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|I. EINLEITUNG

Das Verbringen subklinisch infizierter Hunden in bisher nicht endemische Gebiete,
das Reisen mit Hunden in endemische Gebiete, sowie die Veranderung von
klimatischen Bedingungen scheinen in Europa zu einem Anstieg und einer gréReren
Verbreitung von vektoribertragenen Erkrankungen bei Hunden zu fihren (Beugnet
& Marié, 2009). Einige der diesen Erkrankungen zugrundeliegenden Pathogene
stellen aufgrund ihres zoonotischen Charakters auch eine Gefahr fir die
menschliche Gesundheit dar (Otranto et al., 2009b). Um die Ausbreitung dieser
Pathogene und die Infektionsgefahr fur Mensch und Tier zu beurteilen, sind
grundlegende Daten aus epidemiologischen Studien nétig.

Aus Albanien waren bis zum Jahr 2008, ausgenommen einiger weniger
Untersuchungen zu Leishmania infantum und Babesia canis, keine Studien zu
vektorlbertragenen Erkrankungen bei Hunden veroffentlicht (Cricko et al., 1999;
Dhamo et al., 2006; Lazri et al., 2008). Dann wurden die ersten Untersuchungen
zum Auftreten von Ehrlichia canis, Anaplasma spp, Hepatozoon canis, Dirofilaria
immitis und Mycoplasma haemocanis bei Hunden aus Tirana und kistennahen
Gebieten veroffentlicht (Hamel et al., 2009; Hamel et al., 2013; Lazri et al., 2008;
Rapti & Rehbein, 2010). Die meisten der fir die Ubertragung der genannten
Pathogene verantwortlichen Vektoren bevorzugen das mediterrane Klima der
Kustenschwemmlandschaft Albaniens. Allerdings werden 70% des Landes von
einer Gebirgslandschaft mit vorherrschend kontinentalem Klima eingenommen.
Landesweite Studien, in die auch Hunde aus diesen Regionen mit einbezogen
wurden, fehlen bisher. Zudem sind bisher keine Untersuchungen zur Exposition
von Hunden mit Spotted Fever Group Rickettsien in Albanien durchgefiihrt
worden. Da subklinisch infizierte Hunde ein mdgliches Reservoir fiir die
zoonotischen Pathogene D. immitis, Rickettsia conorii, L. infantum und A.
phagocytophilum darstellen (Levin et al., 2012; Otranto et al., 2009b), sind speziell
Polizeihunde aufgrund ihres hdufigen Kontakts zum Menschen gut fiir eine
Untersuchung zu deren Verbreitung geeignet. Durch ihre enge Zusammenarbeit
sind Polizeihunde ahnlichen Umweltbedingungen wie ihre Halter ausgesetzt und
ihre Untersuchung kann somit Riickschlusse auf eine mogliche Infektionsgefahr fur
den Menschen zulassen. Zudem werden Polizeihunde als Arbeitstiere gut
medizinisch betreut und unter ahnlichen Bedingungen gehalten. Ihre Untersuchung
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kann weiterhin helfen, die Effektivitat von Praventionsmalinahmen gegen Vektoren

einzuschétzen und diese MalRnahmen gegebenenfalls zu &ndern.

Nicht nur zu den genannten vektoriibertragenen Pathogenen gibt es wenige Studien
aus Albanien, auch Daten zur Prdvalenz von Neospora caninum und Toxoplasma
gondii stehen nur wenige zur Verfugung. Dabei hat N. caninum neben der
veterindrmedizinischen Bedeutung auch einen wichtigen 6konomischen Einfluss
auf die Viehwirtschaft, welche in Albanien einen wichtigen Wirtschaftssektor
darstellt (Dubey & Schares, 2011). Bei T. gondii steht die Humanpathogenitét des
Parasiten im Vordergrund (Dubey, 2010). Vor kurzem wurde erstmals eine Studie
zu diesem Thema bei Hunden aus Albanien veroffentlicht. Diese beschrénkte sich
jedoch auf Hunde aus Tirana (Hamel et al., 2013). Somit wird deutlich, dass in
diesem Land zum Vorkommen der in der vorliegenden Studie untersuchten
Pathogene noch grolRe Wissensliicken bestehen. Daher waren die Ziele dieser
Studie:

(1) die Erfassung der Infektions- bzw. Seroprévalenz von T. gondii, N. caninum,
haemotropher Mykoplasmen und verschiedener vektorubertragener Pathogene bei

Polizeihunden aus Albanien;

(2) die Evaluierung von Alter, Geschlecht und geographischer Herkunft der Tiere

als mogliche Risikofaktoren;

(3) und die Erfassung von Koinfektionen bzw. Koexpositionen.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Vektoren

Die in dieser Studie behandelten Pathogene Anaplasma spp., Spotted Fever Group
Rickettsien, Babesia spp., Hepatozoon canis, Leishmania infantum und Dirofilaria
immitis werden alle von Arthropoden tbertragen. Aul3er bei H. canis, bei dem es
sich um einen phagar Ubertragenen Parasiten handelt, erfolgt die Ubertragung
inokulativ wéahrend der Blutmahlzeit (Deplazes et al., 2012). Vermutlich weisen
auch die kaninen haemotrophen Mykoplasmen einen vektorgebundenen
Infektionsweg auf, doch die natiirlichen Ubertragungswege dieser Bakterien sind
bisher nur unzureichend erforscht (Willi et al., 2010).

1.1. Schildzecken (Ixodidae)

Die fir diese Arbeit relevanten Zeckenarten Rhipicehalus sanguinues,
Dermacentor reticulatus und Ixodes ricinus sind alle der Familie der Schildzecken
(Ixodidae) angehdrig (Abb. 1). Pathogene, die von diesen Zeckenarten Ubertragen

werden oder deren Ubertragerstatus diskutiert wird, sind in Tab.1 aufgelistet.

Ordnung: Metastigmata (Ixodida, Zecken)
Familie: Ixodidae (Schildzecken)

Unterfamilie: Rhipicephalinae Unterfamilie: Ixodinae

Gattung: Rhipicephalus Gattung: Dermacentor Gattung: Ixodes

Art: Rhipicephalus sanguineus Art: Dermacentor reticulatus  Art: Ixodes ricinus

Abb. 1 Vereinfachte taxonomische Systematik von Rhipicephalus sanguineus,
Dermacentor reticulatus und Ixodes ricinus modifiziert nach Deplazes et al.,
2012
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Tab. 1: Zeckenarten Europas und durch sie tibertragene Pathogene ¥

Zeckenart Pathogen Ubertrigerstatus Ubertrigerstatus Referenz
innerhalb der Zecke auf Wirbeltierwirt
Rhipicephalus | Rickettsia conorii Transovariale/trans- Experimentell Raoult & Parola, 2007;
sanguineus spp. conorii stadiale Ubertragung | nachgewiesen Socolovschi et al.,
2009
Rickettsia conorii aus Zecke amplifiziert | Nicht experimentell Fournier et al., 2003;
spp. capsia (gesaugt) nachgewiesen Psaroulaki et al., 2003
Rickettsia conorii Transstadiale Experimentell Levin et al., 2012;
spp. israelensis Ubertragung nachgewiesen Zemtsova et al., 2010
Anaplasma platys Aus Zecken Nicht experimentell Latrofa et al., 2014;
amplifiziert nachgewiesen Simpson et al., 1991
Ehrlichia canis Transstadiale Experimentell Groves et al., 1975
Ubertragung nachgewiesen
Babesia vogeli Transovariale/trans- Experimentell Chauvin et al., 2009;
stadiale Ubertragung | nachgewiesen Hauschild & Schein,
1996
Babesia canis Transovariale/trans- Nicht experimentell Cassini et al., 2009;
stadiale Ubertragung | nachgewiesen lori et al., 2010
Hepatozoon canis Transstadiale Experimentell Baneth et al., 2001
Ubertragung, nachgewiesen
Mycoplasma Experimentell Seneviratna et al.,
haemocanis nachgewiesen 1973
Dermacentor | Rickettsia slovaca Aus Zecken Nicht experimentell Dobec et al., 2009
reticulatus amplifiziert nachgewiesen
Rickettsia raoultii Aus Zecken Nicht experimentell Wojcik-Fatla et al.,
amplifiziert nachgewiesen 2013
Anaplasma Aus Zecken Nicht experimentell Paulauskas et al.,
phagocytophilum amplifiziert nachgewiesen 2012
B. canis Transovariale/trans- Experimentell Chauvin et al., 2009;
stadiale Ubertragung | nachgewiesen Hauschild & Schein,
1996
Babesia microti Aus Zecken Nicht experimentell Woijcik-Fatla et al.,
amplifiziert nachgewiesen 2015
Ixodes Rickettsia helvetica | Transovariale Nicht experimentell Burgdorfer et al.,
ricinus Ubertragung nachgewiesen 1979; Radulovic et al.,
2011
Rickettsia Aus Zecken Nicht experimentell Radulovic et al., 2011
monacensis amplifiziert nachgewiesen
A.phagocytophilum | Transstadiale Experimentell Macleod & Gordon,
Ubertragung nachgewiesen 1933; Ogden et al.,
2003
B. microti Transstadiale Experimentell Duh et al., 2001; Gray
Ubertragung nachgewiesen et al., 2002

Dkein Anspruch auf Vollstdndigkeit; dargestellt sind die fur diese Studie relevanten Zeckenarten und

Pathogene

1.1.1.

Rhipicephalus sanguineus

Diese Zeckenart parasitiert in erster Linie bei Hunden und gilt als sehr

wirtsspezifisch, obwohl Rh. sanguineus (braune Hundezecke) auch andere

Séugetiere aufsuchen kann (Gray et al., 2013; Levin et al., 2012). Es sind auch

Berichte veroffentlicht, laut denen Rh. sanguineus den Menschen befallt (Fournier
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et al., 2003; Omeragic, 2011). Die braune Hundezecke gilt als endophil (=befallen
von Wirten in ihrer Behausung) und bevorzugt als Habitat u. a. Hundezwinger
(Dantas-Torres, 2010). Sie ist damit h&ufig in der N&he menschlicher Behausungen
zu finden (Gray et al., 2013). Die 3-wirtige Zecke gilt als die weltweit am meisten
verbreitete Zeckenart und kommt primér in subtropischen bis tropischen Regionen
vor (Gray et al., 2013), wobei sich Rh. sanguineus gut bei Temperaturen von 20-
30°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 35% - 95% entwickeln kann (Dantas-
Torres, 2010; Koch & Tuck, 1986). Obwohl diese Zecke auch fir sie kritische
Temperaturen tolerieren kann, findet eine Weiterentwicklung unter 14 °C nicht statt
(Inokuma et al., 1996). Somit ist eine Etablierung dieser Zeckenart bei

kontinentalem Klima nur in geschiitzten Rdumen maoglich (Gothe & Hamel, 1973).

In den Jahren 2005-2009 wurden 108 Hunde aus Tirana auf Ektoparasiten
untersucht, wobei mit einer Befallsrate von 23,8% Rh. sanguineus die am

haufigsten abgesammelte Zeckenart war (Xhaxhiu et al., 2009).

1.1.2. Dermacentor reticulatus
Die ebenfalls 3-wirtige Zeckenart Dermacentor reticulatus (Auwaldzecke)
bevorzugt gemaRigtes Klima und ist meist in humiden Gebieten wie Auwaldern und
Flusslandschaften, aber auch in trockeneren Gebieten wie Weideflachen bis zu
einer Hohe von 1000 m. U. NN zu finden (Deplazes et al., 2012; Hornok & Farkas,
2009). Dabei weist diese exophile Zeckenart (=befallt Wirte auRerhalb ihrer
Behausung, von der Vegetation aus) ein breites Wirtsspektrum auf, welches
insbesondere aus Kleinsédugern sowie domestizierten und wildlebenden Ungulaten
(Cerviden, Pferde, Rinder, Schafe) und Karnivoren (Fiichse, Hunde) besteht
(Deplazes et al., 2012; Santos-Silva et al., 2011; Sobrino et al., 2012).
Das Vorkommen von D. reticulatus wurde bisher in Albanien nicht beschrieben,
wohl aber in Serbien und Bosnien-Herzegowina (Hamel et al., 2009; Omeragic,
2011; Tomanovic et al., 2013).

1.1.3. Ixodes ricinus
Ixodes ricinus ist ebenfalls 3-wirtig und vorwiegend in klimatisch gemafigten
Habitaten mit hoher relativer Luftfeuchtigkeit (>75%) und einer dichten
Dentritusschicht zu finden. Diese Bedingungen sind insbesondere in durch
Vegetation beschatteten Gebieten wie Laub- und Mischwéldern oder Mooren

gegeben. Herrscht mediterranes, trockenes Klima vor, zieht sich 1. ricinus eher in
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Hohenlagen bis zu 2000 m.0.NN zurtick (Deplazes et al., 2012; Medlock et al.,
2013). Diese Zeckenart verhdlt sich exophil und beféllt ihre Wirte von der
Vegetation aus. Zum breiten Wirtsspektrum dieser Zecke gehoren ca. 200
Wirbeltierarten (Saugetiere, Vogel und Reptilien) (Deplazes et al., 2012; Sobrino et
al., 2012).

Ixodes ricinus war in Albaniens Hauptstadt Tirana nur bei 0,6% der dort
untersuchten Hunde zu finden und war damit deutlich seltener als Rh. sanguineus
(Xhaxhiu et al., 2009).

1.2. Micken (Nematocera)

1.2.1. Sandmiicken (Phlebotominae)

Die Weibchen einiger Sandmiickenarten der Gattung Phlebotomus (Abb.2) sind im
europdischen Raum fir die Ubertragung von L. infantum verantwortlich (Killick-
Kendrick, 1999). Phlebotomen sind dort in warmen, gemaRigten und subtropischen
Zonen verbreitet (ECDC,2015). Als endemische Arten in Albanien mit erwiesener
Vektorkompetenz sind P. neglectus, P. perfiliewi und P. tobbi zu nennen (Killick-
Kendrick, 1999; Léger et al., 1988; Velo et al., 2005), wobei P. neglectus am
haufigsten detektiert wurde (Velo et al., 2005).

Ordnung: Diptera (Zweiflugler)

Unterordnung: Nematocera (Miicken)

Familie: Psychodidae (Schmetterlingsmiicken) Familie: Culicidae (Stechmiicken)
Unterfamilie: Phlebotominae Unterfamilie: Anophelinae Unterfamilie: Culicinae
Gattung: Phlebotomus Gattung: Anopheles Gattung: Aedes  Gattung: Culex

Abb. 2: Vereinfachte Systematik der Gattungen Phlebotomus, Anopheles,
Aedes und Culex nach Deplazes et al., 2012

1.2.2. Stechmicken (Culicidae)
Stechmiuicken (Culicidae) unterschiedlicher Gattungen (Abb. 2) gelten als VVektoren
von D. immitis (Cancrini & Gabrielli, 2007). Unter anderem wurden Aedes
koreicus, Aedes albopictus, Culex pipens und Anopheles maculipennis in Italien als
kompetente Vektoren identifiziert (Cancrini et al., 2003; Cancrini & Gabrielli,
2007; Cancrini et al., 2006; Montarsi et al., 2015). Bis auf Aedes koreicus ist das
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Vorkommen dieser Arten auch in Albanien beschrieben (Adhami & Reiter, 1998).
Als Vektor von D. immitis kommt der asiatischen Tigermucke (Ae. albopictus)
aufgrund der nachweislich sehr effizienten Filarientbertragung und der
unspezifischen Wirtswahl die grofite Bedeutung zu (Adhami & Murati, 1987;
Adhami & Reiter, 1998; Cancrini & Gabrielli, 2007).

2. Ordnung Rickettsiales

Bei der Ordnung Rickettsiales handelt es sich um gramnegative Bakterien der
Klasse a-Proteobacteria. Dieser Ordnung zugehorig ist die Familie Rickettsiaceae
mit der flr diese Studie relevanten Gattung Rickettsia. Arten dieser Familie sind
obligat intrazellular und vermehren sich frei im Zytoplasma eukaryotischer
Wirtszellen (Dumler et al., 2001; Merhej et al., 2014). Zudem ist die der Ordnung
Rickettsiales angehorige Familie Anaplasmataceae mit den Gattungen Ehrlichia
und Anaplasma fiir die vorliegende Untersuchung relevant. Auch dieser Familie
unterstellten Arten sind obligat intrazellular, vermehren sich jedoch in
intrazytoplasmatischen Vakuolen, wodurch sogenannte Morula entstehen kénnen
(Dumler et al., 2001; Rikihisa, 1991).

2.1. Spotted Fever Group Rickettsiae

2.1.1.  Taxonomie und Wirtsspektrum
Die Gattung Rickettsia wurde urspringlich anhand von morphologischen,
antigenetischen und metabolischen Eigenschaften in zwei Gruppen, die
Zeckenbissfieber (Spotted Fever) - Gruppe (SFG) und die Fleckfieber (Typhus)-
Gruppe, unterteilt. Basierend auf phylogenetischen Studien erfolgt die Unterteilung
dieser Gattung heutzutage in vier Gruppen: In die Zeckenbissfieber-, die Typhus-,
die Rickettsia belli- und die Rickettsia canadiensis-Gruppe. Insgesamt werden der
Gattung Rickettsia zur Zeit 27 Spezies zugewiesen (Merhej et al., 2014). Mit Hilfe
molekularer Methoden wurden in den letzten 20 Jahren einige neue Spezies
beschrieben und es kann davon ausgegangen werden, dass weiterhin viele, bisher

noch unbekannte Arten existieren (Parola et al., 2013).

Die  Untersuchungen  dieser  Arbeit  konzentrieren sich auf die
Zeckenbissfiebergruppe, wobei der Schwerpunkt auf R. conorii liegt, da dieser
Spezies in Slideuropa die groRte Bedeutung zuteil wird (Oteo & Portillo, 2012). Die

Art R. conorii wird in die Unterarten R. conorii conorii, R. conorii capsia, R. conorii
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israelensis und R. conorii indica unterteilt, deren genetische Unterschiede aber
nicht ausreichen, um als eigene Arten gewertet zu werden (Rovery et al., 2008; Zhu
et al., 2005). Hunde kdnnen als Reservoir fur R. conorii dienen (Alexandre et al.,
2011; Levin et al., 2012). Hasen, kleine Nagetiere und Igel werden als mogliche
Reservoire diskutiert (Parola et al., 2013; Rovery et al., 2008). Grundsatzlich ist die
eigentliche Bedeutung von Sdugetieren als Reservoir fiir Rickettsien der
Zeckenbissfiebergruppe allerdings weitgehend ungeklart (Parola et al., 2013).
Reservoirpotential wird auch Rh. sanguineus unterstellt, da bei dieser Zeckenart die
transovarielle Ubertragung von R. conorii spp. conorii nachgewiesen werden
konnte (Socolovschi et al., 2009).

