented signifi-

cankfy more often for preventative haalth care than posi-
tive dogs {p = 0.013, OR 221 [1.13-4 36]}. There wers

p are listed in Table 1-t0_

tha;,

‘nther sipnificant differences botwemn the negative and

In pivysical examination, dogs of the negative proup
wern significantly more often disgnosed as "healthy™
than of the posifive gmoup (p = 0.003, OR 270
[1.1-5.63]L This difference was caused by the A phope-
cytophilum antibody-positive dogs (p < 0001, OR 0.25
[0.-60]). Dogs with antibodies againse A phapocy-
tophiliem in addition had significantly more often an
elevated body temperature (> 3%5°C) than antibody-
negative ones (p = (L00Z, OR 6.39 [1.23-44.291). In addi-
tion, dogs with antibodies apainst A. ihom
shewwed mone often a poor general condition than negs-
tives (p = QUNZ, OR 2.71 [1.40-5.200).
Thera was no sipgnificant assodation boetwasan tho pros-
Jerce of muscalosceletal system sipgns such as lameness,

inful or swollen joint and the presence of antibodies
gu; burpdorferi 51 andfor A phapoopophim. Also con-
cerning all other clinical signs, there were no diferences
tletweendu? of the negative and those of the positive
group (b, J)

(There was also no statistical significang difference

concening laboratory. values beiween  the negs-
"-IN! and the positive group. Dops with antibodiss
ibor tended to have more negudarly

p'= 0.000) monocytosis (16.8%) than dogs of the negs-
Uiive group (13093, but after Bonfermni cormection, the
differonce was no longer significant (Teb. 4). MNone of
the samined Bood snears revealed intragranubocytic

nd indusions.

TABLE 3: Ciivical abrormalifics and diggnoses of dogs q"r!z‘?:tgqrfmem the positive group as well as wikhin the

positive group (B +, A+, BfA +); anithody-posiiie for B.
Philur (A +), antibody-positive for both agents (BAA +); 5
pvalug

Fiirgdorferi sl (D +), antibody-positive for A phagocylo-
s iriestinal (GI)

Nogative | Positive B3 A | B pﬂiﬂ.nﬂdawm
tha pox. and tha neg. group)
ul.ngnmndu'hndirr M0 |- 1s700 wood T anyg | ome &% [« O (K 2 versus nedg.]
Foor ganeral conditon 2100 47100 T ] AN3 | 8178 | /% | DOOL[A « versds negy
Fatrar 2100 137100 0007 EREELE M | OO0 (AL varss neg )
Disazs of the Gl trad 137100 147100 1000 A [amE | 0w
Disazs of the: | tract 4,100 &0 @745 N3 | 4TE [T
Disaass of the repiration trac /100 2100 o513 || snzl]| e 1%
Disazws of the musculoshelatal o100 100 ozea [[-and | e 0%
systam
Dispzss of theccenirall nensous 47100 T 0357 ERER [T
system .
Disnaa of the: cardiovascular Eio0 ar1on 1000 Lans | &7 [T
5
Skin dEease w100 BA100 000 3 | B7E | 0%
Autoimmune Seeeasa 100 37100 1000 | 603 | 378 | o
Matabalic disaasa T100 7104 a7El W | e [T
Hooplasia 137100 | 18700 0434 w3 | rame ] 3w
Others 15700 | 16100 1000 203 | wame] e
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TABLE 4: Lohoraiory cherges of dogs of the mgaii’n[ ﬂr:.u'i.q:e posiiire group gs well as witkin ihe posidive group

(B +, A+, BiA +; amiibody-positive for B. urgdarferd

&l f3+.l antibody-positioe for A. phagory tophilum (A +),

antibody-positive for both agemis (BfA +), Hmi e :'ngwn (BLIN}

Hegative pvalue | B4 A4 | BMA e | poalos i ose of a sigeai-
inumbar of dogs -I,-lnh-':f dogs cant difference betwoon tha
changs charegal
scopeniz e 00+ 0535 | 113 | 478 | am
Leacocyiosis [ 17100 [EIT] 113 [wsme | 1w
Monarytosh 13 B0 L, 0T [ o | 2i7E | 2w
Thrambocytopania BN ] (5L 1713 | 778 | 1m
Anamia i 15000 nzre | a3 [wme | v
Elrvabed ALT activity 131 147100 1000 23 [wy7e [ 1w
“Elwated AF acthity 15100 LETEN 0EIE 713 | 1y78 | 1@
HyparbliruEinamiz 8m 700 1000 | 113 | &g | oW
Hypak B0 &7100 [ECT 013 | s7e | om
_:mﬂdnarua 4m 5100 0745 103 [ 3w | am
BN T 15100 [ELE] I3 | 1578 | 1m
“Elevated craatinin 5 T17100 | [ELT] N3 | HFE | 1@
The detaction rate of antibodios to A, hon

Discussion

448 dogs in the Munich area that were ]:lnesmia:‘;"bu
the Teaching Hospital for vanous reasons wene -

domly sceaned for the presance of spedfic a.nhtucﬁqs_
“ 2006; Jensen et al, 2007) using IFA. The IFA could be
Hless specific or the SMAP assay used in this stody may

; 1on. This.
antibodies to B.

o B
revealed &

i sl and A.
enca of 4.

dorferd sl and 19.4% to A phepocyiophilum. Only E‘ﬁ of |
|/because recant data revealed a sensitivity of 99.1% of the

i SNAPRI® assay for A phagocyenphilum anifbody detec-
ALion (Chandrashekar et al, 2000}, The detoction mies of

dogs showad conourmently antibodies to both agents,
CHviously, infection mees of ticks with B.

51 (4.9%) and A phagocyiophifirn {19.4%) in the sama.,

erea and the established prevalence in dogs behave
reciprocal. In both A. pha urm and B. burgdonen
sk, wectors have to attach for up to 48 hours for suocess-
ful transmission {Hodeic et ab, 1998; Eatavolos ot al,
1544; Des Vignes et al, Xi01). Thus, transmission fme:
is similar and does not seem to be the teason for ghis

imhalance. A possible explanation might be a MEsksrs
and mone effident evasion of the immune system ofthe

mirzcellular pathogen A p

h.ngtxyﬁu!ﬂ?mmmn

io the extracollular B. burgdorjert =l (Frupka et al, 2007
Straubinger et al, 2008). This may lead morne quumﬂ}' )
.. end Foley, 2008; Camade et al, 2009). Henca, a higher
The detection rate of antibodies against B hlriir.r %

t0 persistent infections in- tho case of A

feri sl in the present study was distincly lowes than

mmmmMywﬂﬁMaaLiM}.M'

ific tost, the,
SA). This pest

can be explai using a highly
SN.J.P'Jli‘ [IDEI labmah:lnE Inc,,
systam i not affected by limitstions of
{wholie-cell immune fluorescence assay [IFA] whnh—u:e'[l
enyme-linked immunosorbent assay [ELISA]), invclaid=
ing unspecific Teactions, subjectivity in 1

oF cross-reactivity with vaccine-induced antibodies; The
SMAP®4[n® ssay uses a singla, highly specific synthesic
pepeide () as capiune antigen for B
C, peptide is part of the imvariable region & (IR 6] within

different B. burpdorferi sl and highly immumo-
genic in the canine hose (Lisng et al., 2000). Ther & no
roes-raactivity bo vaccine-induced antibodies or oiber:
spirochetes. Henee, the use of this diagnestic todl in
the present

raported in older studies. The prevalence is similar o
& recent antibody survey in Cermany using the sames
diagnostic system {(Krupka et al., 2007; Straubinger et
al., 200H).

| Straubinger

irgdorfers . The

study explains the lower prevalonce thams

implicates, that neardy every fifth dog in the Munich
area shows antibodies against this pathogen. However,
this prevalence is also lower than in previous studies
with detection rates of up to 50.1% (Banutzki et al,

bo less sensitive. The latter however, is rather unlikely

the present study apain is dose to those of the rocent
German angibody nu':"s}r (17.6% to 311%), in which
mainly stored sampled were tandomly investigated
with the same detection method (Krupka et al., 2007;
et al, 2008). Different study populations
also could contribote to the differences - prevalence.
The present study provides prevalence data in dogs pre-
sentedd t0 & veterinary hospitzl withoot any preselection.

Omty 20% of dops showed cosxisking antibodies o
both agenes. Both pathogens share the same vector and
coinfections have been assumed o be common (Moo

bersca woukd have boen
The age distribution was not significantly different
betweon dogs of the positive (median six yoars)-and

‘those of the negative (median seven years) proup. This
s somehow astomishing as one might
us f8sts -

are suspected b0 persist and likelibood of exposure
- ncreases with ape-

that more

dops become positive with obder ape as infections

Male dops were significantly more often positive
tosted than femala dogs. The mason for this is unknown.

“In human patients, men are ako stighily mom often
affected of human
U{Drumiler et al Eﬂf
the VIsE. protain. This region Eh]gh['_l,rurmmmdamﬂng. |
{lantibodies o B. urpdorfert =l
[lapents simultaneously (p < (W01} than dogs of cther

ulocytic ehrlichiosis than women

Barnese Mountain Dug had significantly moroe often
{p = 0.040) and to both

piion that tho preater surfaco amea
{Epenvall et al., 1997) or the long hair mat of Bernese
Mountain coald lead o en increased mfestation
with ticks and as a resubt to-e profonged pathogen con-

#eact does not sepm to be an appropriate explanation;

other large sized or kong-hair costed: breeds with equal
outdpor activitios did not have antibodies more com-
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mmlyﬁﬁeﬁnﬂngammdem&nﬂudj&mﬂm& huu:ljbmq:lmaﬁue{'iﬁﬂ,p-ﬂ[lﬂ} Howover, in 7/9
zorland (Cerber et al.; Zﬂﬂ?},mwhdlﬂennseh'lmmnut A."Whmmm]mdy—pmhmdugswﬂb fever in
Dops showed significantly more ofien antibodies to “thisstudy, 2 final diagnosis potentially explaining the cla-
E. byrpdorfen sl than large breed fong-haimed contmd  vated body iemperature wes found (one with ulcemiive
The pfamfu:uday that Iimmiuhfmtam Dops ﬂmmpr:ummnﬁ ome with monocytic * aﬁ
only have e higher risk to develop antibodies o B. burp-{ one with babesiosis). h!nmmu&ll‘m:bugﬁmlhdmabad
dorferi sl {znd in consequence o both agents) but not ““bedy temperature, mornlae were identified. In a study
against A phagnayiopiilion aklono. !nrenavehmechng,h‘ice— with experimentally infectad dops (Egenvall et al., 199E),
:Lﬂmmcase:zdﬂuimlhumamg;ﬁ,mu]dbeasm wmmmummgmwamﬂm
with & reduced defense apainst specific infecious . acute e other Corman ¥ revealed
dispases. The diferent pathopenic characters of both? mofulae in ten of 18 dops naturelly infected with
agents with A phepocypiophiion being an intrecellular’ A phegecydophilum (Kohn et &l J08). the detac-
urganism in congrast to B. burgdorfers sl leads to difierent’. gonof intmgranulocyic indusions would be
reactioms of the immune system following an infackion, = #he fever would actually be caused by the A. phegocy-
Thiz E:q:lamadﬂ?am:emanﬂbud}rreq:ﬂnseuﬁ tophilum infection. This again leads to the assumption
ﬂu?ﬂMmmlmndDgsagambuﬂi AgENEs. | that tha fever in those nine dogs wes actualty caused by
Dops with antibodies agaimst A phngnqﬂnpm'ﬁm,, iekher diseases and not by the A phagoyiophilunt infac-
B. burgdorfer sl, m’agatmﬂ:-aﬂuagm!shads@mﬁcmu}r' Hom,
mom often 8 history of Hick w mmmr;egaunvl;ﬂﬂy'- “:I this mﬂ;;_ﬂ\m WEIE N ﬂgm]lent differences in
tested dops. However, history contrl or presance of thrombocytopenia, leucopenia, or other
versus urban living emvironmaont, and travel history were | hematological changes or changes. in serum biochem-
not significantty differant in positively versus nega- | sty between dogs with or dogs withowt antibodies 1o
tivaly I:Eﬂ:Ed dogrs, The assumption that living in roral | Phg:tyﬂ:lphﬂm andfor B, birpdorferd sl The major sus-
areas with increased contact 0 woods and presn areas pﬁmd]abummydmrgem&plngqmﬂﬂmam
lead 0 ‘an increased contact b0 tick-transmitted - dogs would be thrombocptopenia. However, only 778
I;: sindy. flgErbErl;It I!I!le explanwﬁ:ﬁgyuﬂ?nm ut\ mbudmmagw I'u'uzmdogs,aﬂzgd
5 is might nummcnﬁ, penia o iscases
parks in the middle of the city of Munich. The fact that Fkely weme responsible for thrombocytopenia {one with
tick control was not different between the proups but ™ shebesiosis, two with neoplasia {m:mul:]-bl:'lﬂul;mna,
tick infestation was, may lead t0 the conclusion that tick, malipnant lymphomal, one with preumonia and dis-
mnmiwasnmﬂml\lulem@ information in this mmnahad intravascular cozpulation). In the other theo
specific context was coflected bt this could bean amain - dogs, primary immune-mediated thrombocytopenia was
wihich more ressarch may be requinsd. suspectad, but 8 mie of A hiliir i hese
Dops of the negative proup were more ofton diag-  ehrombocylopenias cannot be axcluded. In a Swedish
mm%ﬁdﬁﬂmﬁhﬁmkmp 'ﬂtﬂd}r;l'lﬂl Exs:rr]nmuaiy ph:gn;u'g: I-Jnfecbed
ok 3 dogs positive group wene: dogs, all dogs developed distinct hematobopical changes
sipnificardly less common presented for routine health -“{Egemall ok al, 1998) incloding profound  dhrombocy-
cara. An infection with A phagoaytaphilion can result i xuaand m.oduateleumpuuu.ﬂmersmdlshm
nEudropania ﬂfﬂﬁ'npah'ed !'tn'hl;_:lm nFrr:il:ll_;rtphis HE‘I‘IEE.-- 5 {l.’_. aw asl: ;uan;lmm h?;l:-
infections co T SECOn m Phiito 2005%; Eohn
inieel.il:lr:s{Cn{trﬂnm_: : Z'III!RE;J:'l.alcl‘.lzﬂEru:l-]J'unr:.hzr.1 uﬁ_i Zﬂfé mlﬁa'ewa no difference conceming the
2008). In rumEnznts, it is known that A phagacpiophilion ““pesen oo of thrombocytopenia and as in all thrombocy -
decreases (IM* and CD8* peripheral biood ooun topenic dopgs a cause for the thrombooytopenia could be
impairs mitogenic responses, antibody responses, a:lj- detectad, it can be cloarly stated that most of the dogs
o St el i G o T g e ool o siplcrae T
in g RS 3 anaplasmosis.
et al., 2000; Dumber et 51, Z&Ej'rmmm]ul]raspﬂsﬂ “Limitations of this stady are the relatively small
e sl Skl i e L o 200, S s e Do Rm““ﬁ:,r”"m”'
& a an an ies SEmu 5
Drumler et-al, 2007a) in dogs. Thos, A ;ﬂngtqrmﬁn]m(rmﬁ:l alter the statistical evaluation of the Tesults of
infection is thought to be relabod o disturbance of the  those pationt proups.
hosts inflammatory and immune system function {(Dum In. conclusion, this study showed that mearly every
ler et al, 2005) and potentially alters tha ability to mact 8 dog in the Munich area shows anuhudﬁ o
?M&Frmﬁimmmhmb A Rhiummdlgatnlldnmmmﬁwml:ﬂ
y suppest that pﬁagu]l.!ﬂp.in]mmfeehmf_‘l s o burgdorferi =l and to both agents is m
may impair an infeced dogs” health siztns, it was not WMMmmhmmagssaummhepuﬁspusadm
possible tnldm'lhf'_r specific clinical signs (other than I‘]‘IE'- B burpdorferi infection. Dopgs with detectable antibodies
u.nspmﬁc sign fever) or leborstory changes al-ml:rulahle- mlphwnﬁph'hm mmwnapwnﬂmm
indaction. oandiion and an ceva y temparature and were
D-ugs with antibodies agginst A. phapomytophilien alsoy “less fequently disgnosed as healﬂ:}r"'ﬂmn dogs with-
shwwed more often & poor general condition [diﬂﬂ,u ot antibodies. Mone of the dogs showed clinical signs
p = 0002} than negstive dogs, which may alko be which can be considered as chamcteristic for a disease
aagnmatﬂﬁzmieﬂ:unaﬁua“}rhnsmuﬂuence remused by A plugoopioplilion or B. burgdorferd sl
on the dops” health. Dops with antibodies against  This study supgests, however, that an infection with
A phagoapophilum also had more commonly an shvated A phogoogophiium may be able to influence the health
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mu&'aﬁ:-g,bmmlemummmtypm]dmufm ._ Borrelias burgdoriyi and  Efrifchis  phepeogophils by bodes
laboratory changes are ram, while an infection ‘With? || sepulars nympbs, | Infect Dis 183 772778
B. burgdorferi sl had no infuence on the dinical preses="" o IS, Chai K3, C: Grcia JC, Barat N5, Scorgio DG,
tation of the patients. Gu.;'u[ﬂﬂnh[ﬂ,ﬁﬂnlsm}'liumlng:muhqmc
mnapiasmosis and Ammpinsmo phapeoyiophilum. Emerg infec D
11- 15381854

- _.[}-:].HIE,MN'E,MCE,W]SMHMM
Resilks of this study were partially prosented gt tha Gor- || Fomulootic anaplemons and macophage acthasion. Cin
man Internal Medicine and Clinical Pathology Conflsgss) Mo DisdS: 195200
Enmii]mwymlﬂahrumyimgmﬂmhmcmmm‘_nmjs, Madigan JE, Pumsterda N, Bakken J5 (2007hi:
mmtmmmmlm_mmhm  Frebchioses i bumans: epidemiology, clinial presentation,
Uﬂhﬂmsuwﬂrlﬁﬂmpmlmﬂjhymﬂ diagnomx, and reatment. Clin Infery Dis 45 Sappl I 545-51.

the SNAP*ADx® test systam, Lillituook
Cmﬁdu[lmestﬂaumuﬁdndamlhalmmnm Fs“xﬂn’ : Ay E"Idl EEAE_ Hadt b l::'h? il i
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Abstract

Background: Antibody tests are frequently used in the diagnos$icanine Lyme
borreliosis, including immunofluorescence  assays FA)] detecting
immunoglobulin G (IgG) and immunoglobulin M (IgM)ntbodies, kinetic
enzyme-linked immunosorbent assays (KELA), and ¥rasblot (WB). Recently,
the SNAP4Dx"test, an in-house test using ©chnology, came on the market.
Objectives: Aim of the study was to compare different diagimosiols, like IFA,
KELA, SNAP®4Dx® test, and WB, and to determine sensitivity and ifioég
when compared to the gold standard WB.

Methods: Two hundred canine sera were tested for the pceseh specific
antibodies again®orrelia spp.with the above mentioned tests.

Results: Sensitivity and specificity of IFA-IgG was 76.6%506 Cl 46.87—-86.72)
and 87.1% (95% CI 80.06—91.90), respectively. Switgiand specificity of IFA-
IgM was 26.3% (95% CIl 11.81-48.79) and 81.0% (95% 73.64-86.71),
respectively. Sensitivity and specificity of KELAas 100% (95% CI 83.18-100)
and 75.4% (95% CI 67.02-82.09), respectively. Seitgi and specificity of
SNAP®4DX® was 84.2% (95% Cl 62.43-94.48) and 98.5% (95% C8®4.
99.60), respectively. SNARDX® showed almost perfect agreement with WB
results (kappa 0.847).

Conclusions: IFA-IgG and IFA-IgM had very low sensitivity angecificity and
cannot be recommended to diagndarelia spp. infections. KELA showed
excellent sensitivity and can be recommended asesorg test, but positive
results require confirmation. SNABDX® had very good sensitivity and
specificity and can replace the more labor-intendVB, at least in untreated

patients.



IV. Studie Il a7

Introduction

Borrelia burgdorferi (B. burgdorferj) the agent of the tick-borne Lyme
borreliosis, is a motile, helical-shaped bacteridomging to the family
Spirochaetaced. For diagnosis ofBorrelia spp.-induced infections, direct
detection methods, including culture or polymerelsain reaction (PCR), as well
as indirect detection methods, including differantibody detection techniques
are used.

Culture of the organisms is hampered by substalimigtiations, such as the need
for special technical facilities, time-consumingnd incubation periods, and a
low sensitivity>®* Furthermore, pretreatment with antibiotics readitypairs
culture positivity, making this tool inappropridte pretreated patients.