2.1.2. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Soweit bekannt, verlaufen Infektionen mit SFG Rickettsien bei Hunden in Europa
meist asymptomatisch (Allison & Little, 2013). Akute fieberhafte Verldufe bei
Infektionen mit R. conorii werden zunehmend beschrieben (Alexandre et al., 2011,
Levin et al., 2012; Solano-Gallego et al., 2006a). In Nordamerika kann R. rickettsii
bei Hunden zum sogenannten Rocky Mountain Spotted Fever mit schweren
Krankheitsverlaufen fihren. Das Vorkommen dieses Bakteriums ist in Europa
bisher nicht nachgewiesen worden (Allison & Little, 2013; Greene &
Breitschwerdt, 2006).

Mit hunderten dokumentierten Krankheitsféllen jahrlich ist das von R. conorii
verursachte Mediterranean Spotted Fever (MSF) die hdufigste Rickettsiose des
Menschen in Europa. R. conorii galt in Europa lange als einziges
zeckenlbertragenes Pathogen der SFG-Rickettsien (Oteo & Portillo, 2012; Parola
et al., 2005; Raoult & Roux, 1997). Heute ist bekannt, dass auch andere Rickettsia
spp. Symptome verursachen kdnnen, die denen des MSF entsprechen (Parola et al.,
2013; Zhu et al., 2005). Dabei tritt haufig eine von einer Hautrétung umgebene,
schwarze, krustige Lasion an der Zeckenbissstelle auf. Zu den weiteren typischen
Symptomen z&hlen Fieber und ein makulopapuldses Exanthem, welches oft die
Extremitéten betrifft (Germanakis et al., 2006; Parola et al., 2013). Meist tritt nach
einigen Tagen Besserung ein (Oteo & Portillo, 2012). Es werden jedoch zunehmend
schwere, atypische Krankheitsverlaufe beschrieben, die todlich enden kdnnen (de
Sousa et al., 2006; Parola et al., 2013). Die beobachtete Zunahme der MSF-
Erkrankungen wird unter anderem mit einer Zunahme von Zeckenstichen aufgrund
des Klimawandels erklart (Oteo & Portillo, 2012; Parola et al., 2005).
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2.1.3.

Vorkommen in Stidosteuropa

Rickettsien der Zeckenbissfiebergruppe sind weltweit verbreitet, wobei die

geographische Verbreitung nicht zuletzt abhangig ist von der Epidemiologie der

jeweiligen Vektor-Zecken, welche zugleich als Reservoir gelten (Parola et al.,
2013; Raoult & Roux, 1997). Tab. 2 ist zu entnehmen, welche Rickettsienarten in

Stdosteuropa bei Menschen und/oder Zecken nachgewiesen wurden.

Tab. 2:

Mittels

PCR in

Zecken oder

Menschen

nachgewiesene

Rickettsienarten der Zeckenbissfiebergruppe in Stidosteuropa®

Rickettsia spp. Wirt Land Referenz Erkrankung?
Rickettsia Mensch Griechenland Germanakis et al., 2013 Zeckenbiss-
aeschlimanii Hyalomma anatolicum Griechenland Psaroulaki et al., 2006 fieber
excavatum
Hyalomma marginatum Kroatien Punda-Polic et al., 2002
Duh et al., 2003
Rickettsia conorii | Mensch Kroatien Sardelic et al., 2003 MSF
Griechenland Psaroulaki et al., 2005a
Rhipicephalus sanguineus | Griechenland Psaroulaki et al., 2003
Albanien Christova et al., 2003
Rhipicephalus bursa Albanien
R. conorii spp. Hylomma plumbeum Albanien Astrakhan
capsia Rh. sanguineus Kosovo Fournier et al., 2003 Fieber
Rickettsia Ixodes ricinus Serbien Radulovic et al, 2011 | Evtl. leichtes
helvetica Tomanovic et al., 2013 Fieber,
Bulgarien Christova et al., 2003 keine
Ruménien lonita et al., 2013 bestatigte
Rh. sanguineus Albanien Christova et al., 2003 Human-
Rh. bursa Albanien pathogenitat
Dermacentor reticulatus Kroatien
Rickettsia Rh. sanguineus/Rh. bursa Griechenland Psaroulaki et al., 2003 Zeckenbiss-
massiliae Rhipicephalus turcanicus Griechenland Psaroulaki et al., 2006 fieber
Rickettsia 1. ricinus Serbien Radulovic et al., 2011 Zeckenbiss-
monacensis Tomanovic et al., 2013 fieber
Ruménien lonita et al., 2013
Rickettsia Rh. sanguineus/Rh. bursa | Griechenland Psaroulaki et al., 2003 Nicht
ripicephali Rh. sanguineus Griechenland Psaroulaki et al., 2006 bekannt
Rh. turanicus Kroatien Duh et al., 2003
Rickettsia slovaca | Rh. bursa Griechenland Kachrimanidou et al., 2010 SENLAT
Dermacentor marginatus Kroatien Duh et al., 2003; Punda-
Polic et al., 2002
Rumanien lonita et al., 2013
D. reticulatus Kroatien Dobec et al., 2009
Rickettsia sibirica | Mensch Griechenland Psaroulaki et al., 2005b LAR
mongolitimonae | Hy. anatolicum excavatum | Griechenland
Rickettsia raoultii | D. marginatus Rumanien lonita et al., 2013 SENLAT
Rickettsia Haemaphysalis sulcata Kroatien Duh et al., 2010 Nicht
hoogstraalii bekannt

1) Kein Anspruch auf Vollstandigkeit

2) Erkrankungen beim Menschen nach (Parola et al., 2013)
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2.2. Anaplasma spp.
2.2.1.  Taxonomie und Wirtsspektrum

Zu den bei Hunden relevanten Bakterienarten der Gattung Anaplasma zéhlen A.
platys, Erreger der kaninen zyklischen Thrombozytopenie und A. phagocytophilum,
Erreger der Caninen Granulozytaren Anaplasmose (CGA). Im Jahr 2001 wurden
Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi und der Erreger der Humanen
Granulozytaren Ehrlichiose (HGE), basierend auf Ergebnissen phylogenetischer
Studien des 16S rRNA-Gens, zu einer einzigen Art zusammengefasst und zu A.
phagocytophilum umbenannt und in die Familie der Anaplasmataceae eingeordnet
(Dumler et al., 2001). Dieses Bakterium repliziert hauptséchlich in neutrophilen
Granulozyten und kann u.a. zu Erkrankungen bei Hunden, Pferden, Wiederk&uern
und Menschen fuhren (Woldehiwet, 2010). Zudem gelten viele wildlebende
Séugetierarten als Reservoirwirte; der Nachweis transovarieller Ubertragung bei
Zecken gelang bisher nicht (Ogden et al., 1998; Stuen et al., 2013). Neben
Infektionen durch die Vektorzecke ist die Ubertragung durch Bluttransfusion
(Alhumaidan et al., 2013; Carrade et al., 2009), die Moglichkeit der intrauterinen
Infektion beim Rind (Pusterla et al., 1997) und der perinatale Ubertragungsweg
beim Menschen beschrieben (Horowitz et al.,, 1998). Beim Hund wurde die
transplazentare Ubertragung auf Welpen bisher nicht nachgewiesen (Plier et al.,
2009).

Anaplasma platys wurde erstmals 1978 in Florida beschrieben und zun&chst als
Ehrlichia platys klassifiziert (Harvey et al., 1978). Aufgrund von Sequenzanalysen
des 16S rRNA-Gens erfolgte spater die taxonomische Einordnung in die Gattung
Anaplasma und Umbenennung in A. platys (Dumler et al., 2001). Lange Zeit
wurden A. platys-Infektionen ausschlie3lich bei Hunden beschrieben (Dyachenko
et al., 2012; Gaunt et al., 2010; Maggi et al., 2013b). In den letzten 5 Jahren wurde
das Bakterium auch bei drei Menschen (Breitschwerdt et al., 2014; Maggi et al.,
2013b) und einer Katze nachgewiesen (Lima et al., 2010).

2.2.2. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

2.2.2.1. Anaplasma phagocytophilum
An CGA erkrankte Hunde zeigen nach 1-2 Wochen Inkubationszeit (Egenvall et
al., 1998) in der Regel einen asymptomatischen bis milden Krankheitsverlauf, der

mit Fieber, Lethargie und Inappetenz einhergehen kann. AuRerdem ist das
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Auftreten von Lahmheiten mdglich. Zu den haufigsten Laborverdnderungen zéhlen
Lymphozytopenie, Thrombozytopenie, Anémie, Hypoalbuminamie,
Hyperglobulindmie und eine Erh6éhung der alkalischen Phosphatase (Egenvall et
al., 2000b; Egenvall et al., 1997; Kohn et al., 2008). Obwohl auch schwerere
Krankheitsverldufe beschrieben sind, scheint die Erkrankung héufig selbst-
limitierend zu sein. Es sind bisher keine klinischen Fé&lle mit chronischem
Krankheitsverlauf bekannt (Carrade et al., 2009; Eberts et al., 2011; Ravnik et al.,
2014).

In den USA stieg nach Einfiihrung der Meldepflicht die Zahl der Humanen
Granulozytaren Anaplasmose (HGA) Falle von 348 im Jahr 2000 auf 1761 Félle im
Jahr 2010 an, wobei sich die Zahl der Meldungen von 2009 auf 2010 verdoppelte
(CDC, 2013). Obwonhl in Europe viele Saugetiere hohe Infektionsraten zeigen, sind
bisher nicht mehr als ca. 100 Falle der HGA bekannt (Doudier et al., 2010; Dumler
et al., 2005). Die geringen Fallzahlen sind, abgesehen von der in Europa nicht vor-
liegenden Meldepflicht, méglicherweise auf verschiedene genetische Varianten des
Bakteriums zuriickzufiihren (Woldehiwet, 2010). Die Erkrankung zeigt in Europa
in der Regel einen milderen Krankheitsverlauf als in den USA, mit grippedhnlichen

Symptomen und guter Prognose (Blanco & Oteo, 2002; Doudier et al., 2010).

2.2.2.2. Anaplasma platys

Bei mit A. platys infizierten Hunden kommt es typischerweise nach einer
Inkubationszeit von 8-15 Tagen alle 1-2 Wochen zu zyklischen Parasitdmie- und
Thrombozytopeniephasen (Eddlestone et al., 2007; Harvey et al., 1978). Wéahrend
in den USA die Erkrankung meist subklinisch verlauft, wurden bei Hunden in
Europa klinische Symptome wie Fieber, Lethargie, Lymphadenopathie, Anédmie
und auch letale Krankheitsverlaufe beobachtet. Als Ursache fiir diese
verschiedenen Verlédufe werden unterschiedlich virulente Stdmme vermutet
(Antognoni et al., 2014; Greig & Armstrong, 2006; Harrus et al., 1997a; Kontos et
al., 1991).

Da bisher kaum A. platys-Infektionen bei Menschen beschrieben sind, bedarf es zur
Kléarung der zoonotischen Bedeutung weiterer Untersuchungen (Breitschwerdt et
al., 2014).
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2.2.2.

Abhéngig vom Vorkommen der

Vorkommen in Stidosteuropa
Vektorzecken ist A. phagocytophilum
(Hauptvektor 1. ricinus) in fast allen européischen Landern verbreitet, wahrend sich
das Vorkommen von A. platys (Hauptvektor Rh. sanguineus) auf den mediterranen
Raum konzentriert (Greene & Craig, 2006; Stuen et al., 2013). In Slidosteuropa
wurde A. phagocytophilum-DNA mittels PCR bei Hunden aus Slowenien,
Rumanien, Albanien und Bulgarien nachgewiesen (Hamel et al., 2012; Hamel et
al., 2013; Ravnik et al., 2014; Tsachev et al., 2008b). Der direkte Nachweis von A.
platys gelang mikroskopisch oder mittels PCR bei Hunden aus Kroatien
(Dyachenko et al., 2012), Griechenland (Kontos et al., 1991), Rumanien
(Andersson et al., 2013) und Albanien (Hamel et al., 2013). Studien zur Pravalenz
von Anaplasma spp. bei Hunden aus Stdosteuropa sind in Tab. 3 aufgelistet. Falle
von HGA sind bisher aus Kroatien und Griechenland bekannt (Lotric-Furlan et al.,
2003; Misic-Majerus et al., 2000; Petrovec et al., 1997).

Tab. 3: Pravalenz und Seroprévalenz von Anaplasma spp. bei Hunden aus

Stidosteuropal”
Land Angaben Klinischer Nachweis- Positive Hunde in % Referenz
zur Status methode (Anzahl Positive/
Herkunft (Cut-off) Gesamtanzahl)
Albanien StralRen- gesunde IFAT 40% Hamel et
hunde aus Hunde (>1:32) (12/30) al., 2009
Tirana Anaplasma 0%
phagocyto- (0/30)
philum-PCR
Privathunde | keine IFAT 24,1% Hamel et
aus Tirana Angaben (145/602) al., 2015
A.phagocyto- 1%
philum-PCR (6/602)
Anaplasma 3,3%
platys-PCR (20/602)
Bulgarien Privathunde | gesunde und IFAT 46,1% Pantchev et
kranke Hunde (21:200) (77/167) al., 2015
Maze- Stadt- und keine ELISA 8,3% Stefanovska
donien Landhunde | Angaben (Snap-Test) (12/144) etal, 2012
Rumadnien Privathunde | keine ELISA 5,5% Mircean et
Angaben (Snap-Test) (63/1146) al., 2012
StralRen- gesunde IFAT 4,3% Hamel et
hunde Hunde (=1:40) (4/92) al., 2012
A.phagocyto- 2,8%
philum-PCR (3/109)
Serbien Stadthunde | gesunde ELISA 3,4% Pavlovic et
Hunde (Snap-Test) (13/387) al., 2012a

UKein Anspruch auf Vollstandigkeit
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2.3. Ehrlichia canis

2.3.1.  Taxonomie und Wirtsspektrum

Von den Arten, die der Gattung Ehrlichia zugehérig sind, ist bei Hunden in Europa
nur E. canis von medizinischem Interesse. In den USA kodnnen zudem Ehrlichia
ewingii und Ehrlichia chauffensis bei Hunden parasitieren. Ehrlichia canis
vermehrt sich in den Monozyten der Hunde und fiihrt zur sogenannten Caninen
Monozytaren Ehrlichiose (CME) (Dumler et al., 2001; Neer & Harrus, 2006).
Hunde, aber auch Wildkaniden wie Flichse (Amyx & Huxsoll, 1973; Fishman et
al., 2004), Kojoten (Ewing et al., 1964) und Wolfe (Harvey et al., 1979) gelten als
Erregerreservoir, da eine transovarielle Ubertragung dieses Bakteriums von einer
Zeckengeneration auf die nachste nicht nachgewiesen werden konnte (Groves et
al., 1975). Neben dem vektorgebundenen Ubertragungsweg ist auch eine
Ubertragung von Hund zu Hund mittels Bluttransfusion méglich (Harrus et al.,
1998).

2.3.2. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Die CME kann in einen akuten, subklinischen und chronischen Verlauf eingeteilt
werden (Neer & Harrus, 2006). Die akute Phase tritt ca. 10-14 Tage nach der
Infektion auf und geht mit Fieber, Lymphadenopathie, Lethargie, Anorexie,
Splenomegalie und Blutungsneigung einher. Zu h&ufigen Laborverdnderungen
zéhlen Thrombozytopenie, Anamie, Hyperglobulindmie, Hypoalbumindmie und
erhohte Leberenzymaktivitét (de Castro et al., 2004; Frank & Breitschwerdt, 1999).
Okulédre Manifestation, haufig in Form einer beidseitigen Uveitis anterior, oder
neurologische Auffélligkeiten sind moglich (Harrus & Waner, 2011; Komnenou et
al., 2007). Nicht oder inadaquat behandelte Hunde kénnen persistierend infiziert in
ein Monate bis Jahre dauerndes subklinisches Stadium eintreten (Neer & Harrus,
2006). Wahrenddessen besteht oft die einzige Laborwertveranderung in einer
milden Thrombozytopenie (Harrus et al., 1998; Waner et al., 1997). Wieviel
Prozent dieser Tiere letztlich eine chronische Ehrlichiose entwickeln, ist nicht
bekannt. Dieses Stadium ist durch eine Knochenmarkshypoplasie und
Panzytopenie gepragt und verlauft meist tddlich (Mylonakis et al., 2004; Neer &
Harrus, 2006).

Obwohl E. canis beim Menschen kaum eine Rolle spielt, konnte bei einem

venezuelanischen Strang Humanpathogenitat nachgewiesen werden (Doudier et al.,
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2010; Perez et al., 2006; Perez et al., 1996).

2.3.3.

Vorkommen in Stidosteuropa

Ehrlichia canis ist speziell in den tropischen und subtropischen Regionen Asiens,

Amerikas, Afrikas und im Mittelmeerraum Europas verbreitet (Stich et al., 2008;

Trotz-William & Trees, 2003). In Albanien konnte das Vorkommen von E. canis

bereits mittels PCR im Blut von Hunden und in der Vektorzecke Rh. sanguineus

nachgewiesen werden (Christova et al., 2003; Hamel et al., 2009). Studien Uber die

E. canis-Exposition von Hunden aus Stidosteuropa sind in Tab. 4 aufgefuhrt.

Tab. 4: Seroprévalenz von Ehrlichia canis bei Hunden aus Stidosteuropa®

Land Angaben zur Klinischer Nachweis- | Positive Hunde in % Referenz
Herkunft Status methode (Anzahl Positive/
(Cut-off) Gesamtanzahl)
Albanien StraBenhunde | gesunde IFAT 50% Hamel et
Hunde (>1:40) (15/30) al., 2009
Privathunde k. A. IFAT 20,8% Hamel et
(>1:40) (125/602) al., 2015
Bulgarien Privathunde kranke Hunde IFAT 37,5% Tsachev et
(21:100) (45/120) al., 2006b
Privathunde gesunde und IFAT 30% Tsachev et
kranke Hunde (=1:100) (30/100) al., 2006a
Privathunde gesunde und EIA-Snap 21% Pantchev et
kranke Hunde (35/167) al., 2015
Griechen- | Tierheim-und | k. A. IFAT 41,2% Jensen et
land StraRenhunde (k.A.) (63/153) al., 2003
Maze- Land- und k. A. ELISA 18,7% Stefanovska
donien Stadthunde (27/144) etal., 2012
Rumanien | Privathunde k. A. ELISA 2,1% Mircean et
(24/1146) al., 2012
Strallen- und gesunde IFAT 0,7% Hamel et
Privathunde Hunde (>1:40) (1/138) al., 2012
Serbien Privathunde k. A. IFAT 16% Potkonjak
(= 1:50) (16/100) etal., 2013

UKein Anspruch auf Vollstandigkeit, k.A.= keine Angaben

3.1.

3. Kanine haemotrophe Mykoplasmen

Taxonomie und Wirtsspektrum

Haemotrophe Mykoplasmen sind zellwandlose Bakterien, die sich an Erythrozyten

anlagern und zu einer infektiosen Anadmie bei verschiedenen S&ugetieren fiihren

konnen. Lange Zeit war Mycoplasma haemocanis die einzige beschriebene kanine

Haemoplasmenart, bis 2004 Candidatus Mycoplasma haematoparvum entdeckt
wurde (Sykes et al., 2004; Sykes et al., 2005; Willi et al., 2010). Bei der

Erstbeschreibung von M. haemocanis gaben die Eigenschaften des Bakteriums
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zunachst Anlass zur taxonomischen Einordnung in die Familie Anaplasmataceae
unter dem Namen Haemobartonella canis (Kikuth, 1928). Anhand von
Sequenzanalysen des 16S rRNA-Gens wurde diese Klassifizierung revidiert und es
erfolgte aufgrund der molekularen Verwandtschaft und den phéanotypischen
Charakteristika die taxonomische Zuteilung zur Gattung der Mykoplasmen (Klasse:
Mollicutes, Ordnung Mycoplasmatales, Familie: Mycoplasmataceae) (Messick,
2003; Messick et al., 2002; Neimark et al., 2001). Zwischen den kaninen und felinen
Mykoplasmen M. haemocanis und Mycoplasma haemofelis sowie Cand.
Mycoplasma haematoparvum und Cand. Mycoplasma haemominutum, bestehen
sehr enge genetische Verwandtschaftsverhéltnisse (Birkenheuer et al., 2002;
Messick et al., 2002; Sykes et al., 2004; Sykes et al., 2005).

3.2 Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Infektionen mit diesen Bakterien rufen fast ausschlieBlich bei immunsupprimierten
oder splenektomierten Hunden klinische Symptome hervor. Betroffene Tiere
kdénnen Andmie sowie Lethargie, Gewichtsverlust, Fieber und Anorexie zeigen.
Selten wurden todliche Krankheitsverlaufe aufgrund einer hamolytischen Anédmie
beschrieben (Messick et al., 2002; Sykes et al., 2004; Willi et al., 2010). Nach
Uberstandener akuter Phase bleiben die Tiere in der Regel chronisch infiziert
(Messick, 2003; Wengi et al., 2008). Bei gesunden Hunden verlauft die Infektion
im Normalfall asymptomatisch, wobei latente Infektionen mit subklinischer
Anéamie moglich sind (Novacco et al., 2010; Wengi et al., 2008; Willi et al., 2010).

Das zoonotische Potential der haemotrophen Mykoplasmen wurde bisher
weitgehend vernachléssigt (Maggi et al., 2013a; Willi et al., 2010). Jungst wurden
aber Félle von Infektionen mit Cand. Mycoplasma haematoparvum beim Menschen
beschrieben (Maggi et al., 2013a; Maggi et al., 2013b).

3.3. Vorkommen in Stidosteuropa

Bisherige Studien zu haemotrophen Mykoplasmen lassen auf eine weltweite
Verbreitung schlieBen (Willi et al., 2010). Allgemein wurden, im Vergleich zu
Landern wie beispielsweise der Schweiz (1,2%), hohere Pravalenzzahlen aus
mediterranen L&ndern veroffentlicht (bis zu 40%) (Messick, 2003; Novacco et al.,
2010; Wengi et al., 2008; Willi et al., 2010). Aus Slidosteuropa sind nur wenige
Studien zu kaninen haemotrophen Mykoplasmen verdffentlicht (Tab. 5). In

Albanien wurden zudem bei 45 von 146 untersuchten Katzen haemotrophe
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Mykoplasmen festgestellt. Diese wurden als Cand. M. haemominutum, M.

haemofelis und Cand. Mycoplasma turicensis identifiziert (Silaghi et al., 2014).

Tab. 5: PCR-Pravalenz von haemotrophen Mykoplasmen bei Hunden aus

Siidosteuropa®

Land Angaben zur | Klinischer | Positive Hunde in % (Anzahl positive/Gesamtanzahl) Referenz

Herkunft Status Mycoplasma | Identifizierte Spezies
spp.

Albanien Privathunde | keine 8,8% 8,8% (53/602)Mycoplasma haemocanis Hamel

aus Tirana Angaben (53/602) 0% (0/602) Cand. Mycoplasma etal.,
haematoparvum 2015

Griechen- | Privathunde | gesunde 10,6% 5,6% (8/142) M. haemocanis Tennant

land aus Zentral- | und kranke (15/142) 4,2% (6/142) Cand. M.haematoparvum etal.,
mazedonien | Hunde 0,7% (1/142) dual infiziert 2011

Rumaénien | StralRen- gesunde 14,7% 14,7% (16/ 109) M haemocanis Hamel
hunde nach | Hunde (16/109) 0% (0/109) Cand. M. haematoparvum etal.,
D. importiert 2012

UKein Anspruch auf Vollstandigkeit, D.= Deutschland

4. Leishmania infantum

4.1.

Die kanine Leishmaniose ist in Europa fast ausschliel3lich auf Leishmania infantum

Taxonomie und Wirtsspektrum

(Klasse: Kinetoplastida, Familie: Trypanosomatidae) zuriickzufiihren (Gramiccia,
2011; Maroli et al., 2008). Als Hauptreservoir dieser Protozoen gelten Hunde
(Dantas-Torres, 2007). Zudem konnten L. infantum-Infektionen auch bei Katzen,
Pferden, Wildkaniden und Nagern nachgewiesen werden (Gramiccia, 2011; Millan
et al., 2014). In experimentellen Studien haben sich, auBBer bei Hunden, bisher nur
Infektionen bei Katzen (Maroli et al., 2007), Ratten (Rattus rattus) (Pozio et al.,
1985) und Hasen (Lepus granatensis) (Molina et al., 2012) als fur kompetente
Vektoren infektios erwiesen. Diese werden daher auch als Reservoirtiere in
Betracht gezogen (Millan et al., 2014). Obwohl Ubertragungswege ohne den Vektor
Sandmiicke eine geringe Rolle spielen, kann eine Ubertragung auch mittels
Bluttransfusion (Baneth et al., 2008; de Freitas et al., 2006), veneral (Manna et al.,
2012; Naucke & Lorentz, 2012) und moglicherweise direkt von Hund zu Hund
stattfinden (Duprey et al., 2006; Solano-Gallego et al., 2009).

Auch Leishmania tropica, Erreger der humanen kutanen Leishmaniose, gilt in
Griechenland als endemisch (Ready, 2010). Leishmania tropica-Infektionen sind

allerdings nur selten bei Hunden beschrieben und sind somit nicht Gegenstand
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dieser Arbeit (Baneth, 2006b; Baneth et al., 2014).

4.2. Entwicklung

Im Vertebratenwirt vermehrt sich das obligat intrazellulare amastigote Stadium von
L. infantum in den Zellen des mononukledr-phagozytaren Systems (MPS) durch
Zweiteilung und befallt neue Zellen (Deplazes et al., 2012; Handman & Bullen,
2002). Werden diese von kompetenten Vektoren bei der Blutmahlzeit
aufgenommen, findet im Mitteldarm der Phlebotomen die Umwandlung in mobile
extrazelluldre promastigote Formen statt, die sich wiederum durch Zweiteilung
vermehren (Bates, 2007; Kamhawi, 2006). Metazyklische promastigote Formen im
vorderen Verdauungstrakt der Sandmucke konnen schlie3lich bei der né&chsten
Blutmahlzeit auf neue Wirte Ubertragen werden. Unter giinstigen Bedingungen
dauert die Entwicklung im Vektor 1-2 Wochen (Bates, 2007).

4.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Bei der kaninen Leishmaniose handelt es sich um eine systemische Erkrankung mit
einer Inkubationszeit von Monaten bis Jahren und einem in der Regel
schleichenden, chronischen Krankheitsverlauf (Baneth, 2006b; Oliva et al., 2006;
Solano-Gallego et al., 2009). Neben einem unspezifischen Krankheitsbild, welches
mit generalisierter Lymphadenomegalie, Anorexie, Lethargie und Splenomegalie
einhergehen kann, werden hiufig Hautverdnderungen beobachtet. Diese reichen
von exfoliativen, ulcerativen, noduldren und pustuldaren Dermatitiden bis hin zu
periorbitaler und generalisierter Alopezie. Nicht selten treten bei klinischen Féllen
auch Augenveranderungen wie Konjunktivitis, Blepharitis, Uveitis anterior oder
Keratokonjunktivitis auf. Oft sind zudem die Nieren betroffen und insbesonders im
fortgeschrittenen Stadium kann eine Niereninsuffizienz zu einem letalen
Krankheitsverlauf fihren (Baneth et al., 2008; Ciaramella et al., 1997; Costa et al.,
2003; Koutinas et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2004). In endemischen Gebieten
zeigen allerdings weniger als 10% der infizierten Hunde klinische Symptome
(Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

Bei L. infantum handelt es sich zudem um eine Zoonose, die bei Menschen zu einer
lebensbedrohlichen Erkrankung, der viszeralen Leishmaniose, fiihren kann. In
Europa gibt es jedes Jahr ca. 700 dokumentierte Neuerkrankungen beim Menschen
(Dujardin et al., 2008). Eine hoher liegende Dunkelziffer wird vermutet, da davon

ausgegangen werden muss, dass die meisten Erkrankungen nicht erkannt oder
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gemeldet werden (Desjeux, 2004). Im Jahr 2001 lag die Sterblichkeitsrate in
Albanien bei 0,7 pro 10 000 Einwohner. Dies ist 20-30x hoher als in anderen
stideuropdischen Landern (Gradoni & Bryceson, 1995; Velo et al., 2003). In
Westeuropa sind beinahe 50% der Erkrankten Erwachsene, die meist HIV-positiv
sind oder eine Immunschwache aufweisen (Desjeux, 2001). In Albanien dagegen
sind von den Betroffenen fast 80% Kinder, die jinger als 10 Jahre sind. Erwachsene
dagegen erkranken kaum (Lito et al., 2002; Petrela et al., 2010; Velo et al., 2003).

4.4, Vorkommen in Stdosteuropa

In Europa wird insbesondere der Mittelmeerraum als Endemiegebiet der viszeralen
Leishmaniose angesehen, mit Tendenz zur Ausbreitung in noérdliche Gebiete
(Gramiccia, 2011; Maroli et al., 2008). Als mdgliche Ursachen fir die steigenden
Infektionsraten in Albanien nennen Velo et al. (2003) unter anderem die
Anfalligkeit der Kinder aufgrund schlechten Erndhrungszustandes, ein vermehrtes
Vorkommen von Sandmiicken und die Zunahme infizierter Hunde bzw. steigende
Streunerpopulation (Valenciano et al., 1999 ; Velo et al., 2003). Im Jahr 1977 wurde
in Albanien L. infantum erstmals bei einem Hund beschrieben (Adhami & Murati,
1977). Publizierte Studien zur Prdvalenz von L. infantum bei Hunden aus Albanien

und der Balkanregion sind Tab. 6 zu entnehmen.
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Tab. 6: Pravalenz und Seropravalenz von Leishmania infantum bei Hunden
aus Sudosteuropa®

Land Angaben zur Klinischer Nachweis- Positive Hunde in Referenz
Herkunft Status Methode % (Anzahl Positive/
(Cut off) Gesamtanzahl)
Albanien Hunde aus gesunde und ELISA 7,9% Cricko et al.,
Tirana und kranke Hunde (54/684) 1999
Elbasan PCR? 15,9%
(7/44)
StraRen- und gesunde und IFAT 4,6% Lazri et al.,
Privathunde, kranke Hunde (1:40) (7/151) 2008
Kistenregion
StraBenhunde gesunde IFAT 0% Hamel et al.,
aus Tirana Hunde (1:32) (0/30) 2009
PCR? 0%
(0/30)
Privathunde aus | gesunde und ELISA 10,6% Bizgha et al.,
Stidalbanien kranke Hunde (16/151) 2013
Privathunde aus | keine Angabe IFAT 5,1% Hamel et al.,
Tirana (>1:32) (31/602) 2015
PCR? 4,7%
(28/602)
Bosnien- StraRenhunde kranke Hunde Mikroskopie® 45% Jazi¢etal.,
Herze- (14/31) 1998
gowina
Bulgarien | Privathunde gesunde IFAT 0% Tsachev et al.,
Hunde (1:100) (0/220) 2007
Privathunde gesunde und IFAT (1:50) 0% Pantchev et al.,
kranke Hunde ELISA (0/167) 2015
Griechen- | Wach- und gesunde IFAT 24,4% Papadopoulou
land Jagdhunde Hunde (1:80) (299/1550) et al., 2005
StraRen- und keine Angabe IFAT 13,1% Jensen et al.,
Tierheimhunde (keine Angabe) (20/153) 2003
Privathunde gesunde IFAT 19,5% Athanasiou et
Hunde (1:200) (511/2620) al., 2012
Kosovo StralRen- und gesunde IFAT 1,7% Lazriet al.,
Privathunde Hunde (1:40) (2/121) 2008
Kroatien Privathunde gesunde Dot-ELISA 15% Zivicnjak et al.,
Hunde (1:600) (46/306) 2005
Privathunde gesunde IFAT 13,5% Zivicnjak et al.,
Hunde (1:80) (10/74) 2011
Maze- Stadt- und keine Angabe IFAT 34,7 % Stefanovska et
donien Landhunde (1:80) (50/144) al., 2012
Monte- keine Angabe keine Angabe Mikroskopie® 1,8% Bordoskii &
negro (1/55) Savin, 1970
Rumadnien | Privat- und gesunde IFAT 0,9% Hamel et al.,
StraBenhunde Hunde (1:64) (1/109) 2012
PCR? 0%
(0/138)
Serbien Privathunde gesunde und IFAT(1:40) 43% Savi¢ et al.,
kranke Hunde ELISA (7/16) 2013

YKein Anspruch auf Vollstandigkeit
2 Verwendetes Material: Blut
3Verwendetes Material: Milz, Lymphknoten, Leber, Knochenmark
“Verwendetes Material: Knochenmark
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5. Dirofilaria immitis

5.1. Taxonomie und Wirtsspektrum

Bei D. immitis (Familie: Onchocericidae, Unterfamilie: Dirofilariinae) handelt es
sich um Nematoden der Uberfamilie Filarioidea (Klasse: Secernentea) (Deplazes
et al., 2012). Die Entwicklung von D. immitis ist an Kaniden, insbesondere Hunde,
angepasst, welche somit auch als Reservoir fungieren (Simén et al., 2012). Zudem
haben Flchse (Vulpes vulpes), Schakale (Canis aureus) und Woélfe (Canis lupus)
Reservoirpotential (Kirkova et al., 2007; Magi et al., 2008; Penezic et al., 2014).
Feliden und Frettchen (Mustela putorius furo) kénnen als Wirt fungieren, spielen
aber epidemiologisch eine untergeordnete Rolle (Penezic et al., 2014; Simon et al.,
2012; Supakorndej et al., 1994).

5.2. Entwicklung

Als Zwischenwirte nehmen Stechmiicken beim Saugakt die Mikrofilarien aus dem
peripheren Blut des Vertebratenwirts auf. Deren Entwicklung tber Larve 1 und 2
zur infektiosen Larve 3 in den Malphigischen Tubuli des WVektors ist
temperaturabhangig und kommt bei < 14 °C zum Erliegen, kann aber bei hoheren
Temperaturen wieder fortgesetzt werden. Bei 24 °C ist die Entwicklung nach 11-
12 Tagen, bei 22 °C nach 16-20 Tagen abgeschlossen. Die L3 wandert dann in die
Mundwerkzeuge des Vektors und wird beim n&chsten Stechakt Ubertragen
(Cancrini & Gabrielli, 2007). Im Wirt entwickelt sich die L3 zur L4, welche in die
Muskulatur und Subkutis wandert, bevor es zur H&utung zum préadulten
Wurmstadium L5 kommt, welches in die Venengefalie eindringt und schlielich die
A. pulmonalis und die rechte Herzkammer erreicht (Manfredi et al., 2007).
Ungefahr 6-9 Monate nach der Infektion produzieren die Weibchen Mikrofilarien,
die im Blutkreislauf zirkulieren (Manfredi et al., 2007).

Es besteht eine symbiotische Verbindung von D. immitis und intrazellularen
Bakterien der Gattung Wolbachia (Ordnung Rickettsialis). Es wird vermutet, dass
diese Bakterien eine maRgebliche Rolle bei der Hautung der Parasiten spielen und
essentiell fir die Larvenentwicklung und das Uberleben adulter Wirmer sind
(Bandi et al., 2001; McGarry et al., 2004; Sironi et al., 1995).