PCR can be used for amplification 8f burgdorferi DNA and has a high
sensitivity combined with an excellent specifiditylowever, positive results may
be caused also by nonviable fragments of the asgahFurthermore, the load of
the pathogen in clinical specimens, especially bla®dow, which increases the
risk of false negative results especially in peated patients. In conclusion, the
usefulnes®f direct detection methods in clinical patientsinisited 2

Thus, antibody detection is most frequently perfedmin practicé>®'° The
immunofluorescence assay (IFA) has been used widelydetect specific
antibodies againdBorrelia spp. However, IFA suffers from several limitatipns
including subjectivity in interpretation, lack otamdardization, and possible
cross-reactivity of the antibodies with other aefig, like heat shock proteins and
flagellar antigens, with the consequence of freguiatse positive results.
Furthermore, IFA is incapable to differentiate bedw antibodies developed
following vaccination and those after field infext® Despite these limitations,
IFA are still performed in veterinary practice. &fs to increase usefulness of
IFA include differentiation oBorrelia-specific antibodies in immunoglobulin M
(IgM) and immunoglobulin G (IgG) subclasses. Howeva the diagnosis of
canine Lyme borreliosis, the differentiation of Igivid IgG is not as helpful as in
other infectious diseases, because IgG antibodesleeady high when clinical
signs associated withBa burgdorferiinfection occur or when chronic subclinical
infections are present, and because IgM antibod®sally stay high over

prolonged periods up to life-lorfg**°
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ELISA methods are available in several modificagioKinetic enzyme-linked
immunosorbent assay (KELA) is a diagnostic methadgus/hole-cell sonicates
for the detection oBorrelia antibodies. KELA also carries limitations suchtlzs
possibility of cross-reactions and the inability tdentify the source of
immunoreactions (vaccinatiomersusnatural infection). Despite its limitations,
KELA gains advantage over other immunoassays iartetp easier performance
and the possibility of automatization®’

A new diagnostic tool is theg@ELISA using a specific synthetic peptide. The 25-
mer G peptide is part of the invariable region 6 (IRWB)hin the highly variable
borrelial surface protein VISE (variable major giatlike sequence, expressed).
This region was shown to be highly conserved amdiffgrent B. burgdorferi
strains and highly immunogenic in the canine ¥dst An in-house ELISA
(SNAP®3DX®, SNAP’ADX®, IDEXX, Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA)
uses this single, highly specific synthetic peptdecapture antigen. There is no
cross-reaction to vaccine-induced antibodies oredmdn with other
spirochetes®#

Western blot (WB), also called immunoblot, is colesed the gold standard of
antibody detection. WB allows the distinction betwemmunologic responses
after vaccination and those after natural infectidithough the diagnostic value
of WB is dependent on the subjective interpretatbthe visually assessed band
intensity’, and misinterpretation may lead to false positiesults, WB is
considered the confirmatory test of chof¢é® The use of commercial WB using
recombinant antigen allows a better standardizafion.

There are only few studies comparing selected abiglantibody testing methods.
Therefore, the aim of this study was to comparteht diagnostic tools for the
detection of antibodies again®. burgdorferj that are commonly used in
veterinary practice, namely IFA, KELA, SNABDX® test, and WB and to
determine sensitivity and specificity of IFA, KELAnd SNAP4DX® test when
compared to the gold standard WB.
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Materials and Methods

Dogs

Two hundred dogs that were presented to the Ghhgmall Animal Medicine of
the LMU University of Munich, Germany, from Octob2006 to February 2008
were prospectively included in the study. All anisnaere client-owned patients
of different age, gender, and breed. Dogs wereseitlealthy (presented for the
yearly health check) or presented for various céihsings. Dogs were included in
which blood was taken for various reasons. Serallodogs were tested for the
presence of antibodies tB. burgdorferi using IFA-IgM, IFA-IgG, KELA,
SNAP®4Dx®, and WB.

Antibody testing

IFA

Every serum specimen was screened for the presdrig& and IgM antibodies
with IFA (IFA slides from Sekisui Virotech GmbH, Béelsheim, Germany). Sera
were diluted serially in buffered saline and indgilafor 30 minutes in the
individual slide wells to allow reaction of patieantibody with the antigens.
Slides were then washed to remove unbound serumeipsptand fluorescence-
labeled anti-animal 1gG (conjugate) was added fa#ldvby another incubation
period of 30 minutes. The slides were washed agairremove unbound
conjugate. The resulting reactions were visualipath standard fluorescence
microscope. Positive reactions were seen as shatplyned apple-green
fluorescent spirochetes; negative samples lacketiypieal fluorescence. For the
detection of IgG antibodies, a titer of <1:32 wasmsidered negative, a titer of
1:64 was considered as equivocal, a titepbfl28 was considered positive. For
the detection of IgM antibodies, a titer of <1:3@sxconsidered negative, a titer of

>1:32was considered positive.
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KELA

The KELA was performed on 96-well-ELISA plates. @Gog of the utilized 96-
well-ELISA plates (C96 Maxisorb, Nunc, Wiesbademr@any) was done with a
lysate antigen preparation (2.05 pg per well). T8 pl lysate antigen
preparations (concentration of proteins 2.6 mg mpérwere diluted in 200 pl
COy/ME/SDS and in a 200 pl quantity of recombinant ®¢Ruricar® Merilym,
Merial, Lyon, France), followed by a one minute ubation period at room
temperature. Sixty-four ml of 0.1 M carbonate acogtbuffer were added and
diluted over a time period of 15 minutes at roomperature. Fifty % of the wells
were filled with the prepared lysate antigen solutin quantities of 100 ul each.
The remaining wells were filled with 0.1 M carbomatoating buffer without
lysate antigen solution in the same amount. Theseamtigen-containing wells
served as controls. Plates were covered and inediloaer night at 4°C. Until first
use, plates were frozen at -20°C over a 24 houoger

KELA performance and evaluation was based on aighdd protocot? Before
use, both coated 96-well-ELISA-plates and canima seere defrosted at room
temperature. Each plate contained also four caséma as controls: one derived
from an experimental infected dog, one from a dat§ woderate antibody level,
one from a dog with low antibody level, and onerira dog without detectable
antibodies. Canine serum specimens were dilutetti60 PBS with 0.05% of
Tween 20 and 2% milk powder (PBSTM). After autondafi@ur-time washing of
the plates with PBST, 100 pl of the serum PBSTMitsmh were incubated for 1
hour at 37°C. After incubation, the plates were lvealsagain. One hundred pl of
1:4000 diluted detection antibody anti-Dog-lgG-HRFappel Research Products
Durham N.C., USA) were added to each well and incubated3D minutes at
room temperature. The plates were washed againl@dgil of TMB was added
to each well. The addition of the substrate wa$opsed within 1 minute. Each
plate was read 3 times at 650 nm at 45 sec interVal determine optical density,
units established at Cornell University (IthacayN¢éork, USA) were used. These
units were correlated with the values of each plabel a regression analysis was
performed. Results (units, standard error) werepavable with the control sera.
The cut off value was set as 100 units.
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SNAP®4Dx®

Canine whole blood of all 200 dogs was tested lfiar presence of antibodies
against B. burgdorferi using the SNAP4DX® (IDEXX, Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, USA) ELISA following the manufactsrmstructions. Each test
kit consists of a coated matrix with five blue spat the result window. These
spots contain specific peptides as antigens fod#tection of antibodies against
B. burgdorferj Anaplasma phagocytophilufA. phagocytophilui andEhrlichia
canis (E. canis)and specific capture antibodies for the detectibiioofilaria
immitis (D. immiti9 antigen. One spot serves as a positive controlerAft
activation of the test kit, both the wash and swalbstsolution flow along the
coated matrix.

The test was performed immediately after blood $emgusing whole blood. The
detection of antibodies t&. phagocytophilumE. canis and D. immitis antigen

was not subject of this study.
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WB

A commercially available WB based @& afzeliilysate antigen preparation and
recombinant VISERorrelia afzelii+ VISE Eco Blot IgG Western blot, Genzyme
Virotec GmbH, RiUsselsheim, Germany) was used. & was performed
according to manufactures instructions with adapts follows. Canine serum
diluted to 1:100 was incubated for 30 minutes vatite WB strip. Strips were
cleaned of organic residues by washing. One to 4ll@ed anti-dog-IgG-AP
antibodies was incubated for 35 minutes with onip.sbtrips were washed again
after the incubation period. After addition of swhte (BCIP/NBT), color
development on the test strip was visible aftetalB0 minutes. The interaction of
the substrate was stopped by adding aqua dest.

The following bands were assessed (the appropmatecular weights are noted
in parentheses (kDa)): p14 (14), p17 (17), p21,(&9pC (23), p30 (30), p39
(39), p43 (43), p58 (58), p83/100 (83/100). Theunmnce of at least two of the
above mentioned bands as well as VISE was defise@ositive reaction for
infection. The occurrence of a signal at 31 kDa p@®swas classified as
immunologic reaction following vaccination, poteatly together with occurrence
of OspB (34 kDa), p41, p83/100, OspC (23), and paé,occurrence of the 31-
kDa band in a naturally infected (not vaccinatealj & uncommon.

Statistical Analysis

Data were analyzed using MS Excel (Microsoft Irfeeattle, USA, 2010) and
SPSS (version 19, IBM SPSS Inc, Armonk, New YorkSA). Sensitivity,
specificity, and predictive values, including th8b6% confidence intervals, were
calculated for each of the methods compared tgdie: standard WB. Sensitivity
calculation was performed by dividing the numbetroé positives by the number
of true positives plus number of false negativegecHicity calculation was
performed by dividing the number of true negatii®s the number of true
negatives plus number of false positives. The paspiredictive value (PPV) was
defined by ratio of true positives to combined traied false positives. The
negative predictive value (NPV) was defined by aatif true negatives to
combined true and false negatives. In calculatibsemsitivity and specificity,

equivocal values of IFA-IgG and KELA were excluded.
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Agreement between different tests was assessed kappa with the assessment
of Landis and Koc> Graphs of the results of different methods wereedion

SPSS using a logarithmic scale for the IFA-IgG.

Results

Results originated with specimens examined with atest systems

Results of all tested specimens of 1gG-specific ii#d IgM-specific IFA, with
KELA, SNAP®4Dx®, and WB are listed in a table (Table 1). IgG titéfsA) of
positive animals ranged from 1:128 to 1:4096. RasitgM titers (IFA) ranged
from 1:32 to 1:64. Positive KELA values ranged fr&@60 to 781.5 units.

WB identified 21 of 200 animals as infected. Theref prevalence of infection
was 10.5% in the tested population. Of the infeeteuinals, 9.5% showed band
patterns typical for an infection (without vaccioaf), and 1.0% showed band
patterns typical for infection plus vaccination.dddition, 18.5% dogs had band
patterns typical for immunoreaction following vatation (without infection).
Three specimens were negative in the SRIAP® test, while WB showed band
patterns typical for infection. One of these thoegs had an IFA-IgG titer of
1:32, IFA-IgM < 1:32, KELA = 628.6 units; the secbhad an IFA-IgG titer of
1:256, IFA-IgM 1:32, KELA = 127.3 units; the thigpecimen had an IFA-IgG
titer of 1:1024, IFA-IgM < 1:32 and KELA = 570.3 it;m

Of the three SNAP4DX® positively tested specimens without WB-confirmed
infection, the first dog had an IFA-IgG titer of32; IFA-IgM < 1:32, KELA =
167.8 units, the second showed bands typical focimation in the WB, IFA-IgG
titer was 1:128, IFA-IgM 1:32, KELA = 515.4 unitand the third had an IFA-IgG
titer of < 1:32, IFA-IgM < 1:32, KELA = 55.4 units.

Sensitivity, specificity (and 95% confidence intdsyja PPV and NPV of the
SNAP®4DX®, IFA-IgG and IFA-IgM, and KELA were calculated wheompared
to WB (Table 2). For calculation of sensitivity, esficity, PPV, and NPV,
equivocal values of IFA-IgG and KELA were excluded.
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Agreement of test systems
Agreement of the different test system was caledlaising Kappa (Table 3).
Agreement of quantitative values in IFA-IgG and K&in relation to WB results

is shown graphically (Figure 1).

Discussion

To compare different diagnostic tools for the ditec of specific antibodies
againstB. burgdorferiin dogs, IFA-IgG, IFA-IgM, KELA, SNAP4DX®, and WB
were performed in 200 canine serum specimens BT ieirgdorferiinfection rate
within the study population, as determined by tbll gtandard WB, was 10.5%.
There are no current prevalence studies using WiBtHe prevalence revealed
with the WB in the present study was identical tmatt determined by
SNAP®4Dx®. Thus, prevalence studies using the SR#PX® are comparable,
and the revealed prevalence of the present studymigar to those of a current
German antibody survey using the SNABPX®. This survey involved 5881
canine serum samples. Antibody prevalence was depéron the geographic
area within Germany with the highest prevalencd @B%?2° Further data from
dogs within Europe reported distinctly lower antlgoprevalences of 1.1% in
France using the SNARBDX®.?’ Another study also using the SNADX®
reported an antibody prevalence from 1.0% to 11i6%the United States,
depending on the geographic afé& Thus, antibody prevalence is high in the
dog population in many parts of the world, maingpdnding on the presence of
the vector ticks, but it has to be emphasized phasence of antibodies indicate
infection but not clinical disease.

As screening tests, IFA and KELA methods are comynogsed in the diagnosis
of Lyme borreliosis?*° Fifty-one of 200 serum specimens (25.5%) wereetest
positive for IgG antibodies t®. burgdorferiin IFA. The IFA-based antibody
prevalence was expected to be higher due to theations of IFA as a diagnostic
tool*; previous data even reported antibody prevaleme®@gs in the same area of
Germany of up to 95.0% using IFA in 20857 It is unclear, why in the previous
study almost all tested dogs reacted with the IEKely, the IFA used at that
time had a very low specificity. Agreement of IF§@ with WB results in the
present study was moderate (kappa value 0.451)itdéy of IFA-IgG was
76.6% (95% CI 46.87—-86.72), and specificity wasl8 (95% CI 80.06—91.90).
Only 27.5% of the 51 IFA-IgG-positive specimens @veonfirmed as infected by
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WB analysis. Twenty (39.2%) of the IFA-IgG-positiserum specimens showed
band pattern typical for an immunoreaction follogvinaccination, and it is
expected that the IFA reacts positively in vac@daanimals. However, in 17
IFA-1gG-positive dogs neither antibodies indicatiioe infection nor vaccination
were seen in WB and thus, those samples have tmidered false positive.
The low specificity can be explained by cross-reast to other antigens, such as
heat-shock proteins or flagellin of other spiroehdiacterid® e. g.Leptospira
Other possibilities to create false positive reawti are subjectivity in
interpretation and lack of standardization. Theezeralso a high number of false
negative results. High background activity detedtgdFA could possibly explain
these false negative results. With IFA primarilyemded as a screening test for
the detection of antibodies agair8t burgdorferj the high number of false
negative results is a major concern and makesteékisunsuitable as diagnostic
method.

Measurement of IgM antibodies by IFA showed onlympagreement (kappa
value 0.058) with WB results. This might be expddbecause the here used WB
detects IgG and not IgM antibodies. Thus, IFA-Igdhsitivity was very low with
26.3% (95% CI 11.84-48.79); IFA-IgM specificity w&4.0% (95% CI 73.6—
86.7). In the diagnosis of human Lyme borreliogise detection of IgM
antibodies is only recommended during the firstksesf infection'® but even the
detectability of antibodies in early stages of atiien is highly dependent on
individual immune responsés.In canine Lyme borreliosis, most dogs show no
signs of illness in the first weeks of infectiomdaerythema migransthat is
pathognomonic in human Lyme borreliosis, is notepbsd®® Thus, dogs are
usually not presented early in infection, and tetedtion of IgM antibodies with
its low sensitivity and specificity is not helpfand not recommended in the
diagnosis of canine Lyme borreliois.

Agreement of KELA and WB was only moderate (kappae®.445), but KELA
showed an excellent sensitivity of 100%. Thus, KEd#ected all infected dogs.
However, specificity of 75.4% (95% CI 67.0-82.1)swaw. Like with IFA, false
positive results can be caused by the presencerasds-teacting antigens,
including common bacterial antigens, e. g., flaarelintigens. Moreover, sera of
vaccinated dogs can react positively in KELA. Hoeevl3 not infected, not
vaccinated dogs were also positive. Interesting@ccinated animals showed a

tendency to have higher KELA values than infectadnals (Figure 1). Thus,
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vaccination seems to produce a pronounced KELAadyi response. Agreement
of KELA and SNAP4Dx® was only fair within the study population (kappa =
0.235). Another study comparing a conventional BLI@th a commercially @
ELISA assay showed a better agreement (kappa 4 0*5Fowever, in this study
a different conventional ELSIA was used and thedgtpopulation mainly
consisted of Bernese mountain dogs in which high@ibody prevalence is
expected” and this could influence the results. Due to ithtspecificity, KELA
can be recommended as excellent screening tesitivBosamples, however,
always need confirmation.

The SNAP4DX® showed a high sensitivity and very good specifivitih 84.2%
and 98.5%, respectively. However, other data repogzen higher sensitivity and
specificity of 98.8% (95% CI 95.4-99.9) and 100%%P&1 98.0-100) for the
SNAP®4Dx®.33" Three specimens with negative result in the SREPX® were
considered positive on WB. In contrast to othet ®gstems, including WB,
detectable antibodies against the [@&ptide decline rapidly after initiation of
antibiotic treatment® This would be a possible explanation for the riegaesult
in the SNAP4Dx® in dogs with WB patterns typical for an infectiddowever,
only one of these three animals had a confirmetbtyisof recent antibiotic
treatment. Other possibilities for the discrepadults may be that these were
indeed false negative results in the SNAPX®. This raises the question if a
single G peptide is able to detect antibodies againstpaties, especially in view
of the heterogeneity dBorrelia species in Europe. Data suggest that infections
with different Borrelia genospecies are possibly not detected ByECISA in
European patient§:*°A recent study using a murine mouse model confirthat
IR6 is highly antigenetically conserved among saof B. burgdorferi sensu
stricto andB. garinii. It also showed that thes ELISA had excellent sensitivity in
the detection of antibodies agair®t burgdorferi sensu stricto an@. garinii.
However, the intensity of murines@eptide immune responseBoafzeliseemed
to be strain-dependefit.Potentially, the three SNARDX®-negative dogs had a
B. afzeliiinfection that was not detected. Another possibikould be that these
dogs were not infected and that the WB results wetaally false positive. This
might be possible, as the WB is dependent on stiNgemterpretation of band
intensity? and identification of diagnostic bands can be icliff due to

nonspecific signals with similar molecular weight.
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Three specimens were tested positive in the SMBAR® without WB-confirmed
infection. One of the SNARDxX®-positively tested dogs was identified as
vaccinated with the WB. In other studies, none atomated animals showed
positive reaction in €ELISA.X**? A possible explanation for the SNAFDX®-
positive and WB-negative results could be an eayibody response.In
experimentally infected dogs, animals showed a gt@nantibody response four
to five weeks post infection, and 30.0% had del#etantibodies already three
weeks post infectioff In contrast, positive WB results were detectedivat to
eight weeks post infectioli:** Thus, potentially the three SNABDX®-positive
and WB-negative dogs (including the vaccinated dwae) an early infection. This
is also possible in the vaccinated dog, becauseinaton does not necessarily
protect from infectiorf”

In conclusion, both IFA-IgG and IFA-IgM showed I@sgnsitivity and specificity
and cannot be recommended as diagnostic testhdodetection of antibodies
againstB. burgdorferi KELA showed an excellent sensitivity, but an iffisient
specificity. Thus, this method is an excellent saieg test, but positive results
require confirmation in a subsequent second stepg.e with WB. The
SNAP®4Dx® testshowed an excellent agreement with WB testing, ¢hatently
is considered as gold standard. There were feweatiaat results, but it is unclear,
whether these are truly false negative or falsétipesSNAP 4Dx® testresults, or
if these results were rather discrepant due totstimings in the WB. Especially
in the early phase of infection, the SNA®X® might have a higher sensitivity
than the WB. However, it needs to be consideretlttea SNAP4DX® can show
negative results in animals infected wigh afzeliiand infected animals if treated
with antibiotics. Nevertheless, in animals not prated with antibiotics, the
SNAP®4DX°® is a first-ratein-house test to diagnose or to excliBterelia spp.

infection.
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Figure legend

FIGURE 1: Quantitative results in KELA and IFA-IgG relation to WB results;
the first vertical line gives the 1:64 titer as mgaal results, the second vertical
line gives the 1:128 titer as positive results; loeizontal line illustrates the 100
KELA Units as the positive cut-off value;

immunofluorescence assay (IFA), Western blot (WHEhetic enzyme-linked
immunosorbent assay (KELA)
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Tables

TABLE 1: Results of all 200 animals in the diffet¢ast systems (IFA-IgG and IFA-IgM, KELA, SNABDX®) compared
to the results in the gold standard WB. Twenty-0h200 animals were identified as infected by Ws, prevalence of
infection was 10.5% in this study;

positive (pos.), negative (neg.), immunofluoreseeassay (IFA), immunoglobulin G (IgG), immunoglabuM (IgM),

kinetic enzyme-linked immunosorbent assay (KELAg3#¢rn blot (WB)
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TABLE 2: Sensitivity, specificity (calculated witamples categorized with a WB as gold standardjptivee and positive

predictive values (and 95% confidence intervals)Fa&-IgG, IFA-IgM, KELA, and SNAP4DxX®. Equivocal results in

IFA-IgG and KELA were not included in the calcutatiof sensitivity, specificity, and predictive vakj when compared
to the gold standard WB;

positive predictive value (PPV), negative predietivalue (NPV), confidence interval (Cl), immunofiescence assay

(IFA), immunoglobulin G (IgG), immunoglobulin M (M), kinetic enzyme-linked immunosorbent assay (KELA

IFA-IgG IFA-IgM KELA SNAP ©®4Dx®

Sensitivity (%) 76.6 26.3 100 84.2

(95% C146.9-86.7) (95% C|11.8-48.8) (95% CI 83.2-100)  (95% Cl 62.4-94.5)

Specificity (%) 87.1 81.0 75.4 985

(95% C180.1-91.9) (95% Cl 73.6-86.7) (95% CI 67.0-82.1)  (95% Cl 94.8-99.6)

PPV (%) 42.9 16.1 38 88.9

(95% C126.5-60.9)  (95% CI7.1-32.6)  (95% CI 25.9-51.6)  (95% CI 67.2-96.9)

NPV (%) 95.6 88.8 100 97.8

(95% C190.1-98.1) (95% CI82.1-93.2)  (95% CI 96.1-100)  (95% Cl 93.8-99.3)
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TABLE 3: Agreement (kappa values) of the differpatformed test systems (IFA-IgG and IFA-IgM, KELSINAPPADX®,
and WB). Kappa values were interpreted as folldwgpa < 0 = no agreement, kappa 0-0.19 = poor agrete kappa
0.20-0.39 = fair agreement, kappa 0.40-0.59 = nabel@greement, kappa 0.60-0.79 = substantial agregkappa 0.80—
1.00 = almost perfect agreement;

immunofluorescence  assay (IFA), immunoglobulin ©§G), immunoglobulin M (IgM), kinetic enzyme-linked

immunosorbent assay (KELA), Western blot (WB)

IFA-IgG IFA-IgM KELA SNAP ®4Dx® WB
IFA-IgG - 0.119 0.409 0.506 0.451
IFA-IgM 0.119 - 0.044 0.106 0.058
KELA 0.409 0.044 - 0.235 0.445
SNAP®4DX? 0.506 0.106 0.235 - 0.847

WwB 0.451 0.058 0.445 0.847 -
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FIGURES

FIGURE 1: Quantitative results in KELA and IFA-Igrelation to WB results.