5.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund
Die Erkrankung zeigt bei Hunden einen chronischen Verlauf und geht in der Regel



1. Literaturiibersicht 21

zunachst mit pulmonalen Symptomen, wie bewegungsinduziertem Husten und
zunehmender Leitungsinsuffizienz einher. Bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf
stellt die Entwicklung eines Cor pulmonale und kongestives Rechtsherzversagen
das Hauptproblem dar (Grandi et al., 2007; Polizopoulou et al., 2000; Venco, 2007).
Insbesondere bei kleinen Hunden besteht die Gefahr des Vena-Cava-Syndroms.
Dabei werden durch Abschwemmung der Wirmer in die rechte Herzkammer,
Obturationsstenosen dieser und/oder der Arterie pulmonalis verursacht. Dies fiihrt
zur mechanischen intravasalen Hamolyse, welche sich durch H&moglobindmie und
Hamoglobinurie manifestiert. Der weitere Verlauf ist meist todlich (Atkins et al.,
1988; Polizopoulou et al., 2000; Venco, 2007). Akute und schwere Verlaufe sind
zudem auf den Tod von Wirmern und die daraus resultierenden Thromboembolien
und heftigen Entzlindungsprozesse zurtickzufiihren (Polizopoulou et al., 2000;
Simon et al., 2012).

In Nordamerika wurden die bisher dokumentierten Falle humaner pulmonaler
Dirofilariose meist von D. immitis verursacht, wahrend humane Dirofilariose in
Europa in der Regel auf Dirofilaria repens zurtickzufiihren waren (Pampiglione et
al., 2009; Simon et al., 2012; Tasic-Otasevic et al., 2015). Menschen sind Fehlwirte,
somit konnen die Wirmer zwar die Pulmonalaterie erreichen, werden dort aber in
der Regel durch die Immunantwort abgefangen. Es kommt zu Knotenbildungen in
der Lunge, die meist als rontgenologische Zufallsbefunde diagnostiziert werden
(Simon et al., 2012). Es sind auch Falle von subkonjunktivaler und subkutaner
Dirofilariose, welche auf D. immitis zurtickzufiihren waren, beschrieben (Avellis et
al., 2011; Foissac et al., 2013). Diagnostizierte Falle humaner Dirofilariose nehmen
zu. Es wird vermutet, dass das Infektionsrisiko fiir Menschen hoher ist, als die

bisher dokumentierten Félle annehmen lassen (Simon et al., 2012).

5.4. Vorkommen in Stidosteuropa

Dirofilaria immitis ist weltweit in tropischen und subtropischen Gebieten
endemisch (Simén et al., 2012). In den letzten 10 Jahren waren in einigen
sudeuropdischen Landern, wie Italien und Spanien, eine Zunahme der
Seropravalenzen in der Hundepopulation und eine Ausbreitung des Parasiten in
bisher nicht endemische Gebiete zu beobachten (Morchoén et al., 2012). Als Griinde
werden eine durch die Klimaerwéarmung schnellere Entwicklung der Larven, sowie
eine langere Aktivitat und weitere Ausbreitung der Vektoren genannt (Genchi et

al., 2011; Morchon et al., 2012). Zudem kann das Reisen und Importieren von
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Hunden in und aus endemischen Gebieten zur Verbreitung beitragen (Genchi et al.,
2005). Auch das steigende wissenschaftliche Interesse wirkt sich auf die Zunahme
an diagnostizierten Infektionen aus (Simoén et al., 2012). In Slidosteuropa léasst die
bisherige Dokumentation kaum Rickschliisse auf eine zunehmende Prasenz oder
Verbreitung des Parasiten zu. Eine Zusammenfassung Uber den aktuellen
Wissensstand zur Verbreitung in D. immitis in der Balkanregion liefert die
Veroffentlichung von Tasic-Otasevic et al. (Tasic-Otasevic et al., 2015). Des
Weiteren gibt Tab. 7 einen Uberblick Gber die erfassten Pravalenzzahlen bei
Hunden aus diesen L&ndern. Zudem konnten in Serbien und Bulgarien bei
Wildkarnivoren wie Schakalen, Rotfiichsen, Wolfen und Wildkatzen adulte
Wirmer isoliert werden (Kirkova et al., 2007; Penezic et al., 2014). Félle humaner
Dirofilariose in der Balkanregion, die auf D. immitis zurlickzufiihren sind, wurden

bisher nicht mit molekularen Methoden bewiesen (Tasic-Otasevic et al., 2015).



1. Literaturiibersicht 23
Tab. 7: Pravalenz von Dirofilaria immitis bei Hunden aus Siidosteuropa®
Land Angaben zur Herkunft Klinischer Nachweis- | Positive Hunde Referenz
Status methode in % (Anzahl
positive/
Gesamtanzahl)

Albanien StraBen-und Privathunde | gesunde und ELISA 5,3% Lazriet al.,
aus der Kiistenregion kranke Hunde (8/151) 2008
Straenhunde aus Tirana | gesunde ELISA 3% Hamel et al.,

Hunde (1/30) 2009
Hunde von 1995/1996 gesunde und ELISA 13,5% Rapti &
aus der Kistenregion kranke Hunde (35/260) Rehbein, 2010
Privathunde aus Tirana keine ELISA 8,8% Hamel et al.,

Angaben (13/602) 2015

Bulgarien | Hunde unterschiedlicher | keine Knott 7,4% Georgieva et
Herkunft Angaben (19/258) al., 2001
Hunde unterschiedlicher | keine Knott und 8,6% Kirkova et al.,
Herkunft Angaben ELISA (43/487) 2007
Privathunde gesunde u. EIA Snap 16,2% Pantchev et al.,

kranke Hunde (27/167) 2015

Griechen- | Jagdhunde aus dem Anzeichen von Knott 10% Papazahariadou

land Norden Schwiéche (5/50) et al, 1994
Jagdhunde aus dem gesunde Knott 0% Papazahariadou
Norden Hunde (0/50) et al., 1994
StraBen- und Tierheim- keine ELISA 13,1% Jensen et al.,
hunde, GroBraum Athen | Angaben (20/153) 2003
Hunde aus dem Norden keine ELISA 17,9% Lefkaditis et al.,

Angaben (341/61) 2010
Hunde aus dem Norden gesunde und Knott und 13% Diakou &
kranke Hunde ELISA (13/100) Kapantaidakis,
2014
Hunde aus dem Siiden gesunde und Knott und 1,6% Diakou &
kranke Hunde ELISA (4/252) Kapantaidakis,
2014

Kosovo StrafRen- und gesunde und ELISA 9,1% Lazriet al.,
Privathunde kranke Hunde (11/121) 2008

Kroatien Jagd-,Triffel- und Keine ELISA 6,6% Holler et al.,
Privathunde Angaben (13/200) 2010

Maze- Stadt- und Landhunde keine ELISA 15,9% Stefanovska et

donien Angaben (23/144) al., 2012

Rumaénien | 67 StraRen-und 8 keine ELISA 28% Girdan et al.,
Privathunde Angaben (21/75) 2014
Privathunde unter-. keine ELISA 3,3% Mircean et al.,
schiedlicher Herkunft Angaben (38/1146) 2012
StraBenhunde aus dem gesunde Knott 41,3% Florea et al.,
Suden Hunde (62/150) 2014

Serbien Privathunde, nachts im gesunde Knott 7,2% Tasi¢ et al.,
Freien gehalten Hunde (14/193) 2008
Hunde unterschiedlicher | keine Knott 1,6% Tasic et al.,
Herkunft Angaben (2/122) 2012
Privathunde aus Belgrad | Anzeichenvon | Knott und 24% Pavlovic et al.,

Herzversagen ELISA (69/287) 2014
StraBenhunde, gesunde und Knott und 29,1% Pavlovic et al.,
GrolRraum Belgrad kranke Hunde ELISA (32/110) 2014
Privathunde aus dem gesunde und Knott 16,4% Kosic et al.,
Norden kranke Hunde (14/128) 2014

UKein Anspruch auf Vollstandigkeit
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6. Babesia spp.

6.1. Taxonomie und Wirtsspektrum

Bei Babesia spp. handelt es sich um zeckenibertragene Protozoen der Ordnung
Piroplasmida der Klasse Haematozoea (Unterstamm Apicomplexa), die weltweit in
Erythrozyten verschiedener Saugetiere parasitieren (Deplazes et al., 2012; Solano-
Gallego & Baneth, 2011). Aufgrund der Erscheinung der oval-tropfenformige
Merozoiten in Erythrozyten werden die in der Regel wirtsspezifischen
Babesienarten historisch in grof3e (2,5-5,0 um) und kleine Babesienarten (1-2,5 um)
eingeteilt (Boozer & Macintire, 2003; Chauvin et al., 2009; Solano-Gallego &
Baneth, 2011). Als bei Hunden parasitierende Arten sind in erster Linie B. canis,
Babesia vogeli, Babesia rossi (grofe Babesien) und Babesia microti-like
[Umbenennung in Babesia vulpes nov. sp. vorgeschlagen (Baneth et al., 2015)],
Babesia gibsoni sowie Babesia conradae (kleine Babesien) zu nennen (Solano-
Gallego & Baneth, 2011). Die Mdglichkeit der transplazentaren Ubertragung wurde
bei B. gibsoni-Infektionen beobachtet (Fukumoto et al., 2005) und auch das
Vorkommen vertikaler Ubertragung von B. canis gilt als sehr wahrscheinlich
(Mierzejewska et al., 2012). Transmission mittels Bluttransfusion ist mdglich
(Stegeman et al., 2003).

6.2. Entwicklung

Uber den Speichel der Zecke werden die Sporozoiten wihrend der Blutmahlzeit ca.
2-3 Tage nach dem Ansaugen auf den Hund tbertragen (Schein et al., 1979). Die
Sporozoiten dringen in die Erythrozyten des Wirts ein und bilden ringférmige
Trophozoiten. Durch Zellteilung entstehen Merozoiten, die birnenférmig paarweise
aneinander liegen. Nach Zerstorung der Blutzellen kdnnen diese neue Erythrozyten
befallen, um sich dort durch Merogonie ungeschlechtlich weiter zu replizieren.
Zeckenweibchen, die an infizierten Tieren saugen, nehmen schliellich die Mero-
zoiten auf. Die geschlechtliche Vermehrung (Gamogonie) findet im Zeckendarm
statt. Die dabei gebildeten Zygoten dringen in Darmepithelzellen ein, entwickeln
sich zu Ookineten und gelangen in andere Korperzellen, in denen die Sporogonie
stattfindet. Sporokineten infizieren nun neue Zellen. Letztlich kommt es in den
Speicheldrisen des Vektors zur Bildung von Sporozoiten, dem fur den S&ugetier-
wirt infektiésen Stadium (Chauvin et al., 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011).
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6.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Infektionen mit B. canis verlaufen bei Hunden akut bis subklinisch, selten auch
perakut. Betroffene Tiere zeigen Apathie, Anorexie, Fieber, Erbrechen, eine milde
bis schwere hdmolytische Andmie und eine milde bis schwere Thrombozytopenie.
Zudem konnen Azotdmie, Hyperbilirubindmie, Hamoglobinurie sowie eine
Erhdhung der Leberenzymaktivitat présent sein. Teilweise fuhren DIC, hypo-
tensiver Schock und Multiorganversagen zu schweren bis letalen Krankheits-
verlaufen (Ayoob et al., 2010; Mathe et al., 2007; Mathe et al., 2006; Solano-
Gallego et al., 2008b; Taboada & Lobetti, 2006). Entsprechende Symptome wurden
auch bei an akuter kaniner Babesiose erkrankten Hunden in Albanien beobachtet
(Andoni et al., 2013; Andoni et al., 2012). Die Charakteristik des chronischen
Verlaufes ist kaum dokumentiert (Ayoob et al., 2010; Taboada & Lobetti, 2006).

Hunde, die sich mit B. vogeli infizieren, zeigen meist einen subklinisch bis milden
Krankheitsverlauf. Leichtes Fieber und milde Andmie sind mdglich. Schwere
Krankheitsverldufe sind bei immunkomprimierten oder splenektomierten Tieren
sowie bei Welpen beschrieben (Solano-Gallego et al., 2008b). Ahnliche
Krankheitsverlaufe wurden bei Infektionen mit B. gibsoni beobachtet (Meinkoth et
al., 2002; Taboada & Lobetti, 2006; Trotta et al., 2009b). Infektionen mit B. vulpes
nov. sp. gehen oft mit einer Andmie und nicht selten mit Nierenversagen einher
(Camacho et al., 2004; Camacho et al., 2001).

Bei der humanen Babesiose handelt es sich um eine weltweit verbreitete,
lebensbedrohliche, zoonotische Erkrankung. In Europa wurden allerdings bisher
nur vereinzelte Falle fast ausschlieBlich bei immunkomprimierten Menschen
beschrieben. Diese wurden auf Infektionen mit Babesia divergens, B. microti und
Babesia venatorum zurtickgefiihrt. Babesia canis oder B. vogeli sind beim
Menschen bisher nicht sicher nachgewiesen worden (Gray et al., 2010; Hildebrandt
et al., 2013; Homer et al., 2000).

6.4. Vorkommen in Stidosteuropa

Bei Hunden spielen in Europa primér B. canis und B. vogeli eine Rolle. Babesia
canis kommt dabei die weitaus grofiere Bedeutung zu (Solano-Gallego & Baneth,
2011). Selten wurden im européischen Raum microti-like Babesia (B. vulpes nov.
sp.) und B. gibsoni beschrieben (Beck et al., 2009; Imre et al., 2013b; Solano-
Gallego & Baneth, 2011; Trotta et al., 2009a; Zahler et al., 2000).
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Falle Klinischer Babesiose bei Hunden in Albanien wurden publiziert und sowohl
B. canis als auch B. vogeli sind bereits detektiert worden (Andoni et al., 2013;
Andoni et al., 2012; Hamel et al., 2009). Tabelle 8 fasst die aktuell verfiigharen

Babesia spp.-Prévalenzzahlen bei Hunden aus den Balkanlandern zusammen.

Tab. 8: Pravalenz und Seropravalenz von Babesia spp. bei Hunden aus

Stidosteuropa®
Land Klinischer Methode Positive Hunde in Identifizierte Spezies Referenz
Status (Cut off) % (Anzahl positive/ | (positive Hunde in %)
Gesamtanzahl)
Albanien gesunde und IFAT 9,9 % Lazri et
kranke Hunde (>1:40) (15/151) al., 2008
gesunde IFAT 13,3% Hamel et
Hunde (>1:32) (4/30) al., 2009
Mikro- 0%
skopie (0/30)
PCR 23,3% Babesia canis (13,3%)
(7/30). Babesia vogeli (10%)
keine IFAT 6,6% Hamel et
Angaben (>1:32) (40/602) al., 2015
PCR 0,3% B. vogeli (0,3%)
(2/602)
Griechen- | Keine Angabe Mikro- 2,6% Grol3e Babesien Jensen et
land skopie (4/153) al., 2003
Kroatien gesunde PCR 3,4% B. canis (2,4%) Beck et
Hunde (29/848) Babesia gibsoni (0,7%) al., 2009
B. vogeli (0,2%)
Babeisa vulpes nov. sp
(0,1%)
Babesiose- PCR 100% B. canis (69,0%)
Symptome (81/81) B. vogeli (1,3%)
Babesia caballi (1,3%)
Theileria equi (1,3%)
Kosovo gesunde und IFAT 4,1% Lazri et
kranke Hunde (>1:40) (5/121) al., 2008
Rumadnien | gesunde IFAT 19,8 % Imre et
Hunde (=1:32) (39/197) al., 2013a
Babesiose- PCR/Mikro- 91,8% B. canis (71,4%) Imre et
Symptome skopie (45/49) B. gibsoni (28,6%) al., 2013b
gesunde IFAT 13% Hamel et
Hunde (21:64) (18/138) al., 2012
PCR 45,6% B. canis (39,1%)
(63/138) B. vogeli (2,9%)
B. gibsoni (2,2%)
Babesia felis-like (1,4%)
Serbien Babesiose- Mikro- 63,6% Pavlovic
Symptome skopie (754/1186) etal.,
2012b
Slowenien | Babesiose- PCR 5,9% B. canis (4,6%) Duhetal.,
Symptome (14/238) B.vogeli (1,3%) 2004

UKein Anspruch auf Vollstandigkeit
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7. Hepatozoon canis

7.1. Taxonomie und Wirtsspektrum

Bei H. canis handelt es sich um einzellige Parasiten, die der Ordnung Adeleida und
der Klasse Coccidea (Unterstamm Apicomplexa) zuzuordnen sind (Deplazes et al.,
2012). Lange Zeit wurde die kanine Hepatozoonose ausschlieBlich auf H. canis
zurtickgefiihrt. Heutzutage ist bekannt, dass im Stden der USA auch eine zweite
Hepatozoon-Art, H. americanum, bei Kaniden parasitiert (Baneth et al., 2003).
Hauptséchlich der domestizierte Hund (Canis canis) fungiert als Zwischenwirt
(Baneth, 2011). Jedoch konnte der Parasit auch bei anderen Karnivoren
nachgewiesen werden (Baneth, 2011; Hodzic et al., 2015). Neben der
vektorgebundenen Ubertragung von H. canis sind intrauterine Infektionen maglich,
wahrend eine Ansteckung via Bluttransfusion bisher nicht nachgewiesen wurde
(Baneth, 2011; Murata et al., 1993a).

7.2. Entwicklung

Die ungeschlechtliche Vermehrung von H. canis erfolgt im Zwischenwirt Hund (ca.
28 Tage), wahrend im Zeckenvektor die geschlechtliche Fortpflanzung (ca. 53
Tage) stattfindet (Baneth, 2011; Baneth et al., 2007). Dabei werden die meist in den
neutrophilen Granulozyten des Zwischenwirtes lokalisierten H. canis-Gamonten
von der Zecke wahrend der Blutmahlzeit aufgenommen. Im Zeckendarm erfolgt,
nach vollzogener Gamogonie, die Sporogonie des Parasiten. Infolgedessen sind
Oozysten, die Hunderte von Sporozysten enthalten, in der Hamolymphe des
Vektors dedektierbar (Baneth, 2011; Baneth et al., 2007). Wird nun der Vektor vom
Zwischenwirt  oral aufgenommen, werden  Sporozoiten durch den
Verdauungsprozess freigesetzt. Diese passieren die Darmwand des Zwischenwirts,
gelangen in mononukleére Zellen und werden hdmatogen und/oder lymphogen zum
Knochenmark, den Lymphknoten, der Milz und anderen Organen transportiert.
Dort findet die Merogonie statt und schlieRlich kommt es in den Leukozyten zur
Bildung der ellipsoiden Gamonten (Baneth, 2006a; Baneth et al., 2007).

7.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Bei immunkompetenten Hunden verlauft die Infektion in der Regel
asymptomatisch. Schwere Krankheitsverlaufe sind aber moglich und durch
Kortikosteroidgabe in hohen Dosen provozierbar (Baneth et al., 2001). Erkrankte

Hunde werden h&ufig mit Lethargie, Fieber, Inappetenz und Lymphadenomegalie
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vorgestellt. Bei Laboruntersuchungen konnen eine Andmie, Leukozytose,
Neutrophilie, Eosinophilie, Hypoalbumindamie, Hyperglobulindmie sowie eine
Erhohung der CK prasent sein. Pathologisch konnten u.a. Splenitiden, Hepatitiden,
Pneumonien und Glomerulonephritiden aufgrund von Meronten diagnostiziert
werden. Der Schweregrad der Erkrankung korreliert mit der Parasitendichte

(Baneth & Weigler, 1997; Gavazza et al., 2003; Kontos & Koutinas, 1990).

Obwohl noch nicht das gesamte Wirtspektrum von H. canis evaluiert wurde, ist
anzunehmen, dass fir immunkompetente Menschen keine Pathogenitat des
Parasiten ausgeht (Baneth, 2006a).

7.4, Vorkommen in Studosteuropa

Hepatozoon canis-Infektionen treten weltweit hauptséchlich in tropischen und
subtropischen Regionen auf, wobei im europaischen Raum primar in Gebieten mit
einem mediterranen Klima ein Infektionsriskio besteht (Baneth, 2011; Gavazza et
al., 2003). Tab. 9 zeigt Pravalenzuntersuchungen zu H. canis bei Hunden aus
Stidosteuropa. Zudem waren in einer Studie aus Bosnien-Herzegowina 38,6% der
119 mittels PCR untersuchten Milzproben von Rotflichsen H. canis positiv (Hodzic

et al., 2015).

Tab. 9: Préavalenz von Hepatozoon spp. bei Hunden aus Siidosteuropa®

Land Angaben zur Klinischer Nachweis- | Positive Hunde in % Referenz

Herkunft Status methode (Anzahl positive/
Gesamtanzahl)

Albanien Strallenhunde | gesunde Hunde Mikro- 17% Hamel et
aus Tirana skopie (5/30) al., 2009
StraBenhunde | gesunde und PCR 52,8% Lazriet al.,

kranke Hunde (19/36) 2008
Privathunde keine Angaben Mikro- 1% Hamel et
aus Tirana skopie (6/602) al., 2015

Bulgarien | nicht bekannt | krank, koinfiziert Mikro- ein Fallbericht Tsachev et

mit Ehrlichia canis skopie al., 2008a

Griechen- | Privathunde Hunde mit Mikro- 2,6% Mylonakis

land Ehrlichiose skopie (2/69) et al., 2005

ELISA 65,2%
(45/69)
Kroatien Privathunde gesunde Hunde PCR 11,8% Vojta et al.,
(108/924) 2009
Rumadnien | Straenhunde | gesunde Hunde PCR 3,7% Hamel et
(4/109) al., 2012

YKein Anspruch auf Vollstandigkeit
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8. Toxoplasma gondii

8.1. Taxonomie und Wirtsspektrum

Toxoplasma gondii wurde vor mehr als 100 Jahren erstmals beschrieben und gilt
bis heute als einziger Vertreter der Gattung Toxoplasma (Dubey, 2010). Diese
obligat intrazellularen Protozoen zahlen zur Klasse Coccidea (Unterstamm
Apikomplexa) und werden der Ordnung Eimeriida zugeordnet (Deplazes et al.,
2012). Obwohl sich weltweit VVogel und wahrscheinlich alle Sdugetierarten mit T.
gondii infizieren konnen, findet die enteroepitheliale Entwicklung mit
resultierender Oozysten-Ausscheidung nur bei Feliden statt. Diese gelten somit als
die einzigen Endwirte. Alle anderen Warmbltler stellen Zwischenwirte dar,
welche Gewebszysten beherbergen kénnen (Dubey, 2010; Dubey & Lappin, 2006).
Kongenitale Infektion, die orale Aufnahme von Oozysten, beispielsweise durch
Kontakt mit kontaminiertem Wasser, kontaminierter Nahrung oder Erde und die
Ingestion von mit Bradyzoiten infiziertem Gewebe stellen die
Hauptlbertragungswege von T. gondii dar (Dubey & Lappin, 2006). Laktogene
Ubertragung ist moglich, spielt aber eine untergeordnete Rolle (Dubey, 2010).

8.2. Entwicklung

Feliden (Endwirte) infizieren sich primér durch die orale Aufnahme von infizierten
Zwischenwirten. Die Entwicklung im Endwirt dauert ca. 3-10 Tage, wobei diese,
wenn statt Bradyzoiten Oozysten oder Tachyzoiten aufgenommen werden,
verlangert und weniger effektiv ist (Dubey, 2010). Verdauungsenzyme setzen die
in Gewebszysten enthaltenen Bradyzoiten frei, die in die Epithelzellen der
Dinndarmwand gelangen, wo die Merogonie erfolgt. Nach 5 ungeschlechtlichen
Entwicklungsstadien kommt es zur Gamogonie. Die daraus entstehenden Zygoten
werden von einer Oozystenwand ummantelt. Die Oozysten gelangen ins
Darmlumen und werden mit dem Kot ausgeschieden. Nach 1-5 Tagen findet in der
Umwelt die Sporogonie statt und es entstehen 2 Sporozysten mit 4 infektidsen
Sporozoiten. Diese konnen in der Oozyste mehrere Monate auch unter widrigen
Umweltbedingungen tiberleben (Dubey & Lappin, 2006). Nimmt ein Zwischenwirt
die Oozysten oral auf, penetrieren die freigewordenen Sporozoiten die Zellen der
Dinndarmwand. Es bilden sich Tachyzoiten, die sich durch Endodyogonie
vermehren und hamatogen in verschiedenen Korperzellen gelangen. Mit dem

Aufkommen der systemischen Immunantwort verschwinden die Tachyzoiten meist
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nach ca. 3 Wochen p. i. aus dem viszeralen Gewebe. Einige enzystieren sich und es
kommt zur Bildung von Gewebszysten mit tausenden sich langsam teilenden
Bradyzoiten. Die Zysten befinden sich hdufig in neuronalem oder muskuldrem
Gewebe, aber auch in anderen viszeralen Organen. Der durch die Aufnahme von in
Gewebe enthaltenen Bradyzoiten induzierte Zyklus lauft vergleichbar ab.
Tachyzoiten Uberleben meist die Magenpassage nicht und sind als Infektionsquelle

weniger relevant (Dubey, 2010; Dubey & Lappin, 2006).

8.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

Symptome kaniner Toxoplasmose kodnnen respiratorischer, gastrointestinaler,
neuromuskularer sowie generalisierter Natur sein und sind mit denen der kaninen
Neosporose vergleichbar (Kapitel 9). Fallzahlen kaniner Toxoplasmose gingen
nach der Beschreibung von N. caninum 1988 deutlich zurlick. Zum einen wurden
diese bis dahin haufig mit Neosporoseerkankungen verwechselt, zum anderen sind
die meisten Hunde heutzutage gegen Staupe, eine virale Erkrankung, die die
Entwicklung klinischer Toxoplasmose beglinstigen kann, geimpft. Bei den meisten
der in den letzten Jahren publizierten Félle kaniner Toxoplasmose lagen zusatzliche
Erkrankungen vor. Natirliche Falle kongenitaler kaniner Toxoplasmose sind bisher
nicht bekannt (Dubey, 2010; Dubey & Lappin, 2006).

Die Toxoplasmose ist eine Zoonose, die bei immunkompetenten Menschen meist
asymptomatisch  verlduft. Selbstlimitierende unspezifische Symptome wie
Lustlosigkeit, Fieber, Glieder- oder Kopfschmerzen koénnen vorkommen. Als
relativ charakteristisch gilt die haufig zu beobachtende Lymphadenopathie (Dubey,
2010; McAllister, 2005). Die Entstehung einer Chorioretinitis ist moglich. Diese
kann bis zu einer ein- oder beidseitigen Erblindung fuhren (Commodaro et al.,
2009; Dubey, 2010). Die Gefahr einer schweren Erkrankung besteht fir
immungeschwachte Menschen, wie beispielsweise bei HIV-Infizierten. Die
Reaktivierung einer latenten Infektion kann in diesen Fallen zu einer Enzephalitis
und dem Tod flhren. Die grofite Bedeutung misst man in der Humanmedizin der
kongenitalen Toxoplasmose bei. Bei Frauen, die eine Erstinfektion wahrend der
Schwangerschaft durchmachen, kann es zur Geburt von Kindern mit zerebellaren
Missbildungen und/oder okuldren Erkrankungen sowie zu Totgeburten kommen
(Dubey, 2010; McAllister, 2005).
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8.4. Vorkommen in Stidosteuropa

Toxoplasma gondii-Antikorper konnten bei Hunden und Menschen weltweit
nachgewiesen werden. Die publizierten Seroprévalenzzahlen variieren dabei stark
und lagen bei Hunden zwischen 5% und 88,5% und bei 4%-92% beim Menschen
(Dubey, 2010; Dubey & Lappin, 2006). In stidosteuropdischen Landern reichten in
den letzten 10 Jahren die Seroprévalenzen der Bevolkerung von 20% in
Griechenland bis zu 49% in Albanien (Bobi¢ et al., 2012; Diza et al., 2005; Maggi
et al.,, 2009; Punda-Polic et al., 2000). Dabei lag in Albaniens Nachbarland
Griechenland die Haufigkeit des Auftretens einer kongenitalen Toxoplasmose
zwischen 2007 und 2009 bei 0,1 Féllen pro 10.000 Geburten pro Jahr (Aptouramani
et al., 2012). Publizierte Studien zu T. gondii-Seropravalenz bei Hunden aus dieser
Region sind in Tab. 10 aufgefihrt. Untersuchungen zur Prasenz von Toxoplasma-
Antikdrpern bei anderen Tierarten in Stdosteuropa sind von Bobi¢ et al. 2012
zusammengefasst worden (Bobi¢ et al., 2012). In Albanien wurde bisher, aulRer bei
Menschen, nur eine Seropravalenzstudie bei Katzen durchgefiihrt. Diese stellte
Toxoplasma-Antikorper bei 63,2% der untersuchten Katzen fest (Silaghi et al.,
2014).

Tab. 10: Seropréavalenz von Toxoplasma gondii bei Hunden aus Siidosteuropa®

Land Angaben zur Klinischer Nachweis- | Positive Hunde in % Referenz
Herkunft Status methode (Anzahl positive/
(Cut-off) Gesamtanzahl)
Albanien Privathunde k. A. IFAT 51,7% Hamel et
aus Tirana (=1:50) (311/602) al., 2015
Bulgarien StraRen- und k. A. IFAT 11,2% Kostova et
Arbeitshunde (>1:10) (14/125) al., 1999
Griechen- | k. A. k. A. KBR 22,6% Chambouris
land (169/749) etal., 1989

YKein Anspruch auf Vollstandigkeit, k. A. = keine Angaben
9. Neospora caninum

9.1. Taxonomie und Wirtsspektrum

Aufgrund groRer mikroskopischer Ahnlichkeit der Tachyzoiten und Gewebszysten
wurde N. caninum lange fur T. gondii gehalten und erst 1988 als eigene Gattung
beschrieben (Unterstamm Apikomplexa, Klasse Coccidea, Ordnung Eimeriida)
(Deplazes et al., 2012; Dubey et al., 1988). Neospora-Antikorper konnten bei
verschiedensten Haus- und Wildtieren nachgewiesen werden. Vitale Protozoen

wurden bisher allerdings nur in Gewebe von Wiederkauern, Hunden und Pferden
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isoliert. Neosporose spielt primar bei Hunden und Rindern eine Rolle. Dabei stellt
N. caninum weltweit einen der wichtigsten Aborterreger bei Rindern dar (Dubey &
Schares, 2011). Hunde, Kojoten und Wdlfe gelten als Endwirte (Dubey & Schares,
2011; Gondim et al., 2004; McAllister et al., 1998). Zu den Zwischenwirten zéhlen
Rinder, Schafe, Ziegen und Pferde (Dubey & Lappin, 2006). Da auch Wildkaniden
als Endwirte fungieren und der WeiBwedelhirsch (Odocoileus virginianus) einen
natlrlichen Zwischenwirt darstellt, ist die Existenz eines sylvatischen Zyklus
naheliegend (Rosypal & Lindsay, 2005). Wie sich Hunde unter natirlichen
Bedingungen mit N. caninum infizieren, ist nicht hinreichend geklart (Dubey &
Schares, 2011). Vertikale Ubertragung findet statt (Barber & Trees, 1998). Es wird
jedoch angenommen, dass der horizontale Ubertragungsweg eine groRere Rolle
spielt, wobei mit Gewebszysten kontaminiertes tierisches Gewebe als
wahrscheinlichste Infektionsquelle gilt (Dubey & Schares, 2011).

9.2. Entwicklung

Nach der oralen Aufnahme von in Gewebszysten enthaltenen Bradyzoiten, kommt
es in den Darmzellen des Endwirtes Hund zur enteroepithelialen Merogonie mit
anschlieender Gamonten- und Zygotenbildung, woraufhin die fakale Oozysten-
ausscheidung erfolgt. Gleichzeitig kann es durch asexuelle Teilung auch zur
Tachyzoitenbildung im Endwirt kommen, wobei der genaue Entwicklungszyklus
im Hund nicht geklart ist (Dubey et al., 2002; Dubey & Lappin, 2006). Die
Oozystenausscheidung kann intermittierend (iber Monate persistieren, allerdings
bei geringer Ausscheidungsrate (Dubey & Lappin, 2006; Dubey & Schares, 2011;
Mitrea et al., 2013; Schares et al., 2005). Umwelteinfllissen gegenlber sehr
resistente Oozysten (Alves Neto et al., 2011) sporulieren 1-3 Tage nach der
Ausscheidung und bilden 2 Sporozysten mit je 4 Sporozoiten, die Zwischenwirte
mit der Nahrung oder dem Wasser aufnehmen (Dubey et al., 2002; Dubey &
Lappin, 2006). In den Darmzotten erfolgt die Umwandlung in Tachyzoiten, welche
sich durch Endodyogonie vermehren und tber das Blut in verschiedene Zellen wie
Makrophagen, Nervenzellen, Myozyten, Endothelzellen und andere Gewebszellen
gelangen. Schliellich kommt es zur Bildung von Gewebszysten mit zahlreichen
Bradyzoiten, primdr in neuronalem Gewebe, selten auch in Muskelzellen (Dubey
& Lindsay, 1996; Dubey & Schares, 2011).
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9.3. Klinische Bedeutung bei Mensch und Hund

In der Regel verlauft eine N. caninum-Infektion bei Hunden subklinisch (Dubey &
Lappin, 2006). Die meisten Hunde, die an kaniner Neosporose erkranken, sind
Welpen, die kongenital infiziert wurden. Aszendierende Paralyse der Hinterglied-
mafen, welche oft mit Muskelkontrakturen und Myositis vergesellschaftet ist, wird
dabei als hdufigste klinische Manifestation gesehen (Barber & Trees, 1996; Dubey
& Lappin, 2006; Dubey et al., 2007). Bei dlteren Hunden ist die Erkrankung oft mit
Immunsuppression assoziiert und vermutlich auf Reaktivierung einer chronischen
Erkrankung zuriickzufiihren. Diese Tiere weisen meist eine multifokale ZNS-
Symptomatik auf. Dariiber hinaus kann ein weites Spektrum an unspezifischen
Symptomen auftreten (Dubey & Lappin, 2006; Dubey & Lindsay, 1996; Galgut et
al., 2010). Im Blutbild sind eine Erhthung der CK und AST hinweisend auf eine
Neosporose (Dubey & Lappin, 2006). Bei Neosporoseverdacht sollte T. gondii
sowohl als Differentialdiagnose als auch als Koinfektion in Betracht gezogen
werden (Al-Qassab et al., 2009; Dubey & Lappin, 2006; Yildiz et al., 2009).

Bisher gilt N. caninum nicht als humanpathogen (Dubey & Schares, 2011; McCann
et al., 2008).

9.4. Vorkommen in Stidosteuropa

Neospora caninum gilt als weltweit verbreitet, mit einigen wenigen
Untersuchungen aus der Balkanregion (Tab. 11) (Dubey & Schares, 2011). In
Albanien wurden von 146 Katzen aus Tirana 10,3% seropositiv getestet (Silaghi et
al., 2014). Die Seropravalenz bei Milchkiihen aus Griechenland und Kroatien lag

bei 15,2% und 5,6% (Beck et al., 2010; Sotiraki et al., 2008).

Tab. 11: Seropréavalenz von Neopora caninum bei Hunden aus Siidosteuropa®

Land Angaben zur Klinischer Nachweis- Positive Hunde in Referenz

Herkunft Status methode % (Anzahl positive/
(Cut off) Gesamtanzahl)

Albanien Privathunde aus | keine IFAT 18% Hamel et
Tirana Angaben (keine Angabe) (108/602) al., 2015

Rumadnien | Farm-, Wach,- keine IFAT 20,2% Mitrea et
und StraRen Neosporose- (>1:50) (17/84) al., 2013
hunde Symptomatik

Serbien Jagd,-Farm,-und | keine IFAT 17,2% Kuruca et
StraBenhunde, Neosporose- (>1:50) (17/99) al., 2013
Vojvodina Symptomatik

YKein Anspruch auf Vollstandigkeit
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I1. MATERIAL UND METHODEN

1. Hunde

Im Fruhjahr 2013 wurden in Albanien von 119 Polizeihunden im Rahmen des
jahrlichen Gesundheitschecks 119 EDTA-BIlut und 117 Serumproben enthommen,
um den Gesundheitsstatus dieser Hunde auf von Vektoren tbertragene Infektionen
zu Uberprifen. Zudem wurden mit diesen Proben weitere Untersuchungen zur
Erfassung eines eventuell vorausgegangenen Kontaktes mit Toxoplasma gondii
oder Neospora caninum durchgefiihrt. Das Untersuchungsmaterial wurde nach der
Entnahme bei -20 °C tiefgefroren und zur weiteren Analyse an den Lehrstuhl fir
vergleichende Tropenmedizin und Parasitologie nach Miinchen geschickt.