The first vertical line gives the 1:64 titer as smaal result, the second vertical line gives thE28 titer as positive result;
the horizontal line illustrates the 100 KELA Units the positive cut-off value;

immunofluorescence assay (IFA), immunoglobulin @Q), kinetic enzyme-linked immunosorbent assay (KEL

Western blot (WB)
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Abstract

Background: Anaplasma (A.) phagocytophilumfection is common in dogs, but
the best way to diagnose an infection is still determined. Currently, antibody
detection methods are frequently used in veteringrgctice. In addition,
polymerase chain reaction (PCR) is available foealidetection of the bacterium.
It is still unknown, how well the different diagrtessmethods correlate.
Objectives: Therefore, aim of the study was to compare twabady tests,
immunofluorescence test (IFA) and the in-house BLISNAP®4Dx®, and to
determine the correlation of these methods with BgRvaluating the sensitivity
and specificity of the antibody tests when compde®CR as direct detection
method.

Methods: Sera of 200 prospectively included dogs were deftethe presence of
antibodies toA. phagocytophilursing IFA and SNAPADX®. Direct detection of
the organism in whole blood was performed with PGRnsitivity, specificity,
and predictive values, including their 95% conficenntervals, were calculated
for IFA and SNAP4DX® in relation to PCR.

Results: Sensitivity of both IFA and SNARDx® was 100% (95% CI 51.01 —
100). Specificity of IFA was 52.9% (95% CIl 50.4264.17), specificity of
SNAP®4DxX® was 57.4% (95% Cl 45.83 — 59.70). Agreement of kattibody
tests was only fair (kappa 0.334).

Conclusions:With their excellent sensitivity, IFA and SNABDX® can be useful
as screening methods. Their specificity, howeveas iow, and agreement
between both antibody tests was insufficient. Thesald be false positive
antibody test results or PCR could be false negativnany dogs that are actually

infected.
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Introduction

Anaplasma (A.) phagocytophilum causative agent of the tick-borne canine
granulocytic anaplasmosis, is a pleomorphic obdigettracytoplasmic Gram-
negative bacterium belonging to the famlyaplasmataceak.

Granulocytes, mainly neutrophils but also eosinisplaire the main targets of this
organism.A. phagocytophiluniives within the cytoplasma where it replicates in
membrane-bound vesicles. Replication results infah@ation of microcolonies,
called “morulae®* In dogs, five genetic variants @&. phagocytophilunwere
detected, differentiated by one or two nucleotidiéetknces in the 16S rRNA
gene sequence at nucleotide positions 54, 84,r&861a0° It is still unclear, to
which extend the genetic variants affect the pathagty of different A.
phagocytophilunstrains®”’ but recent data suggest strain-dependent diffeseinc
infection dynamic$.1t has been shown thAt phagocytophiluninfection persists

in dogs after experimental inoculatidh’? The same is expected after natural
infection, but this has not been proven in thedfigt!'?

For detection ofA. phagocytophiluminfection, indirect methods, such as
immunofluorescence tests (IFA) and enzyme-linkedmimosorbent assays
(ELISA), as well as direct methods, such as miapgeculture, and polymerase
chain reaction (PCR), are available.

In veterinary practice, antibody measurement by tfALISA is frequently used
for detection ofA. phagocytophiluninfection® However, during the acute phase
of infection, antibody tests can reveal negativaults, because during the short
incubation period, antibody production lags behihd development of clinical
diseas€™'**® In addition, antibody detection techniques carrgvesal
limitations. Conventional whole-cell antigen-basEdA or ELISA methods suffer
from potential cross-reaction with other rickettsagents, includingAnaplasma
(A.) platys and E. canis>®*®!’ Especially in the case of IFA, significant
interlaboratory differences caused by individuakipretation of the laboratory
carrying out the test and the lack of objective-afit values can make
interpretation of test results difficuft.

Besides IFA and conventional whole cell ELISA, aambinant p44/MSP2
ELISA (SNAP4Dx®, IDEXX, Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) bewa
recently commercially available This test system uses the synthetic peptide

derived from the immunodominant p44 major outefas@ protein. It produces
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fast results and can be used as an in-house mrdaest However, also with this
assay, possible cross-reactions with other clossbted species, liké. platys,
cannot be excludetf:®

For the direct detection &. phagocytophilumculture, microscopic examination,
as well as PCR are available. If cultivation of thacterium is successful,
infection with A. phagocytophilunis proven. However, culture with specialized
recipient cells (mammalian or tick origin) is udyatot available in commercial
laboratories and takes up to several weeks to geoweliable results. Further,
prior treatment with antibiotics can decrease $meityi making this technique
difficult in pre-treated patienfsThus, benefit of culture as diagnostic tool is
limited.

Evidence of morulae in stained peripheral blood asés indicative of an acute
infection with A. phagocytophilumMorulae were detectable from day four to day
14 after inoculation in one study in experimentaijected dogs? while in
another canine model, morulae were only presentday 10 and 11 post
infection® Thus, morulae are not even detected in every adcytaagocytophilum
infection, and sensitivity of this method is IdWin addition, detection of these
inclusion bodies is not specific because morulae alao result from infection
with otherEhrlichia spp., includinge. ewingiiandE. canis®

PCR for detection of.. phagocytophilunis a sensitive and specific methidd?
PCR is able to detect the organism already in eddges of infection. Studies in
experimentally infected dogs revealed positive R€&ults as early as two days
post infectior, PCR stayed positive in experimentally infectedslapg to day 20
post infection in one study and was still positatehe end of the study period on
day 60 in another study, respectivefy? In immunosuppressed animals, PCR
even remained positive for up to several we8kislowever, detection of the
organismvia PCR is dependent on the number of circulating gthpwhich can
periodically differ during infection. Thus, somefanted animals may show
negative PCR result§:**!

There are no studies so far comparing the diagnesiue of the IFA and the
SNAP®4DX® for detection of antibodies against phagocytophilumor one of
these two test systems with PCR. Thus, the ailhef&tudy was to compare two
antibody testing methods, IFA and SNA®X®, and to determine how well these

indirect detection methods correlate with PCR tsshbl evaluating sensitivity
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and specificity of IFA and SNARIDx® when compared to PCR as direct
detection method.

Materials and Methods

Dogs

Two hundred dogs that were presented to the Cbhi&mall Animal Internal
Medicine of the LMU University of Munich, Germanfrom October 2006 to
February 2008 were prospectively included in thuegt All animals were client-
owned patients of different age, gender, and br&mys were either healthy
(presented for a yearly health check) or were miteskefor various clinical sings.
Sera of all dogs were tested for the presence tdfaties toA. phagocytophilum
using IFA and the SNARIDX® test. For direct detection of the organism,
ethylene-diamine-tetraacetic-acid (EDTA) anticoatgd blood of every dog was
tested by PCR.

Antibody testing
Each single serum specimen was screened for tserpre ofAnaplasmaspecific
antibodies by IFA and the SNABDX®.

IFA

IFA was used to detect specific antibodieat@hagocytophilumFA slides were
obtained from Sekisui Virotech GmbH (RUsselsheiragn@any). IFA uses whole
organisms grown in cell culture as the source ofibadtes as described
earlier’?® Serial dilutions of serum were incubated for 3t i 37°C followed
by a washing step of three times 5 min in PBS bufie a second step, slides
were incubated with FITC conjugate (Sigma-AldricimiH, Germany) in an
earlier established working solution for 30 min3afC with subsequent washing
procedure as described earfief? Evaluation was performed microscopically; a
titer of < 1:40 was considered negative, a titer d-40was considered positive

for the presence of antibodiesAophagocytophilum.

SNAP®4Dx®

Whole blood was tested immediately after collectifum the presence of
antibodies againstA. phagocytophilum with the SNAP4Dx® (IDEXX,
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA) ELISA folllmg the manufactures

instructions. Each test kit consists of a coatedrimavith five blue spots in the
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result window. These spots contain specific peptiae antigens for the detection
of antibodies againstA. phagocytophilum Borrelia (B.) burgdorferj and
Ehrlichia (E.) canisand specific capture antibodies for the detectioDioffilaria
(D.) immitisantigen. One spot serves as a positive controérAsdttivation of the
test kit, both the wash and substrate solution fid@ng the coated matrix. The
detection of antibodies . burgdorferj E. canisandD. immitisantigenwas not

subject of this study.

PCR

DNA was extracted from 200 ul EDTA blood using ancoercial kit (BioSprint®
15 DNA Blood Kit, Qiagen, Germany) according to meacturer’s instructions.
All DNA extracts were subjected to a fluorescenbhm-based real-time PCR
protocol specific for thgroEL gene ofA. phagocytophilumPCR was performed
in a 20 pl-reaction volume containing 10 pl Tagfh@mx Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Germany), 1 pl of a 20 xigBbbm Tagmah gene
expression assay (Applied Biosystems, Germany) dasmgrprimers and probe,
and 9 ul of the extracted sample DNA. Amplificatioansisted of an initial
denaturation step at 95°C for 10 min, followed Byc¥cles of denaturing (95°C
for 15 s) and annealing/extension (60°C for 30sshgithe real-time PCR device
Rotorgene 6000 (Qiagen, Germany). Each PCR runded negative controls to
exclude the presence of contaminants as well asiygosontrols to validate the
test. Absence of PCR inhibitors was proven by dse mublished internal control

system for each DNA sampfé.

Statistical Analysis

Data were analyzed using MS Excel (Microsoft Irfeeattle, USA, 2010) and
SPSS (version 19, IBM SPSS Inc, Armonk, New YorkSA). Sensitivity,
specificity, and predictive values, including th8b% confidence intervals, were
calculated for the antibody detection methods, l&#d SNAP4DX®. In this
study, PCR as direct detection method was used terndme infection status.
Sensitivity calculation was performed by dividifgetnumber of true positives by
the number of true positives plus number of falseyatiees. Specificity
calculation was performed by dividing the number tafe negatives by the
number of true negatives plus number of false pesit The positive predictive



V. Studie IlI 75

value (PPV) was defined by the ratio of true pwssito combined true and false
positives. The negative predictive value (NPV) wa$ined by the ratio of true
negatives to combined true and false negatives.

Differences in IFA levels between dogs with positand negative results in the
SNAP®4DxX® and between dogs with positive and negative résuRCR were
statistically analyzed using Mann-Whitney-U tesigrificance level wag <
0.05. Agreement between IFA and SNAPX® was assessed using kappa with
the assessment of Landis and KGth.
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Results
Results of all tested specimens in IFA, SNABX®, and PCR are listed in Table
1.

Prevalence of infection

PCR identified the presence @&. phagocytophilumin 4 of 200 animals.
Therefore, prevalence of PCR-positive dogs was 2i0%e tested population.
Antibody prevalence as detected by IFA was 48.0%/2(H. Antibody

prevalence as detected by SNAPX® was 43.5% (87/200).

Sensitivity, specificity, PPV, and NPV of antibody ésts

Sensitivity, specificity (and 95% confidence intais), PPV, and NPV of IFA and
SNAP®4Dx®, when compared to PCR for the detectionAofphagocytophilum
infection, are listed in Table 2. All infected dodstected by PCR had antibodies
in IFA aswell as in the SNAP4ADX®. Therefore, sensitivity and NPV of IFA and
SNAP®4DX® was 100%.

Agreement between antibody tests

Seventy-six dogs had negative results in both adyiliests. Fifty-nine dogs had
positive results in both antibody tests. Thirty-eewdogs had negative results in
the SNAP4Dx® and positive result in the IFA. Twenty-eight ddusd positive
result in the SNAPADX® and negative result in the IFA.

Agreement of the two antibody detection methods erauated using Kappa
calculation. Kappa values were interpreted as fdlowO = no agreement; 0.0 —
0.19 = poor agreement; 0.20 — 0.39 = fair agreen@dd — 0.59 = moderate
agreement; 0.60 — 0.79 = substantial agreemen®, ©.8.0 = almost perfect

agreement. IFA and SNARDX® showedair agreement (Kappa value 0.334).

IFA titers

Positive IFA titers ranged from 1:40 to 1:5120 (eaB). The four PCR-positive
dogs had IFA titers of 1:320, 1:640, 1:1280, ansil20. Median IFA titers of
PCR-positive dogs was 1:1000, median IFA value GRFegative dogs was
“negative”. Median IFA titers of SNARIDx®-positive dogs was 1:40, of
SNAP”4Dx®-negative dogs was “negative”. Dogs with positiv@RPresults had
significantly higher IFA titers than dogs with néga PCR result (p = 0.001).
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Dogs with positive SNAPADX® test resulthad significantly higher IFA titers
than dogs with negative result in the SNAPX® (p < 0.001).

PCR-positive dogs

All four PCR-positive dogs had clinical signs. Tirst dog was diagnosed with
pneumonia. This dog showed mild thrombocytopeni29@00 181) and
neutrophilia with left shift. The second dog haditacgastroenteritis with no
laboratory abnormalities. The third dog was diagaosvith a gastric foreign
body. Besides vomiting, there were no clinical alydratory abnormalities in this
dog. The fourth dog had not only a positdvephagocytophilunantibody test, this
dog also tested positive f@&. canisantibodies in the SNARDX®. An E. canis
PCR was performed which revealed a negative re3iié dog had a recent
travelling history (Spain). It was presented witbverely reduced general
condition, fever, and pale mucous membranes. Thg aleo had a marked
thrombocytopenia (15.000 %), mild anemia and anti-platelet antibodies. &sw
euthanized due to worsening of the clinical coondsi combined with financial

constrains of the owners.
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Discussion

The aim of this study was to compare different dasgic tools for the detection
of A. phagocytophilumin dogs, including IFA, SNARDX®, and PCR, by
investigating 200 blood samples from individual sloghe prevalence of direat
phagocytophilundetection within the study population, as determliby PCR,
was 2.0%. A recent study evaluatidg phagocytophilumnfection in dogs in
Northeast Germany revealed a slightly higher pexwad ofA. phagocytophilum
infection by PCR of 5.7%. In that study, there wassignificant difference in
PCR results between sick dogs in which anaplasnwass suspected (n = 258)
and healthy dogs (n = 26%) Data of a group in the USA, however, found only
3.0% PCR-positive dogs in healthy animals (n = 222} 37.0% PCR-positive
dogs among suspected clinical cases (n =*51hen comparing those two
studies, it appears th&. phagocytophiluminfection seems to be much more
common in diseased dogs than in healthy ones V8%, while this difference is
not present in Germany. This could indicate thagphagocytophilunstrains in the
USA are more virulent than the strains circulatingGermany, leading more
commonly to clinical signs. Indeed in humans, syonptic infection in European
patients seems to be rarer and less severe thanithhi®rth Americ&:*’

In the present study, all PCR-positive dogs hadtipesresults in both antibody
tests, the IFA and the SNABDX®. Thus, both antibody tests had excellent
sensitivity (IFA and SNAP4DX® sensitivity 100%, 95% Cl 51.01 — 100).
Consequently, based on these data, both tests dmuldonsidered excellent
screening tests and useful for exclusion of anciida with A. phagocytophilum
However, different antibody detection methods hlagen shown to fail to detect
antibodies in very early infectioh:****°depending on the method, antibodies
were detected not before eight to 30 days after rempatal infection withA.
phagocytophilunf®*® A study in naturally infected dogs even reporthdt tin
26.7% of PCR-positive dogs, no antibodies couldétected by IFA® Certainly,
one limitation of the present study is that the bamof PCR-positive dogs is very
low and thus, the excellent sensitivity has toriierpreted with respect to the low
number of infections detected by PCR.

Specificity of both antibody detection methods was when compared to PCR
(IFA, 52.9% (95% Cl 50.42 — 64.17), SNAMDX® 57.4% (95% Cl 45.83 —
59.70)). There are several explanations for the $pacificity. Cross-reactions

with other related agents, lik® platysor E. ewingii may lead to false positive
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results”*® However, neitheA. platysnor E. ewingiiis endemic in GermaA§?®*°
and the majority of the dogs in the study popufatiad no recent travel history.
More likely, these results reflect previous cont@ch. phagocytophilunkeading
to persisting antibody response. Duration of detdet antibodies in naturally
infected dogs is still debated. In one study wikperimentally infected dogs,
antibodies were still detectable at the end ofstely period of 4 monthS.After
field infection, antibodies seem to be detectablendonger; while in one study
antibodies detected by IFA declined below detectiont after 4 months, in
another study, antibodies were still detectablerat2 months:** One recent
study followed SNAB4DX® results in fourA. phagocytophiluainfected dogs.
The four infected dogs became negative in the SNER® after 22, 25, 28, and
36 months?! In human patients, antibodies can even persistafoleast three
years®! The relevance of persisting antibodies, howeestill unclear. Only if
infection would persist lifelong, a positive resuit antibody detection methods
would also prove active infection. The true dunatod infection, however, has not
been fully evaluated in field infection, neither treated, nor in untreated dogs.
Thus, the high number of antibody-positive dogsthe present study could
actually represent dogs that are still infecteditocould represent dogs with
previous antigen contact without active infecti@m the other hand, it is unclear,
how long bacteremia exists in naturally infecteddagd how long the agent is
truly detectable by PCR after field infection. larhan granulocytic anaplasmosis,
bacteremia was reported to exist no longer thard@g>' However, data of
experimentally infected dogs showed persistencé.ophagocytophilunDNA
detectable by PCR in peripheral blood for at le@8t days and another
investigation even revealed long-time positive P@Bults of up to six month
after experimental inoculation in dogs undergoingymunosuppressant
treatment’ On the other hand, it might be possible that duratural infection,
PCR results are only intermittentlypositive despite presence OA.
phagocytophilum This can be possible if bacterial load in theodlas very
low.**1%2*And in this case, antibody detection would actub# the better tool to
diagnose a persisting. phagocytophilumnfection. Thus, the question if the
antibody tests are truly false positive could ooéyanswered if antibodies would
be detected in SPF dogs that never had exposéepisagocytophilum
Interestingly, agreement between both antibody atiete methods IFA and
SNAP®4Dx® was onlyfair (Kappa value 0.334). Sixty-five results didt rmgree.
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Thirty-seven dogs were IFA-positive but SNA®X®-negative; twenty-eight
dogs were IFA-negative but SNABDX®-positive. IFA is a whole-cell detection
method while the SNARIDX® uses synthetic peptides. This can explain why
specificity of the IFA with 52.9% (95% CI 50.42 4.67) was lower than that of
SNAP®4Dx®. The 37 IFA-positive, SNARIDX®-negative dogs had significantly
lower IFA titers than the SNARDx®-positive dogs (Table 3). Only seven
SNAP®4Dx®-negative dogs had an IFA titer greater or equah tha80. Thus,
cross-reactivity of the IFA in dogs with low titessmost likely. Other reasons for
false positive reactions in IFA in general are sabyity in interpretation and lack
of standardization. Differences in detection timeinp could be another
explanation for the low agreement of both antibtelts in dogs in early stage of
infection. The results of an experimental studyngsboth antibody detection
methods showed that antibodies were detected reaiiie IFA (10 to 14 days)
than with SNAP4DX® (17 to 30 days post inoculatichHowever, manufacturers
data reported that the SNA#DX® was able to detecA. phagocytophilum
antibodies as soon as eight days post experimgritdéiction3? There also may
be differences in how long after infection antitesdcan be detected by the two
different methods, but this is not known to daténafy the SNAP4Dx®-
negative, IFA-positive dogs could be explained twy ¢ut-off of the SNAPADX®
that might only detect antibodies above a certauell However, although most
SNAP®4Dx®-negative dogs had IFA titer of 1:40 (see Tables8ne had much
higher titers, indicating really false negative SRPADX® or false positive IFA
results.

Results of a study from the SNA#DXx® manufacturer IDEXX, Laboratories Inc.
(Westbrook, ME, USA) assessing agreement of IFA SNAP4Dx® revealed
almost perfect agreement of both antibody testppia= 0.990% It is very
difficult to explain, why the results of the presestudy contradict the results
presented by IDEXX. The low agreement between batkibody detection
methods rather supports the conclusion that malsg faositive results can occur
in both methods.

Dogs with positive PCR results had significantlgher IFA values than dogs
with negative PCR result (p = 0.001), and all PGRHwe dogs had titers
1:320. This may indicate that low IFA titers arghex caused by unspecific
reactions and are not diagnostic for infection. Oiféerence in titers of PCR-

positive and PCR-negative dogs can be considereah aadvantage of the IFA
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methods compared to the SNADX®, because SNARIDX® only reveals
positive or negative results without quantificatitinthe IFA cut-off value would
be set at a titer of 1:80, specificity of the IFA would have been muadhier.

All four dogs with positive PCR were sick; howevier all three of the four dogs,
clinical signs could be explained by another diseamrelated to theA.
phagocytophilumnfection. One dog with positive PCR had respimagymptoms
caused by severe pneumonia that likely cause disagd intravascular
coagulation causing mild thrombocytopenia. Althougld respiratory symptoms
have infrequently been described in canfephagocytophiluninfections and
are also described in human infectiGhsother causes for the respiratory
symptoms in this dog are much more likely. In tleead dog with acute
gastroenteritis, as well as in the third dog witstgc foreign body, all clinical
signs can be explained by the other disease arfmhaiags were consistent with
anaplasmosis. The fourth dog did not only havebadies toA. phagocytophilum
in the SNAP4Dx® as well as in IFA (in addition to the positivA.
phagocytophilumPCR), it also had antibodies t6. canis All clinical and
laboratory findings of this dog could be explain®dehrlichiosis. The dog had
travelled to Spain which would make infection wih canislikely. However E.
canis PCR was negative aml. phagocytophilunPCR is very specific foA.
phagocytophilum and does not detecE. canis. In addition, the A.
phagocytophilumFA titer in this dog was very high (1:5120). Thitss possible
that theE. canisantibody test result was a false positive resaltg., a cross-
reaction withA. phagocytophilunantibodies, and that the dog actually only was
infected withA. phagocytophilumThis however, is not that likely because the
SNAP®4DX® Ehrlichia analyte is known to have excellent specificity of
100%°>>*% potentially, the dog had infection with both paéns and thus, it is
not clear whether the clinical and laboratory figh are caused bw.
phagocytophilunor rather byE. canisinfection. Clinical and laboratory findings
in both infections can be very similar.

The major limitation of this study is that the compan was performed between
methods detecting antibodies on the one hand anB EEtecting theA.
phagocytophilumDNA on the other hand. Kinetics ok. phagocytophilum
infection and not shortcomings of the antibody diéb@ methods may be the
reason for the antibody-positive, PCR-negative ddggss makes results difficult

to interpret. However, there is no currently acedpgold standard for the
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detection ofA. phagocytophilunmfection, and thus, a direct detection method (in
this case PCR) was chosen. Another limitation ésltlv number of PCR-positive
dogs making assessment of the specificity of theeantibody tests difficult.

In conclusion, the two antibody detection methdes and SNAP4DX® showed
excellent sensitivity (100%). Thus, they can bdulsas screening tests to rule out
A. phagocytophiluminfection. If used as initial test, the SNAMDX® has
advantages over IFA methods due to its easy ardirfadsouse performance.
Specificity of both antibody tests when comparedP@R was low (IFA 52.9%,
SNAP®4Dx®57.4%) and agreement between both antibody testsbad. It is
unclear however, whether these were all false ipesresults or whether rather

the PCR displayed false negative results in dogfswviiere truly infected.



V. Studie IlI 83

Acknowledgements

We thank IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, MESA for providing the

SNAP®4Dx® test system for the study.

Disclosure: The authors declare that they have iman€ial interest and
involvement in any company that manufactures prtsdubat are used and
discussed in the present study. All authors dedlat no conflict of interest

exists.



84 V. Studie IlI

References

1. Dumler JS, Barbet AF, Bekker CP, et al. Reozgtion of genera in the
families Rickettsiaceaeand Anaplasmataceaen the orderRickettsiales
unification of some species d@hrlichia with Anaplasma Cowdria with
Ehrlichia andEhrlichia with Neorickettsia descriptions of six new species
combinations and designation dhrlichia equi and 'HGE agent' as
subjective synonyms ofEhrlichia phagocytophila Int J Syst Evol
Microbiol. 2001;51:2145-2165.

2. Dumler JS, Choi KS, Garcia-Garcia JC, et al. Hamgranulocytic
anaplasmosis andAnaplasma phagocytophilumEmerg Infect Dis.
2005;11:1828-1834.

3. Woldehiwet Z. The natural history @naplasma phagocytophilunvet
Parasitol. 2010;167:108-122.

4. Ismail N, Bloch KC, McBride JW. Human ehrlichi®sand anaplasmosis.
Clin Lab Med. 2010;30:261-292.

5. Poitout FM, Shinozaki JK, Stockwell PJ, Holla@d, Shukla SK. Genetic
variants of Anaplasma phagocytophilumnfecting dogs in Western
Washington State. J Clin Microbiol. 2005;43:796—-801

6. Carrade DD, Foley JE, Borjesson DL, Sykes JEnir@a granulocytic
anaplasmosis: a review. J Vet Intern Med. 2009 22391+1141.

7. Silaghi C, Kohn B, Chirek A, et al. Relationstupmolecular and clinical
findings onAnaplasma phagocytophilumvolved in natural infections of
dogs. J Clin Microbiol. 2011;49:4413-4414.

8. Scorpio DG, Dumler JS, Barat NC, et al. Compagastrain analysis of
Anaplasma phagocytophilummfection and clinical outcomes in a canine
model of granulocytic anaplasmosis. Vector Borneordiic Dis.
2011;11:223-229.

9. Chandrashekar R, Mainville CA, Beall MJ, et &erformance of a
commercially available in-clinic ELISA for the det®on of antibodies
against Anaplasma phagocytophilymEhrlichia canis and Borrelia
burgdorferi and Dirofilaria immitis antigen in dogs. Am J Vet Res.
2010;71:1443-1450.



V. Studie IlI 85

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Egenvall A, Lilliehook I, Bjoersdorff A, et aDetection of granulocytic
Ehrlichia species DNA by PCR in persistently infected doget Rec.
2000;146:186-190.

Eberts MD, Vissotto de Paiva Diniz PP, Beall ,MStillman BA,
Chandrashekar R, Breitschwerdt EB. Typical andiefypnanifestations of
Anaplasma phagocytophilumfection in dogs. J Am Anim Hosp Assoc.
2011;47:86-94.

Egenvall AE, Hedhammar AA, Bjoersdorff Al. Gtal features and
serology of 14 dogs affected by granulocytic ehribsis in Sweden. Vet
Rec. 1997;140:222-226.

Neer TM, Breitschwerdt EB, Greene RT, Lappin.MR®nsensus statement
on ehrlichial disease of small animals from thesatibus disease study
group of the ACVIM. American College of Veterinainternal Medicine. J
Vet Intern Med. 2002;16:309-315.

Greig B, Asanovich KM, Armstrong PJ, Dumler I&:ographic, clinical,
serologic, and molecular evidence of granulocyticliehiosis, a likely
zoonotic disease, in Minnesota and Wisconsin ddg<lin Microbiol.
1996;34:44-48.

Kohn B, Galke D, Beelitz P, Pfister K. Clinic&atures of canine
granulocytic anaplasmosis in 18 naturally infeatledis. J Vet Intern Med.
2008;22:1289-1295.

Nicholson WL, Comer JA, Sumner JW, et al. Andiiect
immunofluorescence assay using a cell culture-ddrantigen for detection
of antibodies to the agent of human granulocyticli@hosis. J Clin
Microbiol. 1997;35:1510-1516.

Suksawat J, Hegarty BC, Breitschwerdt EB. Sesadence ofthrlichia
canis Ehrlichia equj andEhrlichia risticii in sick dogs from North Carolina
and Virginia. J Vet Intern Med. 2000;14:50-55.

Diniz PP, Beall MJ, Omark K, et al. High preerate of tick-borne
pathogens in dogs from an Indian reservation intheastern Arizona.
Vector Borne Zoonotic Dis. 2010;10:117-123.

Egenvall A, Bjoersdorff A, Lilliehook I, et alEarly manifestations of
granulocytic ehrlichiosis in dogs inoculated expemtally with a Swedish
Ehrlichia species isolate. Vet Rec. 1998;143:412-417.



86

V. Studie IlI

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Beall MJ, Chandrashekar R, Eberts MD, et afolSgical and molecular
prevalence ofBorrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilurand
Ehrlichia species in dogs from Minnesota. Vector Borne Zd&ionDis.
2008;8:455-464.

Granick JL, Armstrong PJ, Bender JBnaplasma phagocytophilum
infection in dogs: 34 cases (2000-2007). J Am VetdMAssoc.
2009;234:1559-1565.

Walls JJ, Aguero-Rosenfeld M, Bakken JS, etnéér- and intralaboratory
comparison ofehrlichia equiand human granulocytic ehrlichiosis (HGE)
agent strains for serodiagnosis of HGE by the imrfluncescent-antibody
test. J Clin Microbiol. 1999;37:2968-2973.

Comer JA, Nicholson WL, Olson JG, Childs JErofmic testing for
human granulocytic ehrlichiosis at a national nefercenter. J Clin
Microbiol. 1999;37:558-564.

Hoffmann B, Depner K, Schirrmeier H, Beer M.uAiversal heterologous
internal control system for duplex real-time RT-P@Rsays used in a
detection system for pestiviruses. J Virol Meth@{¥6;136:200-209.
Landis JR, Koch GG. The measurement of obseagreement for
categorical data. Biometrics. 1977;33:159-174.

Kohn B, Silaghi C, Galke D, Arndt G, Pfister Ikfections withAnaplasma
phagocytophilunin dogs in Germany. Res Vet Sci. 2011;91:71-76.
Blanco JR, Oteo JA. Human granulocytic ehrbsks in Europe. Clin
Microbiol Infect. 2002;8:763—772.

Dyachenko V, Pantchev N, Balzer HJ, Meyerseisthaubinger RK. First
case ofAnaplasma platysnfection in a dog from Croatia. Parasit Vectors.
5:49.

Menn B, Lorentz S, Naucke TJ. Imported andditang dogs as carriers of
canine vector-borne pathogens in Germany. Parasitovs. 2010;3:34.
Hamel D, Rohrig E, Pfister K. Canine vectordmdisease in travelled dogs
in Germany--a retrospective evaluation of labosatdata from the years
2004-2008. Vet Parasitol. 2011;181:31-36.

Bakken JS, Dumler S. Human granulocytic anaptass. Infect Dis Clin
North Am. 2008;22:433—-448.



V. Studie IlI 87

32.

33.

34.

35.

Chandrashekar R, Mainville C, Daniluk D. Pariance of an in-clinic test,
SNAP 4Dx, for the detection of antibodies to carmgnanulocytic infection,
Anaplasma phagocytophilufabstract]. J Vet Intern Med. 2008:820.
Dumler JS, Madigan JE, Pusterla N, Bakken J8lidBioses in humans:
epidemiology, clinical presentation, diagnosis, drehtment. Clin Infect
Dis. 2007;45 Suppl 1:S45-51.

Plier ML, Breitschwerdt EB, Hegarty BC, Kidd LBack of evidence for
perinatal transmission of canine granulocytic aasiplosis from a bitch to
her offspring. J Am Anim Hosp Assoc. 2009;45:2323-23

Breitschwerdt EB, Hegarty BC, Hancock Sl. Sedjak evaluation of dogs
naturally infected withEhrlichia canis Ehrlichia chaffeensisEhrlichia
equi Ehrlichia ewingii or Bartonella vinsonii J Clin Microbiol.
1998;36:2645—-2651.



88 V. Studie IlI

Tables

TABLE 1: Results of all 200 animals in the two difént antibody assays (IFA and SNAPX®) compared to the PCR
results. Four of 200 animals were identified agdtéd by PCR; thus, prevalence of dir&ctphagocytophilundetection
was 2.0 % in this study;

positive (pos.), negative (neg.), immunofluoreseerassay (IFA), polymerase chain reaction (PCR)aplasma

phagocytophilunfA. phagocytophiluin

IFA IFA SNAP®4DX® SNAP®4Dx"
pos. neg. pos. neg.
A. phagocytophilum
detected by PCR 4 0 4 0
(n=4)
A. phagocytophilum not
detected by PCR 92 104 83 113
(n =196)
total
96 104 87 113

(n = 200)
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TABLE 2: Sensitivity, specificity, negative and [itoge predictive values (and 95 % confidence inadsy of IFA and

SNAP?4DX®, when compared to the PCR as direct detectionadeth

positive predictive value (PPV), negative predietivalue (NPV), confidence interval (Cl), immunofiescence assay

(IFA), polymerase chain reaction (PCR)

IFA SNAP®4DX®

Sensitivity (%) 100 100

(95% CI 51.01 — 100) (95% CI 51.01 — 100)
Specificity (%) 52.9 57.4

(95% CI150.42 — 64.17) (95% Cl 45.83 — 59.70)
PPV (%) 4.2 4.6

(95% CI 1.80 — 11.23) (95% CI 1.63 — 10.23)
NPV (%) 100 100

(95% Cl1 96.68 — 100)

(95% C1 96.04 — 100)
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TABLE 3: IFA titers in animals with positive andgative PCR and in animals with positive and negaBNAP4Dx®
results, respectively. Dogs with positive PCR rsshiad significantly higher IFA values than dogshwiegative PCR
result (p = 0.001); dogs with positive SNMDX® test resulthad significantly higher IFA values than animalghwi
negative result in the SNARDX® (p < 0.001);

immunofluorescence assay (IFA), polymerase chaiatien (PCR)

IFA titer PCR PCR SNAP®4Dx® SNAP®4Dx”
pos. neg. pos. neg.
(n=4) (n =196) (n=87) (n=113)
negative 0 105 29 76
1:40 0 56 26 30
1:80 0 3 1 2
1:320 1 12 10 3
1:640 1 9 9 1
1:1280 1 9 10 0
1:2560 0 1 1 0

1:5120 1 1 1 1
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V1. DISKUSSION

Diese Arbeit umfasst drei Studien, die sich mitEegivalenz, klinischen Relevanz
und Diagnostik von Infektionen mi. burgdorferiund A. phagozytophilunbei
Hunden beschaftigten.

In der ersten Studie ,Prevalence of antibodiesreg&orrelia burgdorferisensu
lato and Anaplasma phagocytophilynand their clinical relevance in dogs in
Munich, Germany* wurden 448 Hunde randomisiert alds Vorliegen
spezifischer Antikdrper gegen die von Zecken Ubgdnen ErregerB.
burgdorferi sl undA. phagozytophilununtersucht. In dieser Population, die aus
unterschiedlichen Patienten der Medizinischen Kietklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen bestand, wurde fdas Vorliegen von
Antikdrpern gegenB. burgdorferi eine Pravalenz von 4,9 % ermittelt. Die
Pravalenz fur das Vorliegen von Antikdrpern gederphagozytophiluntag bei
19,4 %. Antikorper gegen beide Erreger konnten P& % der Hunde
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind vengkicmit denen einer
anderen aktuellen Studie, die die Pravalenz voik8rgern gegeB. burgdorferi

sl undA. phagozytophilurbei Hunden deutschlandweit untersuchte (KRUPKA et
al., 2007).

Auffallig war, dass sich die ermittelte Antikorpedipalenz bei Hunden
gegensatzlich zu der Infektionsrate bei Zecken irdd8utschland verhielt.
Uberlegungen, dass Unterschiede in der Ubertrageitggu dieser Differenz
fiuhren konnten, sind nicht zielfihrend, denn bei@greger benotigen
gleichermal3en einen Zeitraum von etwa 48 Stundergftektiv vom Vektor auf
das Saugetier tbertragen zu werden (HODZIC efl@888; KATAVOLOS et al.,
1998; DES VIGNES et al., 2001). Eher kdnnten Urdeiede in der Reaktion des
Immunsystems auf eine Infektion mit beiden Erregane Rolle spielen. So ist es
denkbar, das#\. phagozytophilunals intrazellularer Erreger das Immunsystem
eines Wirtes schneller und effizienter umgeht aks elrazellulare BakteriurB.
burgdorferisl (STRAUBINGER et al., 2008).

Die Pravalenz von Antikdrpern gegBnburgdorferisl in der vorliegenden Studie
war deutlich geringer als die einer friheren Stumlis dem Raum Bayern. In

dieser friheren Studie hatten 35,5 % der HundekArger gegen den Erreger
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(WEBER et al., 1991). Die Verwendung unterschiddiic Testsysteme ist eine
Erklarung fur diese Differenz. In der vorliegend&tudie wurde mit dem
SNAP®4DX® (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA)ine
Testsystem verwendet, das ein einzelnes, hochsmélEs synthetisches Peptid,
das G-Peptid zur Antikorperdetektion nutzt. Diese Metbduht wichtige Vorteile
gegeniber anderen Tests wie ImmunfluoreszenztdstsELISA-Methoden, die
auf Vollzell-Praparationen als Detektionsantigensidran. So kommt es beim
SNAP®4DxX® nicht zu Kreuzreaktionen mit impfinduzierten Antikérn oder
Infektionen mit anderen Spirochaten. Weiterhin diefder SNAP4DX® als
qualitativer, einfach handzuhabender Test eindeutiygebnisse. Dies ist
ebenfalls ein grof3er Vorteil, insbesondere geganlibmunfluoreszenztests, bei
denen die Subjektivitat in der Beurteilung die tptetation von Testergebnissen

erschwert.

In der zweiten Studie (,Comparison of differentghastic tools for the detection
of Borrelia burgdorferiantibodies in dogs*), in der anhand von 200 Huades
verschiedene Testsysteme zum Antikérpernachweis Bonburgdorferi sl
verglichen wurden, konnten diese Vorteile des SRUmX® bestatigt werden. Der
SNAP®4Dx® zeigte hier eine hohe Sensitivitat (82,4 %) undz8ipét (98,5 %).
Andere Studien ermittelten sogar eine noch hohemsifvitat (98,8 %) und
Spezifitat (100 %) fur dieses Testsystem (LIANGaét 2000a; LEVY et al.,
2002) beim Nachweis von Antikdrpern gedgrburgdorferisl.

Der SNAP4DX® lieferte hier bei nur sechs Hunden Ergebnisse,siib von
denen des Western blots, der als Gold StandardDetektion vonBorrelia-
Antikorpern gilt, unterschieden. Drei SNA#Dx®-negative Hunde wurden im
Western blot als infiziert beurteilt. Antikérper ggn das @Peptid, das der
SNAP®4DxX® nutzt, sinken zeitnah nach antibiotischer Therapiese Reaktion
auf Antibiotika kann mit anderen AntikdrpertestsnsehlieRlich des Western
blots, nicht nachgewiesen werden (PHILIPP et #&Q12. Es ware also denkbar,
dass diese drei Hunde infolge einer antibiotischérerapie ein negatives
SNAP®4Dx®-Ergebnis hatten, wahrend der Western blot noch émm
infektionsspezifische Bandenmuster zeigte. Einetdltigtee und dokumentierte
Vorbehandlung mit Antibiotika konnte jedoch nur k&iem Hund nachvollzogen
werden. Es wére ebenfalls denkbar, dass diese Hlrede tatséchlich falsch
negative Ergebnisse im SNA#Dx® hatten. Es gibt Hinweise, dass Infektionen
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mit einigen Borrelia-Genospezies mit dem gELISA mdglicherweise nicht
detektiert werden (GOMES-SOLECKI et al., 2007; TMBERG et al., 2009).
Dies ist insbesondere bei europaischen Patientdeubsam, da in Europa im
Vergleich zu Nordamerika eine Vielzahl an heter@geBorrelia-Spezies existiert
(PIESMAN & GERN, 2004). Eine aktuelle Studie an esn Maus-
Infektionsmodell zeigt, dass die invariable reg®nIRs), deren Teil das &£
Peptid ist, innerhallB. burgdorferiss undB. garinii antigenetisch ausgesprochen
stabil ist. Die Intensitat ders@mmunreaktion der Mause auf eine Infektion Buit
afzelii scheint vom Borrelien-Stamm abhangig zu sein (KRARt al., 2009).
Zwar sind diese Ergebnisse nicht ohne weiteres dauf Hund Ubertragbar,
dennoch ware eine mégliche Erklarung fiir die Traienegativem SNAP4DX®-
Ergebnis und positivem Western blot, dass diese elund B. afzelii infiziert
waren und diese Infektion durch den SNAPX® nicht detektiert wurde.
Moglich ware auch, dass das Ergebnis des SMBR® bei diesen Tieren korrekt,
aber das Western-blot-Ergebnis falsch positiv w@re Interpretation der
Bandenintensitat des Western blots ist vom jewailigyntersucher abhéngig und
daher subjektiv (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005).3&wem kann die
Identifikation von diagnostischen Banden durch umdisehe Signale mit
gleichem Molekulargewicht erschwert werden. Dahérenes durchaus denkbar,
dass bei diesen Hunden ein falsch positives WeshdotErgebnis zu der
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen des SMAR® und des Western blot
fuhrte.

Drei weitere Hunde hatten ein positives ErgebnisSIWAP°4Dx®, wahrend diese
Hunde im Western blot als nicht infiziert beurteviairden. Bei einem dieser Tiere
wurden impfspezifische Banden detektiert, und alait Vorbericht war der
Hund geimpft worden. Andere Studien berichten ablass kein geimpftes Tier
im SNAP4Dx® positiv reagierte (LIANG et al., 2000b; O'CONNOR .,
2004). Eine mogliche Erklarung fir diese diskrepartErgebnisse ware eine sehr
frihe G-Antikorperreaktion (STEERE et al., 2008). In Serdimit experimentell
infizierten Hunden konnte bereits vier bis funf Wen nach Infektion eine
deutliche G-Antikorperreaktion nachgewiesen werden. Dreil3igzEnt der Tiere
hatten sogar bereits drei Wochen nach Infektiornwadcsbare Antikdrper im &£
ELISA (LIANG et al., 2000b). Positive Ergebnisse Wiestern blot konnten
jedoch erst funf bis acht Wochen nach Infektionhggeviesen werden (CHANG
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et al., 2001; KORSHUS et al., 2004). Daher waranégllich, dass diese drei
Hunde eine friihe Infektion hatten, die zwar schahdem SNAP4Dx®, aber
noch nicht mit dem Western blot nachgewiesen wetdemte. Dies kann auch
fur den geimpften Hund zutreffen, da eine Impfunghhiunbedingt vollstandig
vor einer Infektion schitzt (TOEPFER & STRAUBINGER)07).