Alle Tiere wurden am Tag der Blutentnahme untersucht und als klinisch unaufféllig
eingestuft. Bei den beprobten Hunden handelte es sich um 116 reinrassige Deutsche
Schaferhunde und 3 Labrador Retriever, von denen 32 weiblichen und 87
mannlichen Geschlechts waren. Die Hunde wurden in der Regel in Zwingern
gehalten und mit kommerziellem Hundefutter geflttert. Zudem erhielten sie
mindestens alle 3 Monate eine Waschung mit Neostomosan® (Wirkstoffe:
Transmethrin und Tetramethrin), um einem Ektoparasitenbefall vorzubeugen. Die
Ausbildung aller Hunde erfolgte bis zu einem Alter von 12-14 Monaten in der
Polizeihundeschule in Tirana. Abbildung 3 zeigt, wie die Hunde in der
Polizeihundeschule untergebracht waren. Das Durchschnittsalter betrug bei der
Untersuchung 4,7 Jahre, wobei die Alterspanne zwischen 11 Monaten und 9 Jahre
und 10 Monate lag. Um eine differenzierte Interpretation der Ergebnisse zu
ermoglichen, wurden die 117 Hunde von, denen sowohl Serum- als auch EDTA-
Blutproben vorlagen, wie folgt in 3 Altersklassen eingeteilt: 36 Junghunde mit
einem Alter von 0-3 Jahren, 58 adulte Tiere mit Gber 3 bis 7 Jahren und 23 alte

Hunde, die ein Alter von Uber 7 bis 10 Jahren aufwiesen.
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Abb.3: Polizeihundeschule in Tirana (Foto: Enstela Shukullari)

2. Geographie

Albanien ist in 12 Qarks (Regionen, die jeweils eine Verwaltungseinheit bilden)
eingeteilt. Hunde aus jedem der Qarks wurden in die Untersuchung mit
eingeschlossen, nur aus Berat waren keine Proben vorhanden. In die geographische
Analyse wurden die 117 Hunde eingeschlossen, von denen sowohl Serum- als aus
EDTA-Blutproben vorhanden waren. Fir diese Auswertung wurde das Land in 5
Gebiete eingeteilt: Dabei wurde Albanien in die 4 Regionen Nordwest-, Nordost-,
Stdwest- und Stdostalbanien unterteilt, zudem wurde die Hauptstadt Tirana als
separates Gebiet gewertet (Abb.4). Die an der Kuste liegenden, dichter besiedelten
Nordwest- und Sidwestregionen, mit einem mediterranen Klima wurden als
Kistengruppe zusammengefasst und mit den durch Berglandschaft und
kontinentalem Klima geprégten oOstlichen Gebieten (=Inlandgruppe) verglichen.
Zudem wurden die Ergebnisse der Hunde aus Sidost- und Sudwest-Albanien
(=Sudgruppe) mit denen der Hunde aus Nordost- und Nordwest-Albanien
(=Nordgruppe) verglichen. Tirana nimmt als zentral gelegene Hauptstadt und
Ballungsregion, in der ca. 30% der Gesamtbevolkerung Albaniens lebt, eine
Sonderstellung ein. Deshalb wurden die dort lebenden Hunde als separate Gruppe
erfasst und deren Untersuchungsergebnisse mit denen aller Hunde, die nicht aus
Tirana stammen, verglichen (=Nicht-Tirana-Gruppe). Klimatisch gesehen ist
Tirana aufgrund des dortigen mediterranen Klimas der Kistengruppe zuzuordnen.
Daher wurden bei der Berechnung der logistischen Regression die Kiistengruppe

und die Tiranagruppe zu einer Gruppe zusammengefasst.
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Abb.4: Gruppeneinteilung der Hunde (n=117)

Nicht-Tirana-Gruppe Tirana-Gruppe
N=74 N =43

Nordost-Albanien
N=15

Stidwest-Albanien Suidost-Albanien
N =16 N=21

Nordwest-Albanien
N=22

N=37 N =37

Nord-Gruppe Sid-Gruppe

Inland-Gruppe Kiisten-Gruppe
N =36 N =38

3. Laboruntersuchungen

3.1. Direkter Pathogennachweis

3.1.1. DNA-Isolierung
Zur DNA-Isolierung aus EDTA-Blutproben wurde das kommerziell erhaltliche
QlAamp DNA MiniKit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die DNA wurde
nach Herstellerangaben extrahiert und aufgereinigt. Dabei erfolgte die Lyse der in
200 pl EDTA-BIlut enthaltenen Erythrozyten und weiRen Blutzellen durch 10-
minutige Inkubation mit 20 ul Proteinase K und 200 ul AL-Puffer bei 56 °C in
einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Danach wurde das
Gemisch abzentrifugiert, die DNA durch vortexen mit 200 pl Ethanol ausgefallt
und auf QlAamp Spin Sdulen pipettiert. Die Reinigung der DNA erfolgte mit
jeweils 500 pl 2 verschiedener Waschpuffer, wobei nach jeder Pufferzugabe
zentrifugiert wurde. Nachdem die Sdule in ein steriles 1,5 ml Safe-Lock-
Reaktionsgefal (Eppendorf) tberfihrt wurde, wurde die DNA durch 5-miniitige
Inkubation in 200 pl Elutionspuffer bei Raumtemperatur geldst. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Proben bei -20°C tiefgefroren.

3.1.2. Photometrische Qualitatskontrolle der DNA-Isolierung
Der Nukleinsauregehalt und die Reinheit der Extrakte wurden mittels
Spectrophotometer (NanoDrop ® 1000, Peqglab, Erlangen, Deutschland)
kontrolliert. Die Absorption der Proben wurde bei 260 nm und 280 nm im Vergleich
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zu einer Nullprobe (destilliertes Wasser) bestimmt, wobei die optische Dichte (OD)
bei 260nm Aufschluss uber die Konzentration der Nukleotide gab. Anhand der OD
280 wurde das Mal der Verunreinigung mit Proteinen festgestellt. Der Quotient aus
OD260/0D280 sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, da sonst keine lineare
Abhangigkeit der Nukleinsdurekonzentration zu der bei 280nm gemessenen

Absorption besteht.

3.1.3. Polymerase Kettenreaktion
Der Nachweis von L. infantum, A. phagocytophilum, A. platys und E. canis- DNA
erfolgte mittels Real-time PCR auf dem AB-7500 FAST Real-Time (Applied
Biosystems). Tabelle 12 zeigt die verwendeten Primer, TagMan-Sonden®,
Reaktionsansatze, Zyklusbedingungen und Positivkontrollen. Zudem wurde eine
Negativkontrolle (molekularbiologisch reines H20, Sigma-Aldrich® Chemie,
Miinchen, Deutschland) in jeden Durchlauf integriert. Ein Ct-Wert von <39 wurde

als positiv bewertet.

Der Nachweis von B. canis, haemotrophen Mykoplasmen und H. canis wurde
mittels konventioneller PCR auf dem Mastercycler® gradient (Eppendorf,
Hamburg) durchgefiihrt. Die Details der Reaktionsansatze sind in Tabelle 13
dargestellt. PCR-Produkte der konventionellen PCR wurden mittels Agarosegel-
Elektrophorese dargestellt. Dabei wurde ein kleines 2% Agarosegel mit zwei 12er-

Ké&mmen wie folgt erstellt:
1g Agarose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

50 ml 1 x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland 50 X,
verdunnt mit Agua dest.)

5 ul GelRed® (Biotum, Hayward, USA)

Nach dem Erkalten des Gels wurden die Kdmme entfernt und 10 pul PCR-Produkt,
vermischt mit 3ul Gel-loading Buffer (Thermo Fisher Scientific), in die Geltaschen
pipettiert. Ein DNA-Ladder (6x Gel-loading-Puffer 100bp, Thermo-Fischer-
Scientific) lief zum GréRenvergleich der Gensegmente mit. Im Anschluss wurden
die Genfragmente mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem
Geldokumenter (peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen) abfotografiert.
Genfragmente in Form einer Bande auf Hohe der Positivkontrolle spiegelten ein

positives Ergebnis wieder.
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Tab. 12: Details der durchgefuhrten Real-time-PCRs

Zielgen Sonden- und Primersequenzen (5°-3¢) PCR Reaktionsansatz Positiv Kontrolle Referenz
Bedingungen
Real-time PCR
Leishmania 95°C 20 sek Universal fast TagMan MMX*2 10,0 pl | L.infantum DNA Mary et
infantum Lsh-kp: FAM-TTTTCGCAGAACGCCCCTACCCGC-BHQ1 Lsh-kF ( 10uM ) 1,8 ul | aus Zellkultur al., 2004
Lsh-kF: CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG 95°C 30 sek Lsh-kR ( 10uM ) 1,8 ul | 1:1000 verdiinnt
Kinetoplast- | Lsh-kR: CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA*! 60°C 30 sek Lsh-kp ( 10uM) 0,4 ul
DNA 40 x H20 molekularbiolog. rein 1,0 ul
DNA 5,0 ul
Anaplasma 95°C 20 sek Universal fast TagMan MMX*2 10,0 ul | Genomische Teglas et
platys EPlat-55p-S: FAM-TGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGA-BHQ1 EPlat-19f ( 10uM ) 1,8 ul | A.platys DNA von al., 2005
EPlat-19f : CGGATTTTTGTCGTAGCTTGCTAT 95°C 30 sek EPlat-117r ( 10uM ) 1,8 ul | Hunde EDTA-Blut
16S rRNA EPlat-117r: CCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACT*! 60°C 30 sek EPlat-55p-S1 (10uM ) 0,4 pl | 1:10 verdinnt
40 x H20 molekularbiolog. rein 1,0ul
DNA 5,0 pl
Anaplasma 50°C 2 min TagMan Gene Expression MMX*2 15,0 ul | A. phago- Courtney
phagocyto- | ApMSP2p-FAM: TGGTGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG-TAMRA 95°C 10 min ApMSP2f (10 uM) 2,25ul | cytophilum DNA etal.,,
philum ApMSP2f: ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT ApMSP2r (10 pM) 2,25ul | aus Zellkultur 2004
ApMSP2r: TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA*?! 95°C 15 sek ApMSP2p (10 pM) 0,5 ul | 1:10000 verdiinnt
msp2-Gen 60°C 1 min DNA 5,0 ul
40 x
Ehrlichia 50°C 2 min TagMan Gene Expression MMX*2 12,5 ul | E.canis Plasmid- lonita et
canis E.canisp30-ANYM2: FAM-CAGGTATCTTCTCAAATTT-NFQ 95°C 10 min Ecanis-p30ANY Assay Mix *? 1,25 ul | DNA pEC-3.3 al., 2013
Ecanisp30-ANYF: TGGATACTACCATGGCGTTATTGG DNA 1,25ul | 1:1000 verdiinnt™!
p30-10-Gen | E.canisp30-ANYR: GAGGAGCATCATTAATACTACAGGAGTT*? 95°C 15sek
60°C 1 min
40 x

*1 Eyrofins genomics, Ebersberg, Deutschland
*2 Applied Biosystems Gene Expression Assey Mix, Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland
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Tab. 13: Details der durchgefiihrten konventionellen PCRs

Zielgen _ Primersequenzen ( 5°-37) _ PCR Bedingungen _ Reaktionsansatz Poistiv Kontrolle Referenz
_ Konventionelle PCR
Babesia spp. 95°C 5 min HotStar Taq Puffer ** 5,0 ul | Genomische Casati et
BJ1: GTCTTGTAATTGGAATGATGG dNTPs (10 mM ) *4 1,0 ul | B.divergens DNA al., 2006
18S rRNA —Gen BN2: TAGTTTATGGTTAGGACTACG*? 94°C 30 sek BJ1 (100 uM) 0,5 ul | von Rinder EDTA-
54°C 30 sek BN2 (100 uM ) 0,5ul | Blut
(411-452 pb) 72°C40. HotStar Tag DNA Polymerase ** 0,25ul | 1:100 verdiinnt
40 x H20 molekularbiolog. rein 37,75ul
72°C 5 min DNA 5,0 ul
Candidatus 94°C 2 min HotMaster Taq Buffer *3 5,0 ul | pEX-A-Mycoplasma | Watanabe
Mycoplasma OHOK1_for: ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCG dNTPs *3 1,0 ul | haemominutum etal.,,
haematoparvum CaB2_for: CTGGGAAACTAGAGCTTCGCGAGC 94°C 45 sek OHOK1_for ( 10uM ) 1,0 ul | 1:256.000.000 2003
(202 pb) OOCBr1_rev: ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG*! | 58°C 45 sek CaB2_for ( 10uM ) 1,0 ul | verdinnt,
Mycoplasma 72°C 45 sek OOCBrl1_rev ( 10puM ) 1,0 ul | pEX-A-Mycoplasma
haemocanis 35X HotMaster Taq Polymerase*3 0,25ul | haemofelis
(276 pb) 72°C 5min H20 molekularbiolog. rein 35,75ul | 1:2048000000
DNA 5,0ul | verdiinnt*!
16S rRNA
Hepatozoon canis 94°C 2 min HotMaster Taq Puffer *3 5,0 ul | pEX-A-Hepatozoon Inokuma
Hep-F_for: ATACATGAGCAAATCTCAAC dNTPs (10 pM ) *3 1,0l | canis etal.,
18S rRNA-Gen Hep-R_rev: CTTATTATTCCATGCTGCAG*! 95°C 30sek HepF_for (10 uM ) 1,0 ul | 1:128.000.000 2002
57°C 30 sek HepR_rev (10 uM ) 1,0 ul | verdiinnt*?
(666 pb) 72°C 90 sek HotMaster Taq Polymerase *3  0,25ul
34 x H20 molekularbiolog. rein 36,75ul
72°C 5min DNA 5,0 ul

*1 Eurofins genomics, Ebersberg, Deutschland

*2 Applied Biosystems Gene Expression Assey Mix, Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland

*35Prime, Hamburg, Deutschland
*4Qiagen, Hilden, Deutschland
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3.1.4. ELISA
Der direkte Nachweis von D. immitis-Antigen erfolgte mittels ELISA. Da eine der
Serumproben nicht mehr genug Material enthielt, wurden nur 116 Proben
untersucht. Ein kommerzielles Testkit (DIROCHEK ® canine Heartworm Antigen
Test Kit, Synbiotics Corp., San Diego, USA), inklusive Positiv- und
Negativkontrolle, kam nach Herstellerangaben zum Nachweis zirkulierender
Antigene fertiler weiblicher D. immitis-Wurmer zum Einsatz. Im ELISA-Reader
(LEDetect 96, Deelux Labortechnik, Gddensdorf) wurden die Ergebnisse bei
450nm mit dem Programm MikroWin 2010 abgelesen und ausgewertet. Dieses
errechnete, nach Abzug der Extinktion der Negativkontrolle von den Extinktionen
der anderen Proben, einen Quotienten aus der optischen Dichte der Positivkontrolle
und der der anderen Seren. Dieser Quotient gab die Reaktivitdt der zu
untersuchenden Proben wieder. Dabei wurden Quotienten von 0-7% als negativ, 7-
15% als grenzwertig und > 15% als positiv gewertet. Bei grenzwertigen

Ergebnissen wurden die entsprechenden Proben ein zweites Mal untersucht.
3.2. Indirekter Pathogennachweis

3.2.1, IFAT
Der serologische Nachweis von R. conorii, A. phagocytophilum-, E. canis-, L.
infantum-, B. canis-, T. gondii- und N. caninum-IgG -Antikérpern wurde mittels
Immunfluoreszenzantiktrpertest (IFAT) erbracht. Daftr kamen kommerzielle
Testkits mit antigenbeschichteten Objekttragern zum Einsatz (Tab. 14). Laut

Hersteller lagen die entsprechenden Antigene in folgender Form vor:
e mitR. conorii infizierte Zellen
e kanine Makrophagen mit intrazellularen E. canis Morulae
e equine neutrophile Zellen mit intrazellularen A. phagocytophilum Morulae
e kanine Erythrozyten mit intrazelluldren B. canis Merozoiten
e Toxoplasma Tachyzoiten
e Neospora Tachyzoiten

Fir die Erfassung von L. infantum-Antikorpern fanden hauseigene, beschichtete

Objekttrager Anwendung. Dabei dienten aus Zellkulturen gewonnene L. infantum-
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Promastigote als Antigene (Chang & Fish, 1983).

Zunéchst erfolgte ein Screening der Proben mit den Verdinnungsstufen 1:64 (R.
conorii), 1:40 (E. canis), 1:32 (L. infantum, B. canis), 1:50 (T. gondii, N. caninum,
A. phagocytophilum). Zudem wurde pro Durchgang je eine Positiv- und eine
Negativkontrolle verwendet (Tab. 14). Inkubation und Waschungen erfolgten nach
Herstellerangaben. Dabei entstanden, wenn die jeweiligen Antikorper vorhanden
waren, Antigen-Antikorperbindungen, wéhrend nichtgebundene Proteine abgespuilt
wurden. Um die Antigen-Antikorper-Bindung sichtbar zu machen, wurde auf jedes
Feld FITC-konjugierte Anti-Hund 19G-Antikorper (F-7884, Sigma Deisenhofen)
aufgetragen, welche zuvor zur Gegenfarbung 20-fach mit 0,03% Evans Blau
vermengt worden waren. Nach einer weiteren Inkubation in der feuchten
Warmekammer wurden die Objekttrager wieder mit PBS-Puffer (Tab.15)
gewaschen und 2 x 5 Minuten in Kivetten mit destilliertem Wasser gestellt. Die
Objekttrager konnten nun mit Eindeckmittel (MegaScreen Flouvet, MegaCor)
beschichtet und bei 400-facher VergroRerung unter dem Fluoreszenzmikroskop

beurteilt werden.