Zusatzlich zum SNAPADX® wurden in der zweiten Studie auch die
Antikorpertestmethoden IFA (fir IgG und IgM) undnekinetischer ELISA
(KELA) auf ihre Sensitivitat und Spezifitat sowiafahre Ubereinstimmung mit
dem SNAP4DX® und dem Western blot als Gold Standard untersiiese
beiden Tests werden in der Tiermedizin haufig atseé&ning-Tests in der

Borrelia-Diagnostik verwendet.

Im IFA 1gG reagierten 51 von 200 Blutproben positvies entspricht einer
Pravalenz von 25,5 %. Tatsachlich wurden aufgrumdobd&annten Limitationen
des IFA (AGUERO-ROSENFELD et al., 2005) eher no6hdre Werte erwartet.
Eine Studie aus dem Jahr 2005 ergab eine mit ded d¢emessene
Antikorperpravalenz von bis zu 95 % in der Regioninghen (SUM &
HARTMANN, 2005). Warum in dieser friheren Arbeitheau alle Tiere im IFA
positiv reagierten, ist unklar. Vermutlich hatte dert verwendete IFA eine sehr
geringe Spezifitdt. Die Ergebnisse des IFA 1gG siten nur moderat mit denen
des Gold Standards Western blot Uberein (Kappa D,£84 Sensitivitat des IFA
lgG war 76,6 % (95 % CI 46,87 — 86,72), die Spe#ifivar 87,1 % (95 % CI
80,06 — 91,90). In nur 27,5 % der im IFA 1gG posgetesteten Blutproben wurde
tatsachlich eine Infektion mit dem Western blot thegt. 20 der IFA-IgG
positiven Proben zeigten im Western blot typischendenmuster fir eine
Immunreaktion nach Impfung. Es war zu erwartensdasch geimpfte Hunde
positiv im IFA 1gG reagieren, da dieser Test auflix&l-Antigenpréparationen
basiert und daher nicht in der Lage ist, die Queleg Immunreaktion zu
unterscheiden. Dennoch konnten bei 17 Hunden wedekorper nach Impfung
noch nach Infektion mit dem Western blot detektreztden. Diese positiven IFA-
IgG-Ergebnisse mussen also als tatsachlich falsshiyp@angesehen werden. Die
geringe Spezifitat kann auf Kreuzreaktionen mit aede Antigenen
zurtckzufihren sein, wie z. B. Hitzeschockproteioger Flagellin anderer
Bakterien wie beispielsweise Leptospiren (LIANGakt 2000b). Zudem kdnnen

die Subjektivitat in der Beurteilung dieser Unteftswegsmethode sowie deren
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fehlende Standardisierung zu falsch positiven Ergsen fihren. Es gab zudem
auch viele falsch negative Ergebnisse. Das konntechd eine hohe
Hintergrundaktivitat bei der Auswertung des IFA eklaren sein. Obwohl der
IFA 1gG insbesondere als Screening-Test in der imbagk von Borrelia-
Infektionen verwendet wird, geht aus diesen Ergedmm hervor, dass er als

solcher nicht geeignet ist.

Weiterhin wurde in der Studie ein IFA IgM durchgetfiinDieser zeigte eine
schlechte Ubereinstimmung mit dem Western blot (Kagp058). Dieses

Ergebnis war erwartungsgemal3, denn der hier vemtendestern blot basierte
auf der Detektion von IgG-Antikdrpern. Folglich wauch die Sensitivitat des
IFA IgM gering (26,3 %, 95 % CI 11,84 — 48,79), ebe die Spezifitat (81,0 %,
95 % CI 73,6 — 86,7). In der Humanmedizin wird @&estimmung von IgM-

Antikorpern in der Diagnostik einer friheBorrelia-Infektion verwendet

(AGUERO-ROSENFELD et al., 2005). Hunde jedoch zeige den ersten

Wochen einer Infektion keine klinischen Symptomesbesondere das beim
Menschen pathognomonisch&rythema migranswird beim Hund nicht

beobachtet (LITTMAN, 2003). Folglich werden Hunde der Regel nicht in

frhen Infektionsstadien vorgestellt; die Unterauady auf IgM-Antikdrper beim

Hund ist daher insbesondere mit der geringen Seitétitund Spezifitat nicht zu

empfehlen (KRUPKA & STRAUBINGER, 2010).

Als weiterer Test wurde der KELA untersucht. Zwdimsiten die KELA-
Ergebnisse nur eingeschrankt mit dem Western lbletgin (Kappa 0,445), dieser
Test zeigte aber eine exzellente Sensitivitdt vO0O % und erkannte jedes
infizierte Tier. Die Spezifitdt des KELA war allendjs gering (75,4 %; 95 % CI
67,0 — 82,1). Die Ursachen dieser geringen Spati§ind mit denen des IFA
vergleichbar; auch der KELA ist ein Vollzell-Antigdbasierender Test. Und auch
im KELA fluhren Immunreaktionen nach Impfungen zuwsifigen Ergebnissen.
Dennoch gab es auch mit dieser Methode 13 posétestete Hunde, die laut
Western blot weder geimpft noch infiziert waren. Aumit dem SNAP4DX®
stimmte der KELA nur malig tberein (Kappa 0,23%wohl eine altere Studie
eine bessere Ubereinstimmung (Kappa 0,571) dieselerbeMethoden zeigte
(GERBER et al., 2009). In dieser Studie wurde ditegs auch ein anderer
konventioneller ELISA verwendet, und die Studiengapon bestand

hauptséachlich aus Berner Sennenhunden, bei deneme ehdhere
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Antikorperpravalenz erwartet wird (GERBER et al.,02D Diese Faktoren
kénnten flur die Diskrepanz mitverantwortlich sefmhand der hier ermittelten
hohen Sensitivitdt des KELA kann dieser Test, ing&satz zum IFA, als guter
Screening-Test empfohlen werden. Allerdings mugssitive Ergebnisse durch
eine weitere Testmethode, wie beispielsweise ddesh Western blot, bestatigt

werden.

In der ersten Studie (,Prevalence of antibodiesrasgBorrelia burgdorferisensu
lato and Anaplasma phagocytophilymand their clinical relevance in dogs in
Munich, Germany*) wurde neben der AntikOperpravalgegenB. burgdoferi
auch die Pravalenz voA. phagozytophilununtersucht. Es wurde gezeigt, dass
nahezu jeder funfte Hund in der Region Minchen K&mper gegen dieses
Bakterium hatte. Die bereits genannte aktuelle stdlindweite Pravalenzstudie
zeigte auch bezuglich der Anaplasmen-Antikorpelgiegchbare Ergebnisse. Je
nach Region hatten 17,6 % bis 31,1 % der Hunde kBrger gegenA.
phagozytophiluntKRUPKA et al., 2007). Im Vergleich zu anderendiém ist die
Pravalenz der vorliegenden Studie jedoch deutlicinger. Diese alteren Studien
beschreiben Antikorperpravalenzen von bis zu 50, B#RUTZKI et al., 2006;
JENSEN et al, 2007). Die Antikorper in diesen $tnd wurden mit
Immunfluoreszenztests nachgewiesen. Die Verwendwngerschiedlicher
Testsysteme kann sicherlich auch im Falle dophagozytophilureine magliche

Erklarung fur diese Diskrepanzen sein.

Daher wurden in der dritten Studie dieser Arbeil€Cdqmparison of different
diagnostic tools for the detecion ofAnaplasma phagocytophiltfin
unterschiedliche Testsysteme zum Nachweis Aophagozytophilumrerglichen,
der IFA und der SNAP4DX® als Tests zum Nachweis von Antikérpern sowie
eine PCR als direkte Nachweismethode. Hierfir wur@utproben von 200
Hunden untersucht. Als Gold Standard diente hiertiei PCR als direkte
Nachweismethode. Die Tatsache, dass indirekte urmtktdi Nachweismethoden
verglichen wurden, war eine der Hauptlimitationeiesdr dritten Studie. Da
jedoch bisher kein etablierter Gold Standard in d&egnostik von A.
phagozytophilumexistiert, wurde die PCR als direkte Nachweismathales

Erregers als Gold Standard ausgewahlt.

In dieser Studie zeigten beide Testsysteme zum Naishweon Antikorpern (IFA
und SNAP4DxX®) eine exzellente Sensitivitat von 100 % (95 % CD%1- 100).
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Mittels Gold Standard PCR wurden nur vier der 20@ersuchten Hunde als
infiziert entdeckt (Pravalenz 2,0 %). Alle vier Hlenhatten Antikdrper, sowohl

im IFA wie auch im SNAP4DX®. Betrachtet man diese exzellente Sensitivitét
von IFA und SNAB4DX®, dann kénnen beide Tests sehr gut als Screening-
Methoden angesehen werden und eignen sich dahgeiget Infektion mitA.
phagozytophilum auszuschlieBen. Die exzellente Sensitivitat dernddme
Antikdrpernachweismethoden muss in der vorliegen8é&mdie aber sicherlich
unter dem Aspekt betrachtet werden, dass nur ede geringe Anzahl an

Hunden ein positives PCR-Ergebnis hatten.

Die Spezifitdt beider Antikdrpernachweismethodem,viierechnet in Bezug auf
die PCR, gering (IFA 52,9 %; 95 % CI 50,42 — 64, BNAP*4DX® 57,4 %; 95 %
Cl 45,83 — 59,70). Fur diese Ergebnisse gibt esrenetmogliche Erklarungen.
Zum einen konnen Kreuzreaktionen mit anderen nalvargdten Erregern wid.
platys oder E. ewingii zu falsch positiven Ergebnissen flhren
(CHANDRASHEKAR et al., 2010; DINIZ et al., 2010)ll&rdings sind wedeA.
platysnochE. ewingiiendemisch in Deutschland (MENN et al., 2010; HAM&L
al., 2011; KOHN et al., 2011; DYACHENKO et al., Z)1und die Mehrzahl der
Hunde in der Studienpopulation hatte keinen aktuelReisevorbericht. Viel
wahrscheinlicher ist, dass diese Hunde in der \feggaheit Kontakt zuA.
phagozytophilumhatten und diese Ergebnisse aus persistierendelROAyern
resultieren. Tatsachlich ist es noch unklar, wiagé Antikérper nach einer
Infektion mit Anaplasmen persistieren. Dies gilt besondere fur nattrlich
infizierte Hunde. Bei experimentell infizierten Hierdwaren Antikorper in einer
Studie noch bis zum Studienende nach vier Monasethweisbar (EGENVALL
et al., 2000). Nach naturlicher Infektion scheientikbrper jedoch noch bis zu
mindestens einem Jahr nachweisbar zu sein (EGENV&IL4L., 1997; POITOUT
et al., 2005). Beim Menschen scheinen Antikdrpegasoiber mehrere Jahre
hinweg zu persistieren (BAKKEN & DUMLER, 2008). Did@edeutung
persistierender Antikorper jedoch ist nach wie warht eindeutig geklart. Ein
Nachweis von Antikérpern wirde nur dann eine aktinkektion nachweisen,
wenn diese Infektion lebenslang persistieren wiBie.tatsachliche Dauer einer
Infektion ist aber insbesondere bei feldinfizierteltunden nicht vollstandig
bekannt. Die Persistenz ist auch unabhangig vomreeventuell erfolgten

Therapie. So kdnnte also die grol3e Anzahl an HumdieintikGrpern gegera.
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phagozytophilunreine noch bestehende Infektion widerspiegeln @dber diese
Hunde hatten in der Vergangenheit Kontakt mit dameder, ohne nach wie vor

aktiv infiziert zu sein.

Wie lange eine Bakteriamie besteht und auch mitrdd@R nachweisbar ist, ist
bei naturlich infizierten Tieren ebenfalls nichtlser bekannt. Beim Menschen
wird angenommen, dass die Bakteriamie nicht langler 28 Tage besteht
(BAKKEN & DUMLER, 2008). Bei experimentell infizieen Hunden waren
jedoch noch nach bis zu 60 Tagen PCR-Untersuchuragen Blut positiv
(SCORPIO et al.,, 2011). Immunsupprimierte Hundegteei sogar noch nach
mindestens sechs Monaten eine positive Blut-PCRE(BZALL et al., 2000). Es
muss bei diesen Uberlegungen jedoch auch bedachtieme dass PCR-
Untersuchungen trotz Anwesenheit des Erregers iegdrgebnisse liefern
konnen. Denn die Anzahl an Erregern im Blut kannMerlauf einer Infektion
schwanken und zeitweilig gering sein (EGENVALL &f 4998; EGENVALL et
al., 2000; BEALL et al., 2008; GRANICK et al., 200? diesen Fallen wére die
Untersuchung auf spezifische Antikérper die bessbftethode, um eine
persistierende Infektion miA. phagozytophilummachzuweisen. Die Frage, ob
Antikorpertests tatsachlich so viele falsch positirgebnisse liefern, kénnte nur
beantwortet werden, wenn in Spezifisch pathogeaeriréSPF) Tieren Antikdrper

nachgewiesen wirden, die niemals in Kontakt mit @@reger gekommen waren.

Weiterhin ist aber zu bedenken, dass in sehr frihfgktionsstadien Tests zum
Nachweis von Antikérpern (wie IFA und SNA®DxX®) negative Ergebnisse
liefern kdnnen (GREIG et al., 1996; POITOUT et aDP5; KOHN et al., 2008;
EBERTS et al, 2011). Je nach verwendetem Testaysk®nnten bei
experimentell infizierten Hunden Antikérper ab Ta&) und Tag 30post
infectionem nachgewiesen  werden (EGENVALL et al, 1998;
CHANDRASHEKAR et al., 2010; SCORPIO et al., 201Dje Ubereinstimmung
zwischen IFA und dem SNABDX® zum Nachweis von Antikérpern gegén
phagozytophilumwar nur maRig (Kappa 0,334). Bei 65 Hunden stinmrdes
Ergebnisse der beiden Tests nicht Uberein. Sielaaidig waren positiv im IFA,
aber negativ im SNARIDX®; 28 Tiere waren negativ im IFA und positiv im
SNAP®4Dx®. Die schlechte Ubereinstimmung kénnte unter amdedamit
erklarbar sein, dass die beiden Tests in frihedi&taeiner Infektion Antikdrper
zu unterschiedlichen Zeitpunkten nachweisen. Eitedi& an experimentell
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infizierten Tieren nutzte sowohl einen IFA als auden SNAP4DX® zum
Nachweis vonAnaplasmaAntikorpern. Hier wurden mit dem IFA Antikdrper
friher nachgewiesen (10 bis 14 Tage nach Infektis)mit dem SNAPADX®

(17 bis 30 Tage nach Infektion) (SCORPIO et al.1190 Allerdings gibt der
Hersteller des SNARIDX® an, dass der Test Antikdrper bereits acht Tagé nac
Infektion nachweisen kann (CHANDRASHEKAR et al., 08). Vermutlich
bestehen Unterschiede zwischen den beiden Tests @arn, wie lange sie
Antikorper nachweisen kénnen. Dies ist aber zumiget Zeitpunkt noch nicht
geklart. Diese schlechte  Ubereinstimmung zwischenen d beiden
Antikdrpernachweismethoden untermauert eher die mdtung, dass eine

erhebliche Anzahl falsch positiver Tests in beidlestsystemen vorkommit.

Die Daten der ersten Studie der vorliegenden Arfitevalence of antibodies
againstBorrelia burgdorferiand Anaplasma phagocytophilymand their clinical
relevance in dogs in Munich, Germany*) zeigtensdasr 2,0 % der untersuchten
Hundepopulation Antikorper gegen beide ErregerematDa beide Erreger durch
denselben Vektor tGbertragen und Koinfektionen alsfig angenommen werden
(NIETO & FOLEY, 2008; CARRADE et al., 2009), wareme hohere Préavalenz
zu erwarten gewesen. Im Hinblick auf Doppelinfeko waren jedoch Berner
Sennenhunde auffallig. Denn Berner Sennenhunderhatim einen signifikant
haufiger Antikdrper gegem. burgdorferisl (p = 0,040) und auch signifikant
haufiger Antikérper gegen beide Erreger gleichggj < 0,001). Die Annahme,
dass nur eine den Berner Sennenhunden eigene Ktoferoberflache und das
langes Haarkleid zu vermehrtem Vektorkontakt unchitlzu vermehrtem und
langerem Erregerkontakt fuhrt, ist nicht richtign& Schweizer Studie zeigte,
dass andere groRrahmige und langhaarige Kontralumit ahnlicher Aktivitat
im Freien nicht ein haufigeres Auftreten von Anté@m zeigten (GERBER et
al., 2007). So wurde in der genannten Studie fet#fie dass Berner
Sennenhunde signifikant haufiger Antikdrper ge@erburgdorferisl hatten als
langhaarige, grof3e Hunde der Kontrollgruppe. Fotigkann hier von einer echten
Rassepradisposition ausgegangen werden. Die venlteg Studie ergab, dass
Berner Sennenhunde nur ein erhohtes Risiko habemikdkper gegenB.
burgdorferi sl und gegen beide Erreger zu haben, nicht abgengé.
phagozytophilum allein. Intensive Zuchtbestrebungen wie bei Berner

Sennenhunden kodnnten mit einer verminderten Abwegégen spezifische
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Pathogene verbunden sein. Die unterschiedlichenenSahaften in der
Pathogenitat beider ErregeB. burgdorferi sl als extrazellularer undA.

phagozytophilunals intrazellularer Erreger fihrt zu unterschigain Reaktionen
des Immunsystems auf eine Infektion. Dies kodnnte dnterschiedlichen
Reaktionen des Immunsystems auf Infektionen miseatiebeiden Erregern bei

Berner Sennenhunden erklaren.

Die Studienpopulation der ersten Studie wurde aadh Signalement und
anamnestische Daten hin naher untersucht. Die Shieteilung innerhalb dieser
Studienpopulation ergab keine signifikanten Unteieste zwischen Hunden mit
Antikorpern gegemB. burgdorferi sl und/oderA. phagozytophilum{Median 6
Jahre) und oder Hunden, die negativ getestet wufldleian 7 Jahre). Das ist
insofern erstaunlich, da man annehmen sollte, dasgunehmendem Alter der
Kontakt zu Zecken als Vektoren kumuliert und soawith ein héheres Risiko der
Erregerexposition besteht. Mannliche Hunde hattagnif&kant haufiger
Antikdrper gegerA. phagozytophilunals weibliche Hunde. Die Ursache hierfur
ist nicht bekannt. Allerdings sind im Falle der hamen granulozytéren

Anaplasmose Manner ebenfalls geringfliigig haufigsrdifen als Frauen.

Hunde mit Antikérpern gegeB. burgdorferisl, A. phagozytophilunoder gegen
beide Erreger gleichzeitig hatten signifikant hgefieinen dokumentierten Befall
mit Zecken als Hunde mit negativen TestergebnisBeeses Ergebnis war zu
erwarten. Keine Unterschiede bestanden jedoch imnblldk auf
Zeckenprophylaxe, Reisevorbericht oder Lebensrautandijch versus
Stadtgebiet). Damit wurde die Annahme einer and8tedie, dass Hunde, die in
landlichem Umfeld leben, haufigeren Kontakt mit Kex als Ubertrager von
Pathogenen haben (GERBER et al., 2007), nicht togisténh der vorliegenden
Studie kann das moglicherweise durch die groBendatéigen und Parks auch in

der Innenstadt Minchens erklart werden.

Bei Hunden, die keine Antikérper gegeh phagozytophilumhatten, wurde
signifikant haufiger die Diagnose ,gesund” gestealls bei solchen, dié\.-
phagozytophilurAntikdrper-positiv.- waren. Zudem wurden Hunde ohne
Antikorper gegen Anaplasmen signifikant haufigerder Gesundheitsvorsorge
vorgestellt. Das heil3t also, dass Hunde #itphagozytophilurintikdrpern
haufiger krank waren alé.-phagozytophilurintikorper-negative Hunde. Eine

Infektion mit A. phagozytophilumkann zu Neutropenie und beeintrachtigter
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Funktion von neutrophilen Granulozyten fihren. Sokainn eine Anaplasmen-
Infektion fur opportunistische Infektionen pradispren (CARLYON et al.,
2002; BAKKEN & DUMLER, 2008). Bei Wiederkauern ibekannt, dass eine
Infektion mit A. phagozytophilundie Zahl an zirkulierenden CD4und CD8
Zellen im peripheren Blut reduziert sowie die Abtigerantwort und Emigration
von neutrophilen  Granulozyten beeintrdchtigt. Weite wird die
Phagozytoseaktivitat und Fahigkeit zur intrazeheid Zerstérung von Erregern
gestort (BRODIE et al., 1986; LEPIDI et al., 2000)JMLER, 2005). Bei Hunden
konnte gezeigt werden, dass die auf édgphagozytophilunainfektion folgende
Entzindungsreaktion zu Gewebeschaden in zahlrei€rgansystemen fluhren
kann (DUMLER, 2005). Somit scheint eine Infektioit W. phagozytophilunzu
Storungen in der Entzindungs- und ImmunreaktioesiWirtes zu fihren und
hat damit das Potential, die Reaktionsmdglichkeitkss Wirtes auf andere

Krankheitsprozesse zu beeinflussen.

Hunde mit Antikbrpern geged. phagozytophilunzeigten auch haufiger ein
schlechtes Allgemeinbefinden als Hunde ohne Angigbrgegen diesen Erreger
(41/78, p = 0,002). Dies ist ebenfalls ein Zeichiadbir, dass eindnaplasma
Infektion die Gesundheit eines Hundes beeinfluEfienso hatten Hunde mit
Antikorpern gegerA. phagozytophilunihaufiger eine erhdhte Korpertemperatur
als negativ getestete Hunde (9/78, p = 0,002). Demrkonnte bei sieben von
neun dieser Hunde mit Fieber eine andere Diagnestelf werden, die das
Fieber erklaren konnte (ein Hund mit ulzerativer ik®l zwei mit steroid-
responsiver Meningitis-Arteriitis, einer mit Pneum® einer mit monozytarer
Leukdmie sowie ein Hund mit Babesiose). Bei keingen Hunde mit Fieber
konnten im Blutausstrich Morulae nachgewiesen werde einer Studie bei
experimentell infizierten Hunden wurden jedoch &léen Hunden in der febrilen
Phase der Infektion Morulae identifiziert (EGENVAL&t al., 1998). In einer
weiteren Studie aus Deutschland wurden bei zehnl8oHunden mit natirlicher
A.-phagozytophiluainfektion intragranulozytare Einschlusskorper rgmhiiesen
(KOHN et al.,, 2008). Somit kann angenommen werddass Morulae
nachweisbar gewesen waren, wenn das Fieber bei aieshed in der vorliegenden

Studie tatsachlich aufgrund dénaplasmalnfektion aufgetreten ware.

Auch im Differenzialblutbild und im Serumorganpiofbestanden keine

signifikanten Unterschiede bezlglich des Vorliegenser Thrombozytopenie,
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Leukopenie oder anderen hamatologischen Verandenungder anderen
labordiagnostischen Veranderungen zwischen Hundemtikdrpern gegerA.
phagozytophilumund/oderB. burgdorferisl und negativ getesteten Hunden. Zu
erwarten ware bei Anaplasmanfizierten Hunden insbesondere eine
Thrombozytopenie gewesen. Nur sieben von 78 HundeAntikorpern geger.
phagozytophilumhatten eine Thrombozytopenie. Bei vier dieser esieblunde
waren vermutlich andere Erkrankungen fur diese [ibgnostische Veranderung
verantwortlich (ein Hund mit Babesiose, zwei Humai¢ Neoplasie (monozytare
Leukdmie, malignes Lymphom), ein Hund mit PneumprBei den anderen drei
Hunden bestand der Verdacht auf eine primar immadierte
Thrombozytopenie (ITP). Dennoch kann bei diesen refie eine A.-
phagozytophilurinfektion als mdgliche Ursache flr die Thrombopgnie nicht
ausgeschlossen werden. In einer schwedischen Stodie experimentell
infizierten Hunden zeigten alle Hunde deutliche htotogische Veranderungen
mit  ausgepragter Thrombozytopenie und mittelgradige.eukopenie
(EGENVALL et al., 1998). Auch in anderen Studienrweame Thrombozytopenie
eine sehr héaufig beobachtete labordiagnostischéinderung (GREIG et al.,
1996; POITOUT et al., 2005; KOHN et al., 2008). Gdgen antithrombozytare
Antikorper vor, also eine sekundare ITP. Bei demdin in der vorliegenden
Studie bestand jedoch kein signifikanter Untersthiem Vorliegen
labordiagnostischer Veranderungen zwischen HundiérAntikbrpern gegerA.

phagozytophilunund antikérper-negativen Kontrollhunden.

Auch die vier Hunde in der dritten Studie (,Compan of different diagnostic
tools for the detection dknaplasma phagocytophilum dogs®), die ein positives
A.-phagozytophilurPCR-Ergebnis hatten, wurden im Hinblick auf klotis
Symptomatik sowie h&matologische und serumchemiseheameter naher
betrachtet. Alle vier Hunde waren erkrankt. Allexgs wurden bei drei der Hunde
ebenfalls andere Erkrankungen diagnostiziert, dee lmkstehenden Symptome
hinreichend erklarten. Einer dieser Hunde mit pesitAnaplasmaPCR zeigte
ausgepragte respiratorische Symptome aufgrund eobweren Pneumonie.
Diese hochgradige Entzindung flhrte zu einer disserten intravasalen
Koagulopathie und war damit auch vermutlich fir cidde Thrombozytopenie
verantwortlich, die dieser Patient zeigte. Obwoltlenrespiratorische Symptome

in Einzelfallen im Zusammenhang mit einer Anaplasenbeim Hund und selten
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auch beim Menschen beschrieben sind (POITOUT et2805; BAKKEN &
DUMLER, 2008), sind andere Ursachen fur die respirschen Symptome bei
diesem Hund viel wahrscheinlicher. Beim zweiten R&eRitiven Hund wurde
eine akute Gastroenteritis diagnostiziert. Dertelrllund hatte einen gastralen
Fremdkorper. Keine der Symptome dieser beiden Hurstenden im
Zusammenhang mit einer Anaplasmose. Der vierte Hhatte (zusatzlich zur
positiven AnaplasmaPCR) nicht nur Antikdrper gegeA. phagozytophilum
sondern auch Antikérper gegén canis Dieser Patient wurde mit hohem Fieber,
hochgradig reduziertem Allgemeinbefinden und blass&chleimhauten
vorgestellt. Labordiagnostisch zeigte dieser Hundne e hochgradige
Thrombozytopenie, eine milde Andmie und antithromyére Antikorper. Alle
klinischen und labordiagnostischen Veranderungesesdi Patienten konnten mit
einer Ehrlichiose erklart werden. Dieser Hund hateh kirzlich im Sidden
Spaniens aufgehalten, was eine Infektion Eitcanisdurchaus moglich macht.
Allerdings war eineE.-canisPCR, die bei diesem Patienten durchgefiihrt wurde,
negativ. Die A.-phagozytophiluA®CR hingegen gilt als sehr spezifisch und
detektiert nicht E. canis Dartber hinaus war der Antikdrpertiter fuk.
phagozytophilun{lFA) sehr hoch (1:5120). Daher ist es durchauskidar, dass
das Ergebnis des Antikorpertests Hircanis(Nachweis mittels SNARIDX®) ein
falsch positives Ergebnis war (z. B. als Kreuzreakimit A. phagozytophiluin
Somit konnte dieser Patient tatsachlich nur it phagozytophiluninfiziert
gewesen sein. Jedoch ist dies nicht sehr wahrdidteinla die Spezifitdt des
SNAP®4DX® fir die E.-canisDetektion mit 100 % angegeben wird
(BREITSCHWERDT et al., 1998; POITOUT et al., 200BpIglich kdnnte dieser
Patient doch mit beiden Pathogenen infiziert gewesein. Welches dieser
Pathogene die klinische Symptomatik und labordiagechen Verdnderungen
hervorgerufen hat, kann nicht sicher geklart werdgside Infektionen kénnen
sich diesbezuglich sehr &hneln.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der ersten Studie war es, zum einen die Anp&ipravalenz gegeB.
burgdorferi sl und Anaplasma phagozytophilubei Hunden im Raum Munchen
zu erheben. Zudem wurden die klinischen Symptomedim¢abordiagnostischen
Veranderungen von antikorperpositiven Hunden dokurg und mit denen
einer negativen Kontrollgruppe verglichen. Dafur rden 448 randomisiert
eingeschlossene Hunde untersucht. Mittels des SMBR® (IDEXX
Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA) wurdeiesd Hunde auf das
Vorhandensein von Antikorpern gegBnburgdorferisl undA. phagozytophilum
getestet. 100 Hunde mit Antikérpern gegen diesedem wurden als ,positiv*
klassifiziert; die jeweils darauffolgenden 100 Henaiit negativem Testergebnis
wurden als Kontrollgruppe zusammengefasst. Sowolmiskhe als auch
labordiagnostische Parameter der Hunde aus beidgop&n wurden miteinander
verglichen. 4,9 % (22 Hunde) hatten Antikérper geBe burgdorferisl; 19,4 %
(78 Hunde) hatten Antikérper gegeA. phagozytophilum 2,0 % der
Studienpopulation (9 Hunde) hatten gleichzeitigikiérper gegen beide Erreger.
Berner Sennenhunde hatten signifikant haufiger kingpier gegerB. burgdorferi
sl und gegen beide Erreger gleichzeitig. Bei Tier@hnegativem Testergebnis
wurde signifikant haufiger die Diagnose ,gesund'stgéit als bei Tieren mit
Antikdrpern gegenA. phagozytophilum A.-phagozytophiluspositive Tiere
zeigten zudem signifikant haufiger Fieber und @hlechtes Allgemeinbefinden
als Hunde der negativen Kontrollgruppe. Dariibeabinbestanden hinsichtlich
klinischer oder labordiagnostischer Parameter keigaifikanten Unterschiede
zwischen Hunde mit Antikbrpern gegen die Erreget negativ getesteten Tieren.
Obwohl negativ getestete Hunde grundsatzlich haufigsund waren als Tiere
mit positivem Ergebnis im SNARDx®, konnten zwischen positiven und
negativen Hunden keine signifikanten UnterschiadeParametern identifiziert
werden, die als spezifisch fiur eine Infektion it burgdorferi sl und A.
phagozytophilumangesehen werden. Daraus kann geschlussfolgedemedass
ein Test, der Antikdrper nachweist, nicht in degéast, die klinische Erkrankung

zu diagnostizieren.

Ziel der zweiten Studie war es, verschiedene, intoEmedizinischen Praxis

haufig verwendete Tests zum Nachweis von AntikdrgrgerB. burgdorferizu
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vergleichen, darunter IFA IgG und IgM, KELA, SNR#DX® und Western blot.
Weiterhin wurden Sensitivitat und Spezifitdt desstBein Bezug auf den Western
blot als Gold Standard festgestellt. Hierfir wurd@®0 Hundeseren auf das
Vorliegen von Antikérpern geger. burgdorferi mit den oben genannten
Methoden getestet. Die Sensitivitdt des IFA 1gG W@&6 %, die Spezifitat 87,1
%. Die Sensitivitat des IFA IgM war 26,3 %, die 3figat 81,0 %. Die
Sensitivitat des KELA war 100 %, die Spezifitdt #%6. Die Sensitivitat des
SNAP®4DX® war 84,2 %, die Spezifitat 98,2 %. Der SNAPX® zeigte eine
nahezu perfekte Ubereinstimmung mit dem Western &lst Gold Standard.
Weder IFA 1gG noch IFA IgM kénnen aufgrund ihrerriggen Sensitivitat und
Spezifitat zur Diagnose ein@&orrelia-Infektion empfohlen werden. Der KELA
kann mit seiner exzellenten Sensitivitdt zwar aldeg Screening-Test dienen,
jedoch missen positive Ergebnisse mit einem zwéltest, wie beispielsweise
mittels Western blot, verifiziert werden. Der SNA®X® zeigte sehr gute
Sensitivitat und Spezifitdt und kann, auch aufgraeither einfachen Handhabung
und Interpretierbarkeit, sehr gut als Test in deaxR® verwendet werden und
damit, zumindest bei nicht vorbehandelten Patierden deutlich aufwandigeren

Western blot ersetzen.

Ziel der dritten Studie war es, verschiedene Tastsler Diagnostik vonA.
phagozytophilumzu vergleichen (IFA, SNARIDX® und PCR) und die
Sensitivitat und Spezifitdt von IFA und SNADX® zu ermitteln. Als Gold
Standard wurde die PCR als direkte Erreger-Nacimedisode gewahlt. Die
Untersuchungen wurden an 200 Blutproben durchgefDie Sensitivitat sowohl
des IFA als auch des SNR#DX® war 100 %. Die Spezifitat des IFA war 52,9 %,
die des SNAPADX® 57,4 %. Beide Antikrpernachweismethoden stimmiten
ihren Ergebnissen nur maRig Uberein (Kappa 0,384figrund ihrer exzellenten
Sensitivitat konnen beide Tests als Screening-Tests zum Ausschluss einer
Infektion mit A. phagozytophilumerwendet werden. Die Spezifitat dieser beiden
Methoden war jedoch gering, und die Tests zeignekgute Ubereinstimmung.
Es bleibt offen, ob die geringe Spezifitdt tats@thlaus falsch positiven
Resultaten der Antikorpertests resultiert oder aberPCR bei vielen eigentlich

infizierten Hunden falsch negativ reagiert.
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VIIl.  SUMMARY

Aim of the first study ,Prevalence of antibodiesamgt Borrelia burgdorferi
sensu lato anAnaplasma phagocytophiluand their clinical relevance in dogs in
Munich, Germany” was to determine the prevalencanifbodies against these
two agents in the dog population of the area of lunFurther, the clinical
presentation and laboratory values of antibodytp@sidogs were compared to
those of a negative control group. For this purpdg@ randomly selected dogs
were screened for the presence of antibodieBaiwelia (B.) burgdorferisensu
lato (sl) andAnaplasma (A.) phagocytophilumwith the SNAP4Dx® assay
(IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USADogs with antibodies
against B. burgdorferi sl and/or A. phagocytophilumwere determined as
“positive” (n = 100). The following 100 dogs withegative result in the
SNAP®4Dx® served as control group. Physical examination aafubritory
parameters were assessed in all dogs of both graumgsall parameters were
compared between dogs of the positive and dogheohégative group. Twenty
two dogs (4.9 %) had antibodies tolirgdorferisl. Seventy eight dogs (19.4 %)
had antibodies againgt phagocytophilumNine dogs (2.0 %) had antibodies to
both agents simultaneously. Bernese mountain dagsstgnificantly more often
antibodies td. burgdorferisl and to both agents. Negative dogs were moes oft
diagnosed as “healthy” than dogs with antibodiesAtgphagocytophilumThe
dogs with antibodies tA. phagocytophilundogs also had more often an elevated
body temperature and a poor general condition. [Exteat, there were no
significant differences in clinical or laboratoryhanges between dogs with
negative or dogs with positive result in the SNABX®. Although dogs with
negative result in the SNARDX® were more often considered healthy, there
were no differences in parameters considered “Bpédor both infections
between dogs with or without antibodies to thosenég Hence, test systems
detecting antibodies agairt burgdorferisl andA. phagocytophilunare not able

to diagnose the clinical disease.

Aim of the second study “Comparison of differenfaghostic tools for the
detection of antibodies againBorrelia burgdorferiin dogs” was to compare
different commonly used diagnostic tools, like imrofimorescence test (IFA),

kinetic enzyme-linked immunosorbent assay (KELANA®®4Dx® assays, and
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Western blot (WB), and to determine sensitivity apecificity, and predictive
values, including their 95% confidence intervaldiew compared to the WB as
gold standard. For that purpose, 200 canine sera tested for the presence of
Borrelia-specific antibodies with IFA, KELA, SNARIDX®, and WB. Sensitivity
and specificity of IFA IgG was 76.6% and 87.1%,pesgively. Sensitivity and
specificity of IFA IgM was 26.3% and 81.0%, respeslly. Sensitivity and
specificity of KELA was 100% and 75.4%, respectyelSensitivity and
specificity of SNAP4Dx® was 84.2% and 98.5%, respectively. SNABPX®
showed almost perfect agreement with WB (kappan).84 conclusion, IFA IgG
and IFA IgM had very low sensitivity and specificand cannot be recommended
to diagnoseBorrelia spp. infections. KELA showed excellent sensitivatyd can
be recommended as screening test, but positivdtsesequire confirmation.
SNAP®4Dx® had very good sensitivity and specificity and caplace the more

labor-intensive WB, at least in untreated patients.

Aim of the third study “Comparison of different di@ostic tools for the detection
of Anaplasma phagocytophilum dogs” was to compare two antibody tests, IFA
and the in-house ELISA SNARDX®, and to determine the correlation of these
methods with PCR results by evaluating sensitiaitg specificity of the antibody
tests when compared to PCR used here as gold stlariaa that purpose, sera of
200 prospectively included dogs were tested forpitesence of antibodies
phagocytophilunusing IFA and SNAPADX®. Direct detection of the organism in
whole blood was performed by PCR. Sensitivity, #pety, and predictive
values, including their 95% confidence intervalsrev calculated for IFA and
SNAP®4Dx® when compared to the gold standard PCR. Sengitifiboth IFA
and SNAP4Dx® was 100%. Specificity of IFA was 52.9%, specificiof
SNAP®4DX® was 57.4%. Agreement of both antibody tests wag fail (kappa
0.334). Based on these data, in can be concludgdfA and SNAPADX® can

be useful as screening methods due to their extelénsitivity. Their specificity,
however, was low and agreement between both artibests was insufficient.
The question, whether antibody test results atg talse positive or whether PCR

is false negative in many dogs that are actuallgated, still remains open.



108 IX. Literaturverzeichnis

IX. L ITERATURVERZEICHNIS

Aguero-Rosenfeld ME, Wang G, Schwartz |, Wormser. GRagnosis of Lyme
borreliosis. Clin Microbiol Rev 2003;8: 484-509.

Alban PS, Johnson PW, Nelson DR. Serum-starvatidnded changes in protein
synthesis and morphology Bbrrelia burgdorferi Microbiology 2000;146: 119—
27.

Appel MJ. Lyme disease in dogs and cats. CompemdiiC&duc Pract Vet 1990;
12: 617-26.

Appel MJ, Allan S, Jacobson RH, Lauderdale TL, @Gh&f, Shin SJ, Thomford
JW, Todhunter RJ, Summers BA. Experimental Lymeahs in dogs produces
arthritis and persistent infection. J Infect Dis 39967: 651—-64.

Arnez M, Ruzic-Sabljic E, Ahcan J, Radsel-MedveséekPleterski-Rigler D,
Strle F. Isolation oBorrelia burgdorferisensu lato from blood of children with
solitary erythema migrans. Pediatr Infect Dis JR@D: 251-5.

Bacon RM, Biggerstaff BJ, Schriefer ME, Gilmore RID,, Philipp MT, Steere
AC, Wormser GP, Marques AR, Johnson BJ. Serodiagrdd.yme disease by
kinetic enzyme-linked immunosorbent assay usingmeznant VISEL or peptide
antigens of Borrelia burgdorferi compared with &¢d testing using whole-cell
lysates. J Infect Dis 200387: 1187-99.

Bakken JS, Krueth J, Wilson-Nordskog C, Tilden Risanovich K, Dumler JS.
Clinical and laboratory characteristics of humaangiocytic ehrlichiosis. Jama
1996;275: 199-205.

Bakken JS, Dumler S. Human granulocytic anaplassndsfect Dis Clin North
Am 2008;22: 433-48.



IX. Literaturverzeichnis 109

Baranton G, Seinost G, Theodore G, Postic D, DydniD. Distinct levels of
genetic diversity oBorrelia burgdorferiare associated with different aspects of
pathogenicity. Res Microbiol 200152: 149-56.

Barlough JE, Jacobson RH, Downing DR, Lynch TJ,tISE®. The kinetics-

based enzyme-linked immunosorbent assay for cornmawntibodies in cats:
calibration to the indirect immunofluorescence ®gssand computerized

standardization of results through normalizatiorcaatrol values. Can J Vet Res
1987;51: 56-9.

Barutzki D, De Nicola A, Zeziola M, Reule M. Serepalence ofAnaplasma
phagocytophilum infection in dogs in Germany. Berl Munch Tierarztl
Wochenschr 2006,19: 342-7.

Baumgarten BU, Rollinghoff M, Bogdan C. PrevaleméeBorrelia burgdorferi
and granulocytic and monocytéhrlichiae in Ixodes ricinusticks from southern
Germany. J Clin Microbiol 199®R7: 3448-51.

Beall MJ, Chandrashekar R, Eberts MD, Cyr KE, DiAR, Mainville C, Hegarty
BC, Crawford JM, Breitschwerdt EB. Serological amslecular prevalence of
Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophiluandEhrlichia species in dogs
from Minnesota. Vector Borne Zoonotic Dis 2083455-64.

Belfaiza J, Postic D, Bellenger E, Baranton G, Gsr¢S. Genomic fingerprinting
of Borrelia burgdorferi sensu lato by pulsed-field gel electrophoresi<lid
Microbiol 1993;31: 2873-7.

Blanco JR, Oteo JA. Human granulocytic ehrlichiasig€urope. Clin Microbiol
Infect 2002;8: 763-72.

Boerlin P, Peter O, Bretz AG, Postic D, BarantonRdfaretti JC. Population
genetic analysis ofBorrelia burgdorferi isolates by multilocus enzyme
electrophoresis. Infect Immun 199%0: 1677-83.



110 IX. Literaturverzeichnis

Branda JA, Aguero-Rosenfeld ME, Ferraro MJ, JohrBdnWormser GP, Steere
AC. 2-tiered antibody testing for early and latenigy disease using only an
immunoglobulin G blot with the addition of a Vistkrd as the second-tier test.
Clin Infect Dis 201050: 20-6.

Breitschwerdt EB, Hegarty BC, Hancock Sl. Sequéng@aluation of dogs
naturally infected withEhrlichia canis Ehrlichia chaffeensisEhrlichia equi
Ehrlichia ewingii,or Bartonella vinsoniiJ Clin Microbiol 199836: 2645-51.

Brodie TA, Holmes PH, Urquhart GM. Some aspectsiai-borne diseases of
British sheep. Vet Rec 198618: 415-8.