Als positiv gewertete Proben zeigten bei den in Tab. 14 aufgelisteten Titerstufen
eine entsprechende Fluoreszenz, die mit der jeweiligen Positivkontrolle verglichen
wurde. Fluoreszenz, die nur bei darunterliegenden Titerstufen nachweisbar war,
oder nicht fluoreszierende Sera, die durch die Rotfarbung des Evans Blau gepragt
waren, wurden als negativ eingestuft. Eine grenzwertige Befundung wurde
einmalig wiederholt. Im Screening als positiv gewertete Proben wurden bis zu einer
Verdunnung von 1:1024 (R. conorii), 1:640 (E. canis), 1:512 (L. infantum, B. canis)
und 1:800 (T. gondii, N. caninum, A. phagocytophilum) austitriert.
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Tab. 14: Angewandte Testkits, Positivkontrollen und Bedingungen positiver

Befundbewertung bei den durchgefihrten IFAT Untersuchungen

Pathogene Positiv- Positive Befundbewertung wenn:
(Testkit) kontrolle Positive Fluoreszenzreaktion: Titer
Rickettsia conorii (MegaScreen® | In Testkit GleichmaRig gringelb leuchtende, | >1:64
FLUORICKETTSIA con.)™ enthalten zahlreiche intrazellulare Kokken
Ehrlichia canis (MegaScreen ® Hauseigen, GleichmaRig griingelb leuchtende >1:40
FLUOEHRLICHIA ¢c.)™ Titer:1:1024 | intrazellulare

Einschlusskoérperchen (Morulae)
Anaplasma spp. (MegaScreen® Hauseigen, GleichmaRig griingelb leuchtende >1:50
FLUOANAPLASMA ph.)™ Titer:>1:800 | intrazelluldre

Einschlusskoérperchen (Morulae)
Leishmania infantum Hauseigen, Deutliche, griingelbe Fluoreszenz >1:64
(hauseigen beschichtete Titer: 1: 1280 | der Leishmanienmembran
Objekttrager) und/oder der Geisel
Babesia canis (MegaScreen © Hauseigen, GleichmaRig griingelb leuchtende >1:64
FLUOBABESIA c.)™ Titer:1:2048 | intrazellulare oder (selten bei

zerstorten Erythrozyten)

extrazelluldre Merozoiten
Toxoplasma gondii In Testkit Deutliche, gleichmaRig >1:100
(MegaScreen® enthalten gringefarbte Fluoreszenz der
FLUOTOXOPLASMA g.)™* gesamten Tachyzoiten-Membran
Neospora caninum In Testkit Deutliche, gleichmalig >1:100
(MagaScreen® enthalten gringefarbte Fluoreszenz der
FLUONEOSPORA c.)™* gesamten Tachyzoiten-Membran

*1 (MegaCor, Horbranz, Austria)

Tab.15: Herstellung von PBS Puffer (phosphate buffered saline), pH=7,4

Stammlésung

171,25 g K;HPO4 x 3H,0 + 389,25g NaCl +19,5g KH,PO,
ad 2500ml Aqua dest.

Gebrauchslésung

500 ml Stamml6sung + 9500 ml Aqua dest.
mit HCL und NaOH auf pH 7,4 einstellen

3.2.2. ELISA

Um Antikorper gegen Rickettsien der Zeckenbissfiebergruppe in den Seren
nachzuweisen, wurde das kommerzielle Canine Spotted Fever Rickettsia EIA 1gG
Antibody Kit (Fuller Laboratories, Fullerton, USA) und die darin enthaltenen, mit
gruppenspezifischem Lipopolysaccharid-Antigen (rLPS) beschichteten Mikro-
titierstreifen verwendet. Nur 116 Seren wurden mit dieser Methode analysiert, da
eine Probe aufgebraucht war. Das Antigen wurde von R. rickettsii gewonnen,
welches, laut Herstellerangaben, serologisch mit Rickettsien der Zecken-
bissfiebergruppe wie R. conorii, R. slovaka und R. africae kreuzreagiert, wahrend

keine Kreuzreaktionen mit der Thyphusgruppe bekannt sind. Eine Positivkontrolle
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mit positivem, ein Cut-off-Kalibrator mit schwach positivem und eine
Negativkontrolle mit nicht reaktivem Hundeserum waren im Kit mit inbegriffen
und wurden in jeden Durchlauf integriert. Inkubation, Waschungen, Enzym- und
Substratzugabe erfolgten wie vom Hersteller vorgegeben. Die Ablesung der
Absorption bei 450nm und die Ergebnisinterpretation erfolgten mittels ELISA-
Reader (LEDetect 96, Deelux Labortechnik, Goddensdorf). Bei Proben mit

grenzwertigen Ergebnissen wurde die Untersuchung einmalig wiederholt.

4. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Computerprogrammen IBM SPSS
Version 22.0 und Bias fur Windows Version 10.04. Eine Serumprobe enthielt nicht
genug Material fur die Untersuchung auf SFG Rickettsien (ELISA), eine andere zu
wenig um auf D. immitis untersucht zu werden. Somit wurden in Berechnungen,
die diese Pathogene betrafen, 116 Blutproben miteinbezogen. Fir Berechnungen,
die unabhéngig von diesen beiden Pathogenen durchgefuhrt wurden, standen 117
Blutproben zur Verfligung. Mit allen der in dieser Studie eingesetzten Methoden
konnten 115 Proben untersucht werden. Die Anzahl der Hunde, die Antikorper
gegen zwei oder mehrere von vektoriibertragenen Pathogenen aufwiesen wurden
tabellarisch aufgelistet. Da es sich bei R. conorii auch um Rickettsien der
Zeckenbissfiebergruppe handelt, wurden bei dieser Auflistung Tiere, die entweder
R. conorii-IFAT- oder SFG-Rickettsia-ELISA- positiv waren als seropositiv auf
SFG-Rickettsien eingestuft. Der Hund, dessen Serumprobe nicht mehr gentigte um
mit dem SFG-Rickettsia-ELISA untersucht zu werden, war R. conorii seropositiv
und wurde somit in diese Auflistung miteinbezogen. Bei der nachfolgend
beschriebenen statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse des SFG-

Rickettsia-ELISAs und des R. conorii-IFATS getrennt voneinander betrachtet.

Nach der Methode von Clopper und Pearson wurden die exakten
Konfidenzintervalle (KI 95%) fir die Préavalenz der Pathogene berechnet. Als
EffektgroRe kam der Cramer’s V zum Einsatz, um einerseits die Stdrke des
Zusammenhangs zwischen seropositiv befundeten Tieren und deren Herkunft,
deren Geschlecht oder deren Alter zu bestimmen. Andererseits um die Starke des
Zusammenhangs zwischen zwei Pathogenen, auf die mit serologischen Methoden
untersucht wurde, zu beurteilen. Dabei wurden zum einen die von Vektoren

ubertragenen Pathogene und zum anderen die Protozoen L.infantum, N.caninum
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und T. gondii paarweise miteinander verglichen. Es wurden Werte von 0 <bis 0,1
als sehr geringer, von 0,1 bis unter 0,2 als schwacher, von 0,2 bis unter 0,4 als
mittlerer, von 0,4 bis unter 0,6 als relativ starker und von > 0,6 als starker
Zusammenhang interpretiert (Rea & Parker, 2005). Mittels Fisher’s-exact-Test
wurden die oben genannten Zusammenhdange zudem auf statistische Signifikanz
Uberprift. Bei der Auswertung der drei Altersgruppen wurden diese zum einen
paarweise verglichen, zum anderen wurde anhand einer 2x3 Kontigenztafel der
Freeman-Halten-Test, eine Erweiterung des Fisher‘s-exact- Tests, durchgefhrt.
Als statistisch signifikant wurde ein Wert von p < 0,05 angesehen. Kamen bei der
geographischen Verteilung seropositiver Hunde statistisch relevante Unterschiede
zutage, wurde zudem der Odds Ratio (OR) berechnet, um das Verhéltnis des

Expositionsrisikos genauer zu evaluieren.

Durch die multiple logistische Regressionsanalyse wurde, unter Einbeziehung der
Altersgruppe, des Geschlechts und der geographischen Herkunft, der jeweilige
Effekt dieser Faktoren auf die Antikorper-bzw. Antigenprasenz der untersuchten
Pathogene bestimmt. Als Mal fiir die Starke des Effekts eines Faktors wurde der
Odds Ratio berechnet. Der Effekt wurde als statistisch signifikant eingestuft, wenn
der Wert 1,0 auBerhalb des 95% Konfidenzintervalls lag (Sieber, 2008). Um in die
Berechnung der multiplen logistischen Regression alle Hunde mit einbeziehen zu
kdnnen, war die geographische Gruppeneinteilung, wie sie fur die univariante
Analyse vorgesehen war, nicht geeignet. Da die klimatischen Bedingungen in
Tirana denen der Kistenregion gleichen, wurden die Hunde aus der Hauptstadt der
Kistenregion zugeordnet. Aufgrund der zentralen Lage Tiranas ist die Hauptstadt
weder eindeutig dem Siden noch dem Norden des Landes zuzuordnen. Daher

wurden beim Nord-Sudvergleich die Tiranahunde als eigene Gruppe belassen.
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V. ERGEBNISSE

1. Publikation
Die Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich der gefundenen Seropravalenzen und der

statistischen  Auswertung mittels Fisher’s-exact Test wurden in einer

englischsprachigen Publikation veroffentlicht.
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Abstract

Knowledge on the prevalence of the zoonotic and animal pathogens in dogs from
Albania is thus far limited. Samples were collected from 119 police dogs which
were deployed throughout Albania and which were living in close relationship with
humans. Direct and/or indirect methods were used to examine 119 whole blood and
117 serum samples for the protozoans Toxoplasma gondii (IFAT) and Neospora
caninum (IFAT), various vector-borne pathogens of zoonotic and veterinary
concern (SFG rickettsiae [ELISA, IFAT], Anaplasma spp. [PCR, IFAT], Ehrlichia
canis [PCR, IFAT], Babesia spp. [PCR, IFAT], Leishmania infantum [PCR, IFAT],
Hepatozoon canis [PCR], Dirofilaria immitis [ELISA]), and haemotropic
mycoplasmas [PCR]. DNA of L. infantum and Anaplasma platys was detected in
the blood of four and two dogs, respectively, but all samples were negative for DNA
of E. canis, Babesia spp., H. canis and haemotropic mycoplasmas. D. immitis
antigen was detected in 11.2% of the serum samples. The overall seroprevalences
were: SFG rickettsiae (ELISA), 71.5%; Rickettsia conorii (IFAT), 61.5%; T.
gondii, 65.0 %; Anaplasma spp., 31.6%; E. canis, 17.9%; L. infantum, 12.0%; N.
caninum, 12.0% and Babesia canis, 3.4%. Seven dogs were PCR-negative and
seronegative for all tested pathogens. Significantly more dogs from South Albania
(24.3%) had antigen of D. immitis than dogs from North Albania (5.4%, p= 0.046).
There was no difference in the geographical distribution of exposure to any other
pathogen. Age was found to be a risk factor (p<0.05) for exposure to T. gondii, SFG
rickettsiae, Anaplasma spp. and L. infantum. Co-exposure to up to five vector-borne
pathogens was found in 51.5% of the 103 dogs that were seropositive for at least
one vector-borne pathogen. Results of this study indicate a considerable risk of
infection for dogs and/or humans with T. gondii and N. caninum and a range of

zoonotic vector-borne bacterial and protozoan pathogens.
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Graphical Abstract

This work revealed exposure rates to vector-borne pathogens, Neospora caninum
and Toxoplasma gondii from 3.4% up to 71.5% police dogs from different parts of
Albania. T. gondii, Anaplasma spp, SFG rickettsiae, Rickettsia conorii, Dirofilaria
immitis and Leishmania infantum are zoonotic pathogens; therefore police dogs
may be considered as sentinels for the risk of pathogen exposure of their handlers’

as well as indicators for the presence of pathogens in their environment.
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Considerable exposure rates to zoonotic pathogens were found in Albanian police

dogs.
The data of the police dogs also reflects an exposure risk for humans.

Age was found to be a risk factor for exposure to T. gondii, SFG rickettsiae,

Anaplasma spp. and L. infantum.
Significantly more dogs from South-Albania were positive for Dirofilaria immitis.
Nearly every second dog was seropositive to two vector-borne pathogens or more.
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1. Introduction

Vector-borne infections are of growing concern for human and canine health
worldwide. Climate and environmental changes affecting the occurrence and
abundance of vectors as well as travelling with dogs and their translocation from
endemic regions into non-endemic regions are discussed as possible reasons
(Beugnet & Marié, 2009). In the year 2011, Albania was recommended as one of
the top travel destination worldwide by the ‘lonely planet’, so an increase of travel
and tourism in the region can be expected over the coming years (lonelyplanet,
2011). Baseline data on the presence of and/or exposure to vector-borne pathogens
in dogs from the whole country should be very helpful to monitor trends in the
occurrence of vector-borne infections and thus estimate infection risks not only to
travellers, pet-owners and veterinarians, but also to dogs and other animals
(Beugnet & Marié, 2009). Until 2008, data regarding the occurrence of vector-
borne pathogens other than Babesia canis and Leishmania infantum in dogs from
Albania was lacking. Thereafter, the occurrence in dogs from Tirana and coastal
areas of Ehrlichia canis, Anaplasma spp., Hepatozoon canis and Dirofilaria immitis
was reported (Lazri et al., 2008, Hamel et al., 2009, Rapti & Rehbein, 2010). The
occurrence of several vector-borne pathogens as well as Mycoplasma haemocanis
and antibodies against Toxoplasma gondii and Neospora caninum in the blood of
client-owned dogs under veterinary care from Tirana was reported recently only
(Hamel et al., 2016). Most vectors of these pathogens benefit from the typical
Mediterranean climate of the coastal lowland of Albania facing the Adriatic and
lonian Seas. However, 70% of the territory of Albania is mountainous with
continental climate and dogs from these areas have not been included in the
aforementioned studies. Leishmania infantum, D. immitis, Anaplasma
phagocytophilum and Rickettsia conorii are of zoonotic concern and asymptomatic
dogs could provide suitable reservoirs for these pathogens (Otranto et al., 2009,
Levin et al., 2012). Police dogs often operate in public places; they have contact
with many people and are often kept in densely populated areas. Due to their close
relationship to humans, these dogs may therefore also be used as sentinel animals
for potential zoonotic infections. As working dogs are an essential factor of police
work, these animals generally receive appropriate veterinary care. The assessment
of the prevalence of vector-borne and other parasitic pathogens in these dogs was

considered appropriate to verify, and if indicated, to change practiced prevention
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measures. The aim of this study was to evaluate the percentage-prevalence of
infection and/or seroprevalence of T. gondii, N. caninum, haemotropic
mycoplasmas and various vector-borne pathogens in police dogs from Albania with
attention to the occurrence of co-infections and co-exposure as well as the potential

association to the geographic location of the dogs in the country.

2. Material and methods

2.1. Animals

All dogs included in this study (n=119) were trained in the police school of Tirana
until they were 12-14 months old. Then they were deployed to police stations
throughout the country or they remained in Tirana. Of the dogs examined, 116 were
pure bred German shepherds and 3 were Labrador retrievers; 87 males and 32
females. The dogs had an average age of 4.7 years. All dogs were treated routinely
with Neostomosan® (transmethrin plus tetramethrin) washings at least every three
months. They were considered clinically healthy at the time of blood sampling. The
dogs sampled were deployed in the capital Tirana and all but one (Berat) of the 12
counties of Albania. A total of 119 EDTA-blood and 117 serum samples were
collected from the animals at their annual health check in the spring of 2013. The
samples were frozen at -20°C until analysed. The 117 dogs, for which both EDTA-
blood and serum were available were stratified for data analysis into three age-
groups: young dogs (10 months-3 years; n=36), adult dogs (>3-7 years; n=58) and
old dogs (>7-10 years; n=23). For the geographical analysis these dogs were
grouped as follows: dogs deployed in the city of Tirana (T, n=43) and dogs that
were deployed in the counties, none-Tirana (NT, n=74). None-Tirana dogs were
sub-grouped to areas: dogs deployed in south Albania (S, n=37) and north Albania
(N, n=37), or dogs deployed in the coastal parts (C, n=38 dogs) and in the interior
(1, n=36) (Fig. 1 and 2). The age distribution of the dogs in each of the groups was

similar (median age ranged from 4.3 to 4.9 years).



52 IV. Ergebnisse

North
10.8%
Kosovo Montenegro (4/37) Kosovo
T‘o
L] \ o
Kuké *s""““ Kuké
Lezha
L] °
Tirana Dibér Tirana Dibér
721% > 9.3%
(31/43) o ° Macedonia (4/43) \d ° Macedonia
Durrés Durrés!
Coast irana Inland Coast irana Inland
57.9% oo WAl |63.9% 13.2% R 13.9%
(22/38) & (23/36) (5/38) & (3136)
[ ] L]
.{lsr ® Fier
Berat ‘ome Berat ‘oroe
Viora Vigra
Giirokasté Giirokasté
® )
° 5 [
Fisher's Fisher's
exact Test: Greece exact Test: Greece
TvsNT: p=0.235 South Tvs NT: p=0.569 South
SvsN :p=0.152 |[[51.3% DAY SvsN :p=0736 |(16.2%
Cvsl :p=0.64 (19/37) stepmap.de {3 Cvsl :p=1.0 (6/37) stepmap.de
Fig. 1 (A) ® T. gondii seropositive dogs Fig. 1 (B) ® N. caninum seropositive dogs
@ T. gondii seronegative dogs @ N. caninum seronegative dogs
North North
81.1% 59.4%
Montenegre ~\ (30/37) Kosovo Montenegro,\|(22/37) Kosovo
?:{.
@
*Shkodra Kuke:
Lezha
®
Tirana Dibér Tirana
61.9% 51.2%
(26/42) ® ° Macedonia (22/43) Macedonia
Durré: Durré:
Coast irana Inland Coast Inland
o 83.3% o, 61.1%
71.1% Ibasan 73.7%
(27138) & 130038) (28/38) @ (22/36)
L
® Fier
Berat Kofgs
Vigra! Vigra%g
\Gjirokasté
[ X
°
Fisher's Fisher's
exact Test: Greece exact Test: Greece
TvsNT:p=0.092 |[South TvsNT:p=0.114 South
SvsN :p=0.581 73.0% SvsN :p=0.214 75.7%
Cvsl :p=0.273 |[|(27/37) stepmap.de &) Cvs| :p=0322 ||(28/37) stepmap.de @)

Fig. 1 (C) ® Rickettsia spp. seropositive dogs Fig. 1 (D)® R. conorii seropositive dogs
@ Rickettsia spp. seronegative dogs @ R. conorii seronegative dogs

Fig. 1. Geographic distribution in Albania of the police dogs tested for antibodies to Toxoplasma

gondii, Neospora caninum, SFG rickettsiae and Rickettsia conorii.