Brorson O, Brorson SH. Transformation of cysticnierof Borrelia burgdorferi

to normal, mobile spirochetes. Infection 1993; 240-6.

Burgdorfer W, Barbour AG, Hayes SF, Benach JL, @midt E, Davis JP. Lyme

disease-a tick-borne spirochetosis? Science 12832;1317-9.

Callister SM, Jobe DA, Schell RF, Lovrich SD, Oridesi KL, Korshus JB.
Detection of borreliacidal antibodies in dogs aftallenge with Borrelia
burgdorfertinfected ixodes scapularis ticks. J Clin Microl6i00;38: 3670-4.

Carlyon JA, Chan WT, Galan J, Roos D, Fikrig E. Repion of rac2 mRNA
expression byAnaplasma phagocytophilas essential to the inhibition of

superoxide production and bacterial proliferatibimmunol 2002169: 7009-18.

Carlyon JA, Fikrig E. Mechanisms of evasion of mephil killing by Anaplasma
phagocytophilumCurr Opin Hematol 2004;3: 28—-33.

Carrade DD, Foley JE, Borjesson DL, Sykes JE. @Gangranulocytic
anaplasmosis: a review. J Vet Intern Med 2¥®;1129-41.

Chandrashekar R, Mainville C, Daniluk D. Performanaf an in-clinic test,



IX. Literaturverzeichnis 111

SNAP 4Dx, for the detection of antibodies to cangm@nulocytic infection,
Anaplasma phagocytophilufabstract]. J Vet Intern Med 2008: 820.

Chandrashekar R, Mainville CA, Beall MJ, O'ConngrHberts MD, Alleman
AR, Gaunt SD, Breitschwerdt EB. Performance of mmercially available in-
clinic ELISA for the detection of antibodies agdiAsmaplasma phagocytophilym
Ehrlichia canis andBorrelia burgdorferiandDirofilaria immitis antigen in dogs.
Am J Vet Res 201071: 1443-50.

Chang YF, Novosel V, Chang CF, Summers BA, Ma DRiatg YW, Acree

WM, Chu HJ, Shin S, Lein DH. Experimental inductiohchronic borreliosis in

adult dogs exposed td®orrelia burgdorferiinfected ticks and treated with
dexamethasone. Am J Vet Res 2062;; 1104-12.

Charon NW, Goldstein SF. Genetics of motility afmebmotaxis of a fascinating
group of bacteria: the spirochetes. Annu Rev G2@ep;36: 47—73.

Chen SM, Dumler JS, Bakken JS, Walker DH. Iderdifmn of a
granulocytotropic&Ehrlichia species as the etiologic agent of human disedSkn J
Microbiol 1994;32: 589-95.

Choi KS, Dumler JS. Early induction and late abtmgeof respiratory burst iA.
phagocytophilumnfected neutrophils. Ann N Y Acad Sci 20@80: 488-93.

Cinco M, Padovan D, Murgia R, Maroli M, Frusteri Heldtander M, Johansson
KE, Engvall EO. Coexistence oEhrlichia phagocytophilaand Borrelia
burgdorferi sensu lato irixodes ricinusticks from Italy as determined by 16S
rRNA gene sequencing. J Clin Microbiol 1998F; 3365—6.

Cotte V, Bonnet S, Cote M, Vayssier-Taussat M. Blenwce of Five Pathogenic
Agents in Questingxodes ricinusTicks from Western France. Vector Borne
Zoonotic Dis 200910



112 IX. Literaturverzeichnis

Craft JE, Grodzicki RL, Shrestha M, Fischer DK, GaiBlanco M, Steere AC.
The antibody response in Lyme disease. Yale JMed 198457: 561-5.

Crippa M, Rais O, Gern L. Investigations on the moahd dynamics of
transmission and infectivity oBorrelia burgdorferi sensu stricto an@orrelia

afzelii in Ixodes ricinugicks. Vector Borne Zoonotic Dis 2002; 3-9.

Dambach DM, Smith CA, Lewis RM, Van Winkle TJ. Maglogic,
immunohistochemical, and ultrastructural charaz&ion of a distinctive renal
lesion in dogs putatively associated wihbrrelia burgdorferiinfection: 49 cases
(1987-1992). Vet Pathol 19934: 85-96.

Des Vignes F, Piesman J, Heffernan R, Schulze Taff@&d KC, 3rd, Fish D.
Effect of tick removal on transmission &orrelia burgdorferi and Ehrlichia
phagocytophileby Ixodes scapularisymphs. J Infect Dis 200183: 773-8.

Diniz PP, Beall MJ, Omark K, Chandrashekar R, D&nDA, Cyr KE, Koterski
JF, Robbins RG, Lalo PG, Hegarty BC, BreitschwétBt High prevalence of
tick-borne pathogens in dogs from an Indian reseman northeastern Arizona.
Vector Borne Zoonotic Dis 201Q0: 117-23.

Dressler F, Whalen JA, Reinhardt BN, Steere AC. tAfasblotting in the
serodiagnosis of Lyme disease. J Infect Dis 1983; 392—-400.

Dumler JS, Barbet AF, Bekker CP, Dasch GA, Palmidr Bay SC, Rikihisa Y,
Rurangirwa FR. Reorganization of genera in the liamiRickettsiaceaeand
Anaplasmataceaen the order Rickettsiales unification of some species of
Ehrlichia with Anaplasma Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia with
Neorickettsia descriptions of six new species combinations designation of
Ehrlichia equi and 'HGE agent' as subjective synonyms [Biirlichia
phagocytophilalnt J Syst Evol Microbiol 20051: 2145-65.

Dumler JS.Anaplasmaand Ehrlichia infection. Ann N Y Acad Sci 2005:063:
361-73.



IX. Literaturverzeichnis 113

Dumler JS, Choi KS, Garcia-Garcia JC, Barat NS rdodDG, Garyu JW, Grab
DJ, Bakken JS. Human granulocytic anaplasmosis afdaplasma
phagocytophilumEmerg Infect Dis 2005 1: 1828—34.

Dumler JS, Barat NC, Barat CE, Bakken JS. Humanuoaytic anaplasmosis
and macrophage activation. Clin Infect Dis 200%&;199-204.

Dumler JS, Madigan JE, Pusterla N, Bakken JS. &hdses in humans:
epidemiology, clinical presentation, diagnosis, d@reatment. Clin Infect Dis
2007b;45 Suppl 1: S45-51.

Dyachenko V, Pantchev N, Balzer HJ, Meyersen Aagtinger RK. First case of

Anaplasma platysfection in a dog from Croatia. Parasit Vectodd 2;5: 49.

Eberts MD, Vissotto de Paiva Diniz PP, Beall MJ|lidan BA, Chandrashekar
R, Breitschwerdt EB. Typical and atypical maniféistas of Anaplasma
phagocytophiluninfection in dogs. J Am Anim Hosp Assoc 204Y; 86-94.

Egenvall A, Bjoersdorff A, Lilliehook I, Olsson Ewgll E, Karlstam E, Artursson
K, Hedhammar A, Gunnarsson A. Early manifestationis granulocytic

ehrlichiosis in dogs inoculated experimentally wattSwedishEhrlichia species

isolate. Vet Rec 1998;43: 412-7.

Egenvall A, Lilliehook I, Bjoersdorff A, Engvall ECKarlstam E, Artursson K,
Heldtander M, Gunnarsson A. Detection of granulieckdhrlichia species DNA
by PCR in persistently infected dogs. Vet Rec 20d®&; 186—90.

Egenvall AE, Hedhammar AA, Bjoersdorff Al. Cliniclatures and serology of
14 dogs affected by granulocytic ehrlichiosis ine8en. Vet Rec 1997:40: 222—
6.

Engstrom SM, Shoop E, Johnson RC. Immunoblot iné¢agtion criteria for
serodiagnosis of early Lyme disease. J Clin Miabb995;33: 419-27.



114 IX. Literaturverzeichnis

Falco RC, McKenna DF, Daniels TJ, Nadelman RB, Nawsski J, Fish D,
Wormser GP. Temporal relation betweendes scapularisbundance and risk
for Lyme disease associated with erythema migrans.J Epidemiol 1999149:
771-6.

Feder BM, Joseph RJ, Moroff SD, Schneider EM, BodiM. Borrelia
burgdorferi antibodies in canine cerebrospinal fluid. J VeeintMed 19915:
137.

Fingerle V, Munderloh UG, Liegl G, Wilske B. Coetance ofehrlichiae of the
phagocytophilagroup withBorrelia burgdorferiin Ixodes ricinusfrom Southern
Germany. Med Microbiol Immunol 199288: 145-9.

Fraser CM, Casjens S, Huang WM, Sutton GG, Claigphathigra R, White O,
Ketchum KA, Dodson R, Hickey EK, Gwinn M, Dougher®, Tomb JF,
Fleischmann RD, Richardson D, Peterson J, KerlavaBe Quackenbush J,
Salzberg S, Hanson M, van Vugt R, Palmer N, Adans Mocayne J, Weidman
J, Utterback T, Watthey L, McDonald L, Artiach Ppdman C, Garland S, Fuiji
C, Cotton MD, Horst K, Roberts K, Hatch B, Smith H@enter JC. Genomic
sequence of a Lyme disease spirochd&erelia burgdorferi Nature 1997390:
580-6.

Fritz CL, Kjemtrup AM. Lyme borreliosis. J Am Vet &d Assoc 2003223:
1261-70.

Fukunaga M, Yabuki M, Hamase A, Oliver JH, Jr., Bi@akM. Molecular
phylogenetic analysis of ixodid ticks based onrthesomal DNA spacer, internal

transcribed spacer 2, sequences. J Parasitol 360688—43.

Gerber B, Eichenberger S, Wittenbrink MM, Reusch @Ereased prevalence of
Borrelia burgdorferi infections in Bernese Mountain Dogs: a possibleetr
predisposition. BMC Vet Res 2003; 15.

Gerber B, Haug K, Eichenberger S, Reusch CE, Wittek MM. Comparison of



IX. Literaturverzeichnis 115

a rapid immunoassay for antibodies to the C6 antigih conventional tests for
antibodies tdBorrelia burgdorferiin dogs in Europe. Vet Rec 20Q985: 594—7.

Gern L, Lebet N, Moret J. Dynamics Bbrrelia burgdorferiinfection in nymphal
Ixodes ricinudicks during feeding. Exp Appl Acarol 1998): 649-58.

Gillespie JJ, Wattam AR, Cammer SA, Gabbard J, BhMIP, Dalay O, Driscoll
T, Hix D, Mane SP, Mao C, Nordberg EK, Scott M, Glaman JR, Snyder EE,
Sullivan DE, Wang C, Warren A, Williams KP, Xue Yoo HS, Zhang C, Zhang
Y, Will R, Kenyon RW, Sobral BW. PATRIC: The Compensive Bacterial
Bioinformatics Resource with a Focus on Human Rgh Species. Infect
Immun 2011;79: 4286-98.

Girschick HJ, Huppertz HI, Russmann H, Krenn V, d¢tarH. Intracellular
persistence oBorrelia burgdorferiin human synovial cells. Rheumatol Int 1996;
16: 125-32.

Gomes-Solecki MJ, Meirelles L, Glass J, Dattwyled. REpitope length,
genospecies dependency, and serum panel effecheinlR6 enzyme-linked
immunosorbent assay for detection of antibodieBaorelia burgdorferi Clin
Vaccine Immunol 200714: 875-9.

Granick JL, Armstrong PJ, Bender JBnaplasma phagocytophilumfection in
dogs: 34 cases (2000-2007). J Am Vet Med Assoc ;2289 1559-65.

Gray JS, Kahl O, Robertson JN, Daniel M, EstradaaP®&, Gettinby G, Jaenson
TG, Jensen P, Jongejan F, Korenberg E, KurtenbachZdfman P. Lyme
borreliosis habitat assessment. Zentralbl Bakté:96I8;287: 211-28.

Greig B, Asanovich KM, Armstrong PJ, Dumler JS. @m@aphic, clinical,
serologic, and molecular evidence of granulocytidiehiosis, a likely zoonotic
disease, in Minnesota and Wisconsin dogs. J Clordbiol 1996;34: 44-8.



116 IX. Literaturverzeichnis

Gruntar I, Malovrh T, Murgia R, Cinco M. ConversiohBorrelia garinii cystic

forms to motile spirochetes in vivo. Apmis 20009: 383-8.

Guerra MA, Walker ED, Kitron U. Canine surveillansgstem for Lyme
borreliosis in Wisconsin and northern lllinois: geamghic distribution and risk
factor analysis. Am J Trop Med Hyg 20®E: 546-52.

Halperin J, Luft BJ, Volkman DJ, Dattwyler RJ. Lymmeeuroborreliosis.
Peripheral nervous system manifestations. Braif®;1P83: 1207-21.

Halperin JJ, Volkman DJ, Wu P. Central nervousesysébnormalities in Lyme

neuroborreliosis. Neurology 19941: 1571-82.

Hamel D, Rohrig E, Pfister K. Canine vector-borngedse in travelled dogs in
Germany--a retrospective evaluation of laborat@tadrom the years 2004—2008.
Vet Parasitol 2011181: 31-6.

Herron MJ, Ericson ME, Kurtti TJ, Munderloh UG. Thateractions of
Anaplasma phagocytophilyrendothelial cells, and human neutrophils. Ann N Y
Acad Sci 20051063: 374-82.

Hildebrandt A, Schmidt KH, Wilske B, Dorn W, StraubE, Fingerle V.
Prevalence of four speciesBbrrelia burgdorferisensu lato and coinfection with
Anaplasma phagocytophila Ixodes ricinugicks in central Germany. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 200322: 364—7.

Hodzic E, Fish D, Maretzki CM, De Silva AM, FengBarthold SW. Acquisition
and transmission of the agent of human granulocgtidichiosis byIxodes
scapularisticks. J Clin Microbiol 199836: 3574-8.

Horowitz HW, Kilchevsky E, Haber S, Aguero-RosedféM, Kranwinkel R,
James EK, Wong SJ, Chu F, Liveris D, Schwartz tirdéal transmission of the
agent of human granulocytic ehrlichiosis. N Enled 1998;339: 375-8.



IX. Literaturverzeichnis 117

Hovius KE, Stark LA, Bleumink-Pluym NM, van de PiplVerbeek-de Kruif N,
Rijpkema SG, Schouls LM, Houwers DJ. Presence astdiliition of Borrelia
burgdorferi sensu lato species in internal organs and skinatdrally infected
symptomatic and asymptomatic dogs, as detectedolyyngrase chain reaction.
Vet Q 199921: 54-8.

Hulinska D, Votypka J, Kriz B, Holinkova N, NovakavJ, Hulinsky V.
Phenotypic and genotypic analysisBRdrrelia spp. isolated fromxodes ricinus
ticks by using electrophoretic chips and real-tpoé&/merase chain reaction. Folia
Microbiol (Praha) 2007%2: 315-24.

Huppertz HI, Bohme M, Standaert SM, Karch H, Plot8IA. Incidence of Lyme
borreliosis in the Wurzburg region of Germany. HBu€lin Microbiol Infect Dis
1999;18: 697—703.

lj[do JW, Meek Jl, Cartter ML, Magnarelli LA, Wu Qenuta SW, Fikrig E,
Ryder RW. The emergence of another tickborne iidacin the 12-town area
around Lyme, Connecticut: human granulocytic ehitisis. J Infect Dis 2000;
181: 1388-93.

Ismail N, Bloch KC, McBride JW. Human ehrlichiosasid anaplasmosis. Clin
Lab Med 201030: 261-92.

Jaderlund KH, Egenvall A, Bergstrom K, Hedhammar Seroprevalence of
Borrelia burgdorferisensu lato and\naplasma phagocytophilum dogs with
neurological signs. Vet Rec 200/60: 825-31.

Jaderlund KH, Bergstrom K, Egenvall A, Hedhammar QGerebrospinal fluid
PCR and antibody concentrations agaistaplasma phagocytophilunand
Borrelia burgdorferisensu lato in dogs with neurological signs. J Vigdrh Med
2009;23: 669-72.

Jaenson TG. The epidemiology of lyme borrelioseaBitol Today 19917: 39—
45,



118 IX. Literaturverzeichnis

Jaulhac B, Heller R, Limbach FX, Hansmann Y, Lipske Monteil H, Sibilia J,
Piemont Y. Direct molecular typing &orrelia burgdorferisensu lato species in
synovial samples from patients with lyme arthritisClin Microbiol 2000;38:
1895-900.

Jensen J, Simon D, Murua Escobar H, Soller JT egdikk J, Beelitz P, Pfister K,
Nolte I. Anaplasma phagocytophilurm dogs in Germany. Zoonoses Public
Health 200754: 94-101.

Kahl O, Janetzki-Mittmann C, Gray JS, Jonas R,nSfide Boer R. Risk of
infection withBorrelia burgdorferisensu lato for a host in relation to the duration
of nymphalIxodes ricinusfeeding and the method of tick removal. Zentralbl
Bakteriol 1998287: 41-52.

Kalish RA, McHugh G, Granquist J, Shea B, Ruthd&geBteere AC. Persistence
of immunoglobulin M or immunoglobulin G antibody sponses toBorrelia
burgdorferi 10-20 years after active Lyme disease. Clin Ini&ist2001;33: 780—
5.

Katavolos P, Armstrong PM, Dawson JE, Telford SRJ. Puration of tick
attachment required for transmission of granul@cyhrlichiosis. J Infect Dis
1998;177: 1422-5.

Kersten A, Poitschek C, Rauch S, Aberer E. Effe€tsenicillin, ceftriaxone, and
doxycycline on morphology ofBorrelia burgdorferi Antimicrob Agents
Chemother 199539: 1127-33.

Kohn B, Galke D, Beelitz P, Pfister K. Clinical fages of canine granulocytic
anaplasmosis in 18 naturally infected dogs. J Wetrh Med 200822: 1289-95.

Kohn B, Silaghi C, Galke D, Arndt G, Pfister K. éaftions with Anaplasma
phagocytophilunin dogs in Germany. Res Vet Sci 2091; 71-6.



IX. Literaturverzeichnis 119

Korshus JB, Munderloh UG, Bey RF, Kurtti TJ. Expeental infection of dogs
with Borrelia burgdorferisensu stricto usintxodes scapularigicks artificially
infected by capillary feeding. Med Microbiol Immur004;193: 27-34.

Krupka I, Pantchev N, Lorentzen L, Weise M, Strager R. Durch Zecken
Ubertragbare bakterielle Infektionen bei HundenoBeivalenzen voAnaplasma
phagocytophilum Borrelia burgdorferi sensu lato undEhrlichia canis in
Deutschland. Prakt Tierarzt 20088: 776—88.

Krupka I, Knauer J, Lorentzen L, O'Connor TP, Sewcl, Straubinger RK.
Borrelia burgdorferi sensu lato species in Europe induce diverse immune
responses against C6 peptides in infected mice. \Giccine Immunol 2009 6:
1546-62.

Krupka I, Straubinger RK. Lyme borreliosis in dogad cats: background,
diagnosis, treatment and prevention of infectiofit Borrelia burgdorferisensu
stricto. Vet Clin North Am Small Anim Pract 20140: 1103-19.

Kurtenbach K, De Michelis S, Etti S, Schafer SMw8k HS, Brade V, Kraiczy
P. Host association oBorrelia burgdorferi sensu lato--the key role of host
complement. Trends Microbiol 2002Q: 74-9.

Le Fleche A, Postic D, Girardet K, Peter O, Baran€. Characterization of
Borrelia lusitaniaesp. nov. by 16S ribosomal DNA sequence analysis] ISyst
Bacteriol 199747: 921-5.

Lepidi H, Bunnell JE, Martin ME, Madigan JE, StunDumler JS. Comparative
pathology, and immunohistology associated withicéihillness afterEhrlichia

phagocytophilagroup infections. Am J Trop Med Hyg 20@&2: 29-37.

Leuba-Garcia S, Kramer MD, Wallich R, Gern L. Cledeaization ofBorrelia
burgdorferi isolated from different organs dkodes ricinusticks collected in
nature. Zentralbl Bakteriol 199280: 468-75.



120 IX. Literaturverzeichnis

Levy S, O'Connor TP, Hanscom JL, Shields P. Utiityan in-office C6 ELISA
test kit for determination of infection status afgs naturally exposed ®orrelia
burgdorferi Vet Ther 20023: 308-15.

Levy SA, Duray PH. Complete heart block in a dogopesitive forBorrelia
burgdorferi Similarity to human Lyme carditis. J Vet Internet 1988;2: 138—
44,

Levy SA, Magnarelli LA. Relationship between deywieent of antibodies to
Borrelia burgdorferi in dogs and the subsequent development of limii/joi
borreliosis. J Am Vet Med Assoc 199200: 344—7.

Levy SA. Use of a C6 ELISA test to evaluate thécaffy of a whole-cell bacterin
for the prevention of naturally transmitted canB@relia burgdorferiinfection.
Vet Ther 20023: 420-4.

Liang FT, Philipp MT. Analysis of antibody response invariable regions of
VISE, the variable surface antigen Bbrrelia burgdorferi Infect Immun 1999;
67: 6702-6.

Liang FT, Aberer E, Cinco M, Gern L, Hu CM, LobeNYRuscio M, Voet PE,
Jr., Weynants VE, Philipp MT. Antigenic conservatiof an immunodominant
invariable region of the VISE lipoprotein among &pean pathogenic genospecies
of Borrelia burgdorferiSL. J Infect Dis 2000&L,82: 1455-62.

Liang FT, Jacobson RH, Straubinger RK, Grooters PRhilipp MT.
Characterization of Borrelia burgdorferiVISE invariable region useful in canine
Lyme disease serodiagnosis by enzyme-linked imnarbest assay. J Clin
Microbiol 2000b;38: 4160—6.

Littman MP. Canine borreliosis. Vet Clin North Anm&ll Anim Pract 200333:
827-62.



IX. Literaturverzeichnis 121

Littman MP, Goldstein RE, Labato MA, Lappin MR, MeoGE. ACVIM small
animal consensus statement on Lyme disease in dagmnosis, treatment, and
prevention. J Vet Intern Med 20080): 422—34.

Madewell BR, Gribble DH. Infection in two dogs withn agent resembling
Ehrlichia equi J Am Vet Med Assoc 198280: 512—4.

Madigan JE, Gribble D. Equine ehrlichiosis in nerth California: 49 cases
(1968-1981). J Am Vet Med Assoc 198R0: 445-8.

Magnarelli LA, Anderson JF, Schreier AB. Persiseeinf antibodies tdorrelia
burgdorferiin dogs of New York and Connecticut. J Am Vet Massoc 1990;
196: 1064-8.

Mandel NS, Senker EG, Bosler EM, Schneider EM.abthiecal production of
Borrelia burgdorferi specific antibodies in a dog with central nervaystem
Lyme borreliosis. Compend Contin Educ Pract Vet319%: 581-6.

Maraspin V, Ruzic-Sabljic E, Cimperman J, Lotricdian S, Jurca T, Picken RN,
Strle F. Isolation oBorrelia burgdorferisensu lato from blood of patients with
erythema migrans. Infection 20029: 65—70.

Maretzki CH, Fisher DJ, Greene CE. Granulocytidiehiosis and meningitis in a
dog. J Am Vet Med Assoc 199205: 1554-6.

Margos G, Vollmer SA, Ogden NH, Fish D. Populatigaenetics, taxonomy,
phylogeny and evolution dBorrelia burgdorferi sensu lato. Infect Genet Evol
2011;11: 1545-63.

Marques A. Chronic Lyme disease: a review. Infeist ©in North Am 200822:
341-60.

Marques AR. Lyme disease: a review. Curr Allergyhisa Rep 201010: 13—20.



122 IX. Literaturverzeichnis

Matuschka FR, Eiffert H, Ohlenbusch A, SpielmanAplifying role of edible
dormice in Lyme disease transmission in centrabger J Infect Dis 1994t70:
122-7.

Matuschka FR, Allgower R, Spielman A, Richter D.aEGdcteristics of garden
dormice that contribute to their capacity as redesvdor lyme disease
spirochetes. Appl Environ Microbiol 19965: 707-11.

Menn B, Lorentz S, Naucke TJ. Imported and trangltlogs as carriers of canine
vector-borne pathogens in Germany. Parasit Ve@@1§;3: 34.

Milutinovic M, Masuzawa T, Tomanovic S, Radulovi¢ Fukui T, Okamoto Y.
Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma phagocytophilymFrancisella
tularensisand their co-infections in host-seekih@des ricinusticks collected in
Serbia. Exp Appl Acarol 20085: 171-83.

Montgomery RR, Nathanson MH, Malawista SE. Fc- amah-Fc-mediated
phagocytosis oBorrelia burgdorferi by macrophages. J Infect Dis 1990:
890-3.

Muir P, Oldenhoff WE, Hudson AP, Manley PA, Schae3¢, Markel MD, Hao
Z. Detection of DNA from a range of bacterial sgscin the knee joints of dogs
with inflammatory knee arthritis and associated degative anterior cruciate
ligament rupture. Microb Pathog 20Q%2: 47-55.

Murgia R, Cinco M. Induction of cystic forms by fdifent stress conditions in
Borrelia burgdorferi Apmis 2004112 57-62.

Mursic VP, Wanner G, Reinhardt S, Wilske B, BuschMarget W. Formation
and cultivation ofBorrelia burgdorferi spheroplast-L-form variants. Infection
1996;24: 218-26.

Nadelman RB, Nowakowski J, Forseter G, Bittker ®pogfer D, Goldberg N,



IX. Literaturverzeichnis 123

McKenna D, Wormser GP. Failure to isolatorrelia burgdorferi after
antimicrobial therapy in culture-documented Lymerblosis associated with
erythema migrans: report of a prospective study.JAuhed 199394: 583-8.

Neer TM, Breitschwerdt EB, Greene RT, Lappin MR.n€ensus statement on
ehrlichial disease of small animals from the infac$ disease study group of the
ACVIM. American College of Veterinary Internal Methe. J Vet Intern Med
2002;16: 309-15.

Nicholson WL, Comer JA, Sumner JW, Gingrich-Baker Coughlin RT,
Magnarelli LA, Olson JG, Childs JE. An indirect imnofluorescence assay
using a cell culture-derived antigen for detectmfnantibodies to the agent of
human granulocytic ehrlichiosis. J Clin Microbidd97;35: 1510-6.

Nieto NC, Foley JE. Meta-analysis of coinfectiord amoexposure witlBorrelia
burgdorferi and Anaplasmaphagocytophilumin humans, domestic animals,
wildlife, and Ixodes ricinuscomplex ticks. Vector Borne Zoonotic Dis 20(8;
93-101.

O'Connell S, Granstrom M, Gray JS, Stanek G. Epidiegy of European Lyme
borreliosis. Zentralbl Bakteriol 199887: 229—-40.

O'Connor TP, Esty KJ, Hanscom JL, Shields P, RhiifT. Dogs vaccinated with
common Lyme disease vaccines do not respond to ItR6, conserved
immunodominant region of the VISE surface proteimofrelia burgdorferi Clin
Diagn Lab Immunol 2004t 1: 458-62.

Ohnishi J, Piesman J, de Silva AM. Antigenic andhajie heterogeneity of
Borrelia burgdorferipopulations transmitted by ticks. Proc Natl Acadl § S A
2001;98: 670-5.

Oliver JH, Jr. Lyme borreliosis in the southern tddiStates: a review. J Parasitol
1996;82: 926-35.



124 IX. Literaturverzeichnis

Pantchev N, Schaper R, Limousin S, Norden N, We&e Lorentzen L.
Occurrence oDirofilaria immitis and tick-borne infections caused Agaplasma
phagocytophilumBorrelia burgdorferisensu lato anBhrlichia canisin domestic
dogs in France: results of a countrywide serolggivey. Parasitol Res 200805
Suppl 1: S101-14.

Patrican LA. Absence of Lyme disease spirochetdariral progeny of naturally
infected Ixodes scapularigAcari:Ixodidag fed on dogs. J Med Entomol 1997;
34: 52-5.

Persing DH, Rutledge BJ, Rys PN, Podzorski DS, hilicPD, Reed KD, Liu B,
Fikrig E, Malawista SE. Target imbalance: disparity Borrelia burgdorferi
genetic material in synovial fluid from Lyme artigipatients. J Infect Dis 1994,
169: 668-72.

Philipp MT, Bowers LC, Fawcett PT, Jacobs MB, LiaR@, Marques AR,
Mitchell PD, Purcell JE, Ratterree MS, Straubingd€. Antibody response to
IR6, a conserved immunodominant region of the MipBprotein, wanes rapidly
after antibiotic treatment oBorrelia burgdorferi infection in experimental
animals and in humans. J Infect Dis 20084: 870-8.

Picken RN, Strle F, Picken MM, Ruzic-Sabljic E, Mspin V, Lotric-Furlan S,
Cimperman J. Identification of three specie8ofrelia burgdorferisensu latoR.
burgdorferi sensu stricto,B. garinii, and B. afzelij) among isolates from

acrodermatitis chronica atrophicans lesions. Jdhermatol 1998110: 211-4.

Piesman J, Gern L. Lyme borreliosis in Europe andiNAmerica. Parasitology
2004;129 Suppl: S191-220.

Plier ML, Breitschwerdt EB, Hegarty BC, Kidd LB. tk of evidence for
perinatal transmission of canine granulocytic aasgplosis from a bitch to her
offspring. J Am Anim Hosp Assoc 20095: 232-8.

Poitout FM, Shinozaki JK, Stockwell PJ, Holland Shukla SK. Genetic variants



IX. Literaturverzeichnis 125

of Anaplasma phagocytophilumfecting dogs in Western Washington State. J
Clin Microbiol 2005;43: 796—-801.

Posey JE, Gherardini FC. Lack of a role for irorthe Lyme disease pathogen.
Science 200(288: 1651-3.

Postic D, Assous MV, Grimont PA, Baranton G. Divgrsof Borrelia
burgdorferisensu lato evidenced by restriction fragment lepgllgmorphism of
rrf (5S)-rrl (23S) intergenic spacer amplicons. Jrifyst Bacteriol 1994t4: 743—
52.

Postic D, Assous M, Belfaiza J, Baranton G. Gendiwersity of Borrelia of
Lyme borreliosis. Wien Klin Wochenschr 199@8: 748-51.

Qiu WG, Dykhuizen DE, Acosta MS, Luft BJ. Geographiniformity of the
Lyme disease spirochet8drrelia burgdorfer) and its shared history with tick
vector (xodes scapularjsin the Northeastern United States. Genetics 206Q;
833-49.

Rauter C, Hartung T. Prevalence Bxrrelia burgdorferisensu lato genospecies
in Ixodes ricinusticks in Europe: a metaanalysis. Appl Environ Mlaiol 2005;
71: 7203-16.

Reye AL, Hubschen JM, Sausy A, Muller CP. Prevadesicd seasonality of tick-
borne pathogens in questihgdes ricinugicks from Luxembourg. Appl Environ
Microbiol 2010;76: 2923-31.

Rikihisa Y. Ehrlichia subversion of host innatepasses. Curr Opin Microbiol
2006;9: 95-101.

Roberts DM, Carlyon JA, Theisen M, Marconi RT. Toor gene families of the
Lyme disease and relapsing fever spirochetes: patenfluence on biology,

pathogenesis, and evolution. Emerg Infect Dis 260Q10-22.



126 IX. Literaturverzeichnis

Robertson J, Guy E, Andrews N, Wilske B, Anda ParGtrom M, Hauser U,
Moosmann Y, Sambri V, Schellekens J, Stanek G, GiayA European
multicenter study of immunoblotting in serodiagrsosf Lyme borreliosis. J Clin
Microbiol 2000;38: 2097-102.

Rosa PA, Tilly K, Stewart PE. The burgeoning molacgenetics of the Lyme
disease spirochaete. Nat Rev Microbiol 2085129-43.

Sampson JS, Wilkinson HW, Tsang VC, Brake BJ. Kmdépendent enzyme-
linked immunosorbent assay for detection of antié®dto Legionella
pneumophilaJ Clin Microbiol 1983;18: 1340-4.

Schoeler GB, Lane RS. Efficiency of transovari@nsmission of the Lyme
disease spirochet8orrelia burgdorferi,in the western blacklegged tickodes
pacificus(Acari: Ixodidag. J Med Entomol 19930: 80-6.

Scorpio DG, Dumler JS, Barat NC, Cook JA, Barat S#lman BA, DeBisceglie
KC, Beall MJ, Chandrashekar R. Comparative straialysis of Anaplasma
phagocytophilum infection and clinical outcomes in a canine mods#l

granulocytic anaplasmosis. Vector Borne Zoonotie 2011;11: 223-9.

Seinost G, Dykhuizen DE, Dattwyler RJ, Golde WT, nbuJJ, Wang IN,
Wormser GP, Schriefer ME, Luft BJ. Four clonesBairrelia burgdorferisensu

stricto cause invasive infection in humans. Infagihun 199967: 3518-24.

Silaghi C, Kohn B, Chirek A, Thiel C, Nolte I, Liedgh G, Pfister K. Relationship
of molecular and clinical findings oAnaplasma phagocytophilumvolved in
natural infections of dogs. J Clin Microbiol 2014B: 4413-4.

Skotarczak B. Adaptation factors &orrelia for host and vector. Ann Agric
Environ Med 200916: 1-8.

Speck S, Reiner B, Wittenbrink MM. Isolation Bbrrelia afzeliifrom a dog. Vet



IX. Literaturverzeichnis 127

Rec 2001;149: 19-20.

Stackebrandt E, Goebel B. Taxonomic note: a plac®NA-DNA reassociation
and 16S rRNA sequence analysis in the presentespdefinition in bacteriology.
Int J Syst Bacteriol 1994t4: 846-9.

Stafford KC, 3rd, Cartter ML, Magnarelli LA, Ert&H, Mshar PA. Temporal
correlations between tick abundance and prevalesfceicks infected with
Borrelia burgdorferiand increasing incidence of Lyme disease. J Clicrobiol
1998;36: 1240-4.

Standaert SM, Yu T, Scott MA, Childs JE, Paddock, Qiicholson WL,
Singleton J, Jr., Blaser MJ. Primary isolation Effirlichia chaffeensisfrom
patients with febrile illnesses: clinical and malkx characteristics. J Infect Dis
2000;181: 1082-8.

Stanek G, Wormser GP, Gray J, Strle F. Lyme basai Lancet 2012379:
461-73.

Steere AC. Lyme disease. N Engl J Med 2(325: 115-25.

Steere AC, Coburn J, Glickstein L. The emergendeyaie disease. J Clin Invest
2004;113: 1093-101.

Steere AC. Lyme borreliosis in 2005, 30 years dftdral observations in Lyme
Connecticut. Wien Klin Wochenschr 2006;8: 625-33.

Steere AC, McHugh G, Damle N, Sikand VK. Prospecstudy of serologic tests
for Lyme disease. Clin Infect Dis 20087: 188-95.

Straubinger RK, Summers BA, Chang YF, Appel MJ.sB&nce ofBorrelia
burgdorferi in experimentally infected dogs after antibiotieatment. J Clin
Microbiol 1997;35: 111-6.



128 IX. Literaturverzeichnis

Straubinger RK, Straubinger AF, Summers BA, JacolRbBl, Erb HN. Clinical
manifestations, pathogenesis, and effect of anithidreatment on Lyme
borreliosis in dogs. Wien Klin Wochenschr 199&0: 874-81.

Straubinger RK, Krupka I, Pantchev N, LorentzerMlegise M. Single and dual
infections withAnaplasma phagozytophiluendBorrelia burgdorferisensu lato
in German dogs - a serological research study.eerbngs of the 3rd Canine
Vector-Borne Disease (CVBD) Symposium 2008: 46-54.

Stuen SAnaplasma phagocytophiluathe most widespread tick-borne infection

in animals in Europe. Vet Res Commun 208Y ;Suppl 1: 79-84.

Suksawat J, Hegarty BC, Breitschwerdt EB. Seropeexa ofEhrlichia canis
Ehrlichia equj and Ehrlichia risticii in sick dogs from North Carolina and
Virginia. J Vet Intern Med 200@;4: 50-5.

Sum S, Hartmann K. Antikorperpravalenz gegBorrelia burgdorferi in
Suddeutschland [abstract]. Tierarztl Prax 2005: 142.

Tjernberg I, Sillanpaa H, Seppala I, Eliasson ksberg P, Lahdenne P. Antibody
responses td3orrelia IR(6) peptide variants and the C6 peptide in Swedis
patients with erythema migrans. Int J Med Microld609;299: 439-46.

Toepfer KH, Straubinger RK. Characterization of thenoral immune response
in dogs after vaccination against the Lyme borssicagent: A study with five
commercial vaccines using two different vaccinatemmedules. Vaccine 2007;
25: 314-26.

Uilenberg G, Thiaucourt F, Jongejan F. On molectd&onomy: what is in a
name? Exp Appl Acarol 20032: 301-12.

Von Loewenich FD, Baumgarten BU, Schroppel K, Goster W, Rollinghoff
M, Bogdan C. High diversity of ankA sequencesfobplasma phagocytophilum



IX. Literaturverzeichnis 129

amonglxodes ricinugdicks in Germany. J Clin Microbiol 20031: 5033—40.

Wang G, van Dam AP, Schwartz |, Dankert J. Molecwyging of Borrelia
burgdorferi sensu lato: taxonomic, epidemiological, and chhianplications.
Clin Microbiol Rev 1999;12: 633-53.

Weber A, Heim U, Schafer R. Incidence of antibod@Borrelia burgdorferiin
dogs in small animal practice in North Bavaria.|Béunch Tierarztl Wochenschr
1991;104: 384-6.

Wilske B, Preac-Mursic V, Gobel UB, Graf B, JauisSoutschek E, Schwab E,
Zumstein G. An OspA serotyping system fBorrelia burgdorferi based on
reactivity with monoclonal antibodies and OspA same analysis. J Clin
Microbiol 1993;31: 340-50.

Wilske B, Jauris-Heipke S, Lobentanzer R, Prad@ré&ac-Mursic V, Rossler D,
Soutschek E, Johnson RC. Phenotypic analysis ef auirface protein C (OspC)
of Borrelia burgdorferi sensu lato by monoclonal antibodies: relationstaip

genospecies and OspA serotype. J Clin Microbiob199: 103-9.

Wilske B, Busch U, Eiffert H, Fingerle V, PfisteM¥{ Rossler D, Preac-Mursic
V. Diversity of OspA and OspC among cerebrospihadfisolates ofBorrelia
burgdorferi sensu lato from patients with neuroborreliosis ierr@any. Med
Microbiol Immunol 1996184: 195-201.

Wilske B. Diagnosis of Lyme borreliosis in Européector Borne Zoonotic Dis
2003;3: 215-27.

Wilske B, Fingerle V, Schulte-Spechtel U. Microlugical and serological
diagnosis of Lyme borreliosis. FEMS Immunol Med Migiol 2007;49: 13-21.

Woldehiwet Z. Tick-borne fever: a review. Vet Resn@nun 19836: 163-75.



130 IX. Literaturverzeichnis

Woldehiwet Z. Immune evasion and immunosuppressipn Anaplasma
phagocytophilumthe causative agent of tick-borne fever of rumteaand human
granulocytic anaplasmosis. Vet J 20085: 37-44.

Woldehiwet Z. The natural history éhaplasma phagocytophilurivet Parasitol
2010;167: 108-22.

Wormser GP, Aguero-Rosenfeld ME, Nadelman RB. Lydisease serology:
problems and opportunities. Jama 19282: 79-80.

Wormser GP, Dattwyler RJ, Shapiro ED, HalperinStgere AC, Klempner MS,
Krause PJ, Bakken JS, Strle F, Stanek G, BockenkteBish D, Dumler JS,
Nadelman RB. The clinical assessment, treatmend, @mevention of lyme
disease, human granulocytic anaplasmosis, and ibalsesclinical practice
guidelines by the Infectious Diseases Society ofeAoa. Clin Infect Dis 2006;
43: 1089-134.

www.megedi.com(2011) Zecken - Zeckenbiss - Wie Sie sich vor 2eck

schitzen kdnnen.

Xu Y, Johnson RC. Analysis and comparison of plasmiofiles of Borrelia
burgdorferisensu lato strains. J Clin Microbiol 1993: 2679-85.

Zhang L, Liu Y, Ni D, Li Q, Yu Y, Yu XJ, Wan K, LD, Liang G, Jiang X, Jing
H, Run J, Luan M, Fu X, Zhang J, Yang W, Wang Y nider JS, Feng Z, Ren J,
Xu J. Nosocomial transmission of human granulocgim@plasmosis in China.
Jama 2008300: 2263-70.

Zhi N, Ohashi N, Rikihisa Y. Multiple p44 genes eding major outer membrane
proteins are expressed in the human granulocytickiosis agent. J Biol Chem
1999;274:17828-36.



X. Danksagung 131

X. DANKSAGUNG

Ich danke Frau Univ.-Prof. Katrin Hartmann. Sie waend ist vieles fur mich,
Lehrerin, Doktormutter und Mentorin. Ich danke fiir ihre groRe Geduld, ihr
Vertrauen in mich und ihre Energie. Sie hat flrhrit meinem Werdegang einen

ganz besonderen Stellenwert. Daflr bin ich ihifimer dankbar.

Bei Herrn Univ.-Prof. Reinhard K. Straubinger mdchich mich far die
Unterstitzung bei der Erstellung dieser Arbeit uter Vertffentlichungen
bedanken. Ich danke ebenso Frau Dr. med. vet. Kmikpka-Dyachenko fur die
aul3erordentliche Hilfe bei der interessanten unehgitven Arbeit im Institut fur
Immunologie der veterinarmedizinischen Fakultati@ipzig; und auch fur die

schone Zeit dort. Auch danke ich Christina fir itwertvolle Hilfe im Labor.

Ich danke Frau Dr. med. vet. Carola Sauter-Louiglié grof3artige Unterstiitzung
bei der Statistik. Mit ihrer grofen Freundlichkaitd Geduld hat sie mir sehr

geholfen.

Ebenfalls danke ich Frau Dr. Elisabeth Miller fle dinterstitzung bei den

Veroffentlichungen.

Ich danke allen Kolleginnen und Kollegen der Megizchen Kleintierklinik. Das
Arbeiten und Lernen in diesem besonderen Team whhemich von grolder
Bedeutung und haben mich sehr gepragt. Besondesbaia bin ich fur die

Freundschaften, die hier entstanden sind.

Ganz besonders danke ich meiner Familie. MeinemnWdarc, meiner Mutter

Ursula, meinen Geschwistern Benedikt und Cordu&gAtles fiir mich sind.
Ich danke meiner Patin Tinda, die mir wahre Patin i
Ich danke Barbel und Stefan fir ihr Vertrauen ichmi

An dieser Stelle soll Platz sein fir den Dank asobdere Gefahrten, die mich

treu und liebevoll begleitet haben, Lilly-June, §tol und Beauty.

Mein letzter Dank gilt meinem Vater Siegfried. Idanke ihm fir seine Liebe,

und dass er mir Vater war. Er ist immer bei mir.