Black lines divide non-Tirana (NT) Albania into areas - south Albania (S) + north Albania (N) or
coastal Albania (C) + interior (1) - while dogs based in the city of Tirana (T) form a separate group.

Prevalence of exposure was analysed as follows: T vs. NT, Svs. N and C vs. I.
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Fig. 2: Geographic distribution in Albania of the police dogs tested for antibodies to Anaplasma

spp., Ehrlichia canis and Leishmania infantum, and Dirofilaria immitis antigen.

Black lines divide non-Tirana (NT) Albania into areas - south Albania (S) + north Albania (N) or
coastal Albania (C) + interior (1) - while dogs based in the city of Tirana (T) form a separate group.

Prevalence of exposure was analysed as follows: T vs. NT, Svs. N and C vs. I.
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2.2.Pathogen detection by PCR

DNA was extracted from the EDTA-blood samples with a commercial kit according
to the manufacturer’s instructions (QIAamp DNA MiniKit, Qiagen, Hilden,
Germany). Quantity and quality of the extracted DNA were evaluated with a
spectrophotometer (NanoDrop ® 1000, Peglab, Erlangen, Germany). For the
detection of DNA of Babesia spp., haemotropic mycoplasmas and H. canis,
conventional PCRs were carried out on a MASTERCYCLER®gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany) using the Qiagen HotStarTag Polymerase Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) for Babesia spp. and the HotMaster Tag DNA
Polymerase (5-Prime, Eppendorf, Hamburg, Germany) for H. canis and
haemotropic mycoplasmas. Positive and negative controls were included in every
PCR run. After electrophoresis in a 2% agarose gel containing GelRed™ (Biotium,
Hayward, USA), the amplified PCR-products were analysed under UV-light. Real-
time PCRs were conducted to detect DNA of E. canis, Anaplasma platys, A.
phagocytophilum and L. infantum, using the TAQMAN® GENEEXPRESSION
Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) kit for E. canis and A.
phagocytophilum and the TAQMAN® UNIVERSAL PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany) for A. platys and L. infantum on the Applied
Biosystem 7500fast real-time PCR cycler according to manufacturer’s instructions
(Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Table 1 summarizes the respective

target genes, primers, cycle conditions and controls for each PCR assay.

Table 1. : PCR and real-time PCR methods used for investigating police dogs from Albania for

vector-borne pathogens

Target Primers 5°- 3° Cycle Positive Control  Reference
conditions
| Conventional PCR methods

Babesia spp. BJ1: GTCTTGTAATTGGAATGATGG 95°C Genomic B. (Casati et

18S rRNA gene BN2: TAGTTTATGGTTAGGACTACG 5 min divergens al., 2006)
40 cycles: DNA
94°C from bovine
30sec EDTA-blood

1:100 dilution

54°C
30 sec
72°C
40 sec
72°C

5 min




*1Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany

2.3.Serum analyses
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Hepatozoon canis  Hep-F_for: ATACATGAGCAAATCTCAAC 94°C pEX-A- (Inokuma
Hep-R_rev: CTTATTATTCCATGCTGCAG 2 min Hepatozoon etal.,
18S rRNA gene 34 cycles: canis 2002)
95°C 1:128.000.000
30sec dilution*!
57°C
30 sec
72°C
90 sec
72°C 5min
Mycoplasma OHOK?1_for: 94 °C pEX-A- (Watanabe
haemocanis/ ATGCCCCTCTGTGGGGGATAGCCG 2 min Mycoplasma etal,
Candidatus M. CaB2_for: 35 cycles:  haemominutum 2003)
haematoparvum  CTGGGAAACTAGAGCTTCGCGAGC 94°C 1:256.000.000
OOCBrl_rev: 45sec, dilution
16SrRNAgene  ATGGTATTGCTCCATCAGACTTTCG PEX-A-
58°C Mycoplasma
45sec haemofelis
1:2048000000
72°C dilution*!
45sec
72°C
5 min
| Real-time PCR methods
Anaplasma platys  EPlat-19f :95°C Genomic A. (Teglas et
16S rRNA gene CGGATTTTTGTCGTAGCTTGCTAT 20 sec platys DNA al., 2005)
EPlat-117r: 40 cycles: from canine
CCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACT  95°C EDTA blood
EPlat-55p-S1: FAM- 30 sec 1:10 dilution
TGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAGGA-
BHQ1 60°C
30 sec
Anaplasma ApMSP2f: 50°C A (Courtney
phagocytophilum:  ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT 5 min phagocytophilum etal,
Msp2 gene ApMSP2r: TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA 95°C DNA from cell 2004)
ApMSP2p-FAM: 10 min culture
TGGTGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG 40 cycles: 1:10000 dilution
95°C
15sec
60°C
1 min
Ehrlichia canis Ecanisp30-ANYF: 50°C E. canis plasmid-  (lonita et
p30-10-gene TGGATACTACCATGGCGTTATTGG 2min DNA pEC-3.3 al., 2013)
E.canisp30-ANYR: 95°C 1:1000 dilution*!
GAGGAGCATCATTAATACTACAGGAGTT 10 min
E.canisp30-ANYM2: FAM- 40 cycles:
CAGGTATCTTCTCAAATTT-NFQ 95°C
15 sec
60°C
1 min
Leishmania Lsh-kF: CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG 95°C L.infantum DNA  (Mary et
infantum Lsh-kR: 20 sec from cell culture  al., 2004)
Kinetoplast-DNA CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA 40 cycles: 1:1000 dilution
Lsh-kp: FAM- 95°C
30 sec
TTTTCGCAGAACGCCCCTACCCGC-BHQ1
60°C
30 sec

Serum samples of 117 dogs were analysed by indirect fluorescent antibody tests
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(IFAT) to detect 1gG antibodies against the coccidian parasites T. gondii and N.
caninum and the vector-borne pathogens R. conorii, E. canis, Anaplasma spp., B.
canis and L. infantum. Commercial IFAT test-kits [MegaScreen®
FLOURICKETTSIA con, MegaScreen® FLOUEHRLICHIA c., MegaScreen®
FLOUANAPLASMA ph., MegaScreen® FLOUBABESIA c., MegaScreen®
FLOUTOXOPLASMA gondii, MegaScreen® FLOUNEOSPORA c.,] (MegaCor,
Horbranz, Austria) were used. Antibodies against L. infantum were tested by an in-
house IFAT with L. infantum promastigotes extracted from cell culture used as
antigens (Mancianti et al., 1995). Positive controls for T. gondii, N. caninum and R.
conorii were included in the test-kits. For E. canis, Anaplasma spp., B. canis and L.
infantum serum samples with corresponding titres of 1:10240, >1:800, 1:2048 and
1:1280 were provided by the diagnostic centre of the Institute of Comparative
Tropical Medicine and Parasitology, Munich as positive controls and negative
serum samples for the respective pathogens as negative controls. For all tests,
fluorescent conjugated anti-dog 1gG [Anti-Dog IgG (whole molecule)-FITC
antibody produced in rabbits, Sigma-Aldrich®, St Louis, USA] at a 1:64 dilution
was used. For screening, dilutions of 1:50 (T. gondii, N. caninum, Anaplasma spp.),
1:64 (R. conorii), 1:40 (E. canis) and 1:32 (L. infantum, B. canis) were used.
Samples with positive reactions were diluted serially for T. gondii, N. caninum and
Anaplasma spp. (1:50 to 1:800), for R. conorii (1:64 to 1:1024), for E. canis (1:40
to 1:640) and for L. infantum and B. canis (1:64 to 1:512). Titres of >1:50
(Anaplasma spp.), >1:40 (E. canis), or >1:64 (R. conorii, B. canis, L. infantum)
were considered as positive. To minimize the impact of false positive results, a cut-

off titre of 1:100 for T. gondii and N. caninum was defined.

Because of shortage of serum from two dogs deployed in the city of Tirana, out of
the 117 samples one was not screened for antibodies against Spotted Fever Group
(SFG) rickettsiae and another one was not screened for D. immitis antigen.

Consequently, only 115 dogs were screened with all serological tests.

An ELISA containing purified Rickettsia rickettsii antigen which also reacts against
antigen of R. conorii, Rickettsia slovaca and Rickettsia africae, was used for testing
116 serum samples for IgG-antibodies against SFG rickettsiae [Canine Spotted
Fever Rickettsia EIA 1gG Antibody Kit, Fuller Laboratories, Fullerton, USA]
according to the manufacturer’s instructions. For detection of antigen of adult
female D. immitis, a commercial ELISA kit [DIROCHEK® canine Heartworm
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Antigen Test Kit, Synbiotics Corp., San Diego, USA] was used according to the

manufacturer’s instructions.
2.4. Statistical analyses

Statistical analyses were carried out with IBM SPSS Version 22.0 and Bias for
Windows Version 10.04. For pathogen prevalence and exposure, the exact 95%
confidence interval was computed using the Clopper and Pearson method. To
obtain information of association between results (serological tests only) and
gender, age or geographical location of the dogs, Fisher’s exact test was applied.
For age, at first all three age groups were compared simultaneously and afterwards
pairwise comparisons were made. The Fisher’s exact test was also used to assess
the association of the concurrent exposure to T. gondii and N. caninum and to two
vector-borne pathogens. Differences at p<0.05 were considered significant. In case
of significant differences associated with the geographical location of the dogs, the
odds ratio [OR] was calculated. For the evaluation of exposure of the dogs to
multiple pathogens, positive R. conorii-IFAT and SFG rickettsiae ELISA results

were combined as ‘SFG rickettsiae positive’.

3. Results
3.1.Direct pathogen detection by PCR

Screening 119 EDTA blood samples for pathogens by molecular methods resulted
in two dogs that tested positive for A. platys (1.7%, Cl: 0.2-5.4) and four dogs that
tested positive for L. infantum (3.4%, CI: 0.9-8.4). The A. platys positive samples
were negative for A. phagocytophilum, which thus confirmed the diagnosis of A.
platys. All 119 samples were negative for DNA of E. canis, Babesia spp., H. canis,

M. haemocanis and Candidatus Mycoplasma haematoparvum.
3.2.Serum analyses

Altogether 65% (76/117, Cl: 55.6-73.6) of the dogs were seropositive for antibodies
against T. gondii and/or N. caninum and almost 90% (103/117, CI: 80.7-93.3) were
seropositive for antibodies against vector-borne pathogens. Seven dogs were
seronegative and PCR-negative for all examined pathogens. Of these dogs, five
were from Tirana and five were one year old or younger.

The most prevalent findings were antibodies against SFG rickettsiae (ELISA)
(71.5%, CI: 62.4-79.5) and R. conorii (IFAT) (61.5%, CI: 52.1-70.4), followed by
T. gondii antibodies (65.0%, CI 55.6-73.6). Exposures to the other pathogens were:
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31.6% (ClI: 23.3-40.9) for Anaplasma spp., 17.9% (ClI: 11.5-26.1) for E. canis, 12%
(CI: 6.7-19.3) for L. infantum, 12% (CI: 6.7-19.3) for N. caninum and 3.4% (CI:
0.9-8.5) for B. canis; the corresponding endpoint titres are presented in Fig. 3. Total
11.2% (CI: 6.1-18.4) of the samples tested positive for D. immitis antigen (Table
2). Comparison of seroprevalence percentages in male and female dogs revealed no
statistically significant differences for any of the investigated pathogens. Details of
seroprevalence percentages according to the three age groups are shown in Table 2.
Significant differences were found with respect to the exposure to SFG rickettsiae,
Anaplasma spp., L. infantum and T. gondii (p< 0.05). B. canis was not considered

because only four dogs were seropositive.
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Fig. 3: IFAT endpoint titres for antibodies to Rickettsia conorii, Anaplasma spp., Ehrlichia canis,

Leishmania infantum, Toxoplasma gondii and Neospora caninum.
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Table 2: Details of dogs tested for exposure to vector-borne pathogens, Toxoplasma gondii and

Neospora caninum as well as for Dirofilaria immitis antigen in Albania according to age group

| Seropositive dogs H

Young dogs Adult dogs Old dogs

Z\"’}Iteht?‘%%r; All dogs (10 months (>3-7 (710 shers
— 3 years) years) years)
Toxoplasma gondii 65% 47.2% 65.5%" 91.3%° ~0.002
(IFAT) (76/117) (17/36) (38/58) (21/23) =5
Neospora caninum 12% 5.5% 12% 21.7% 0=0.18
(IFAT) (14)/117 (2/36) (7/58) (5/23) '
SFG rickettsiae 715 % 41.7%¢ 80.7% 95.6%° <0001
(ELISA) (83/116)) (15/36) (46/57) (22/23) p<®.
Rickettsia conorii 61.5% 58.3% 65.5% 56.5% ~0.66
(IFAT) (72/117)) (21/36) (38/58) (13/23) p=0.
Anaplasma spp. 31.6% 13.8%¢ 39.6% 39.1%° ~0.02
(IFAT) (37/117) (5/36) (23/58) (9/23) =5
Ehrlichia canis 17.9% 13.8% 13.8% 34, 7% ~0.09
(IFAT) (21/117) (5/36) (8/58) (8/23) p=0.
Babesia canis 3.4% 0% 5.1% 4.4% Not done
(IFAT) (4/117) (0/36) (3/58) (1/23)
Leishmania infantum 12% 2.7% 12% 26%° - 002
(IFAT) (24/117) (1/36) (7/58) (6/23) =0
Dirofilaria immitis 11.2% 2.7% 13.8% 18.2% ~0.10
(ELISA) (13/116) (1/36) (8/58) (4122) =9

& Comparison of the three age groups
b p<0.05, adult dogs vs. old dogs

¢ p<0.05, old dogs vs. young dogs

4 p<0.05, young dogs vs. adult dogs

Three B. canis seropositive dogs were from Shkodra and one was from Korcé.
Exposure to all other pathogens was found in dogs deployed in each region of
Albania (Fig. 1 and 2). The prevalence of D. immitis was significantly lower in
North Albania than in South Albania (p=0.046, OR=5.6). No statistically significant
geographical difference was found for exposure to any other pathogen (Fig. 1 and
2).

3.3.Occurrence of co-exposure to pathogens
Any dog that tested seropositive for N. caninum was also seropositive for T. gondii
and a significant association for the exposure to these two parasites was found
(p=0.002). Exposure to more than one and up to five agents was found in 51.5%
out of the 103 dogs that were seropositive for at least one vector-borne (53/103, CI:
41.4-61.4). Antibody positivity to Anaplasma spp. and SFG rickettsiae (25.9%
(30/116), CI: 18.2-34.8) or R. conorii (23.9% (28/117), Cl: 16.5-32.7) were the
most commonly observed combination (Tab. 3). A significant correlation between
SFG rickettsiae (ELISA) and R. conorii (IFAT) results was seen (p=0.01). The
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simultaneous presence of antibodies against two vector-borne pathogens was

statistically significant for the following pairings: Anaplasma spp. and E. canis; E.

canis and B. canis; Anaplasma spp. and R. conorii (IFAT) (Tab. 3). Details of the

multiple exposures to vector-borne pathogens are presented in Table 4.

Of the 115 dogs which were analysed for exposure to all eight pathogens (including

T. gondii and N. caninum; exposure to R. conorii and SFG rickettsiae was combined
as ‘SFG rickettsiae positive’ in this calculation), 21 dogs (18.3%, CI 11.7-26.6) had

antibodies against four pathogens or more.

Table 3: Occurrence of co-exposure to vector-borne pathogens detected by serological methods in

police dogs from Albania

(ELISA)

Vector-borne SFG Rickettsia Ehrlichia Babesia Leishmania
. . " Anaplasma . ; -
pathogens rickettsiae conorii spp. (IFAT) canis canis infantum
(method) (ELISA) (IFAT) Pp- (IFAT) (IFAT) (IFAT)
Anaplasma N!=30/116 N =28/117
(25.9%) (23.9%)
sop. (IFAT) 22008 p=004
Enhrlichia canis N=18/116 N=16/117 N=14/117
(IFAT) (15.5%) (13.7%) (12.0%)
p =0.06 p=0.15 p = 0.0004
Babesia canis N =4/116 N =3/117 N =2/117 N =3/117
(IFAT) (3.4%) (2.6%) (1.7%) (2.6%)
p =0.58 p=1 p =0.59 p =0.02
Leishmania N=13/116 N=9/117 N =7/117 N =5/117 N =2/117
infantum (11.2%) (7.7%) (6.0%) (4.3%) (1.7%)
(IFAT) p =0.07 p=1 p=0.13 p=0.13 p =0.07
Dirofilaria N=11/115 N=10/116 N=3/116 N =5/116 N =1/116 N=1/116
immitis (9.6%) (8.2%) (2.6%) (4.3%) (0.9%) (0.9%)
p=0.35 p=0.37 p=0.55 p =0.06 p=0.38 p=1

LN = number of seropositive dogs for two pathogens/number of dogs tested, (%)
2 p-values for testing the association of concurrent exposure with Fisher’s exact test
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Table 4: Number of police dogs from Albania that tested seropositive for multiple vector-borne

pathogens

Pathogens! Number of Dogs
Dogs seropositive for two pathogens 34

Ap + SFGR 18

Di + SFGR

Ec + SFGR

Li + SFGR

Bc + SFGR

Ap + Ec

Dogs seropositive for three pathogens
Ap + Ec + SFGR

Ap + SFGR + Li

Ec + SFGR + Di

Ap + SFGR + Di

Dogs seropositive for four pathogens
Ec + Ap + SFGR + Li

Ec + SFGR + Di + Bc

Ec + Ap + SFGR + Di

Ec + SFGR + Di + Li

Dogs seropositive for five pathogens
Ap +Ec + SFGR + Li + Bc

Total 53

NN e N I N N T BN S T S EN N P

L Ap = Anaplasma spp.; SFGR = SFG rickettsiae ELISA- and/or R. conorii IFAT-positive;
Di = Dirofilaria immitis; Ec = Ehrlichia canis; Bc = Babesia canis; Li = Leishmania infantum

4. Discussion
4.1. T. gondii

T. gondii infections usually cause no or only mild clinical manifestations in warm
blooded animals and humans worldwide (Dubey, 2010). However, it can be
responsible for congenital death, ocular lesions and severe disease especially in
immunocompromised individuals (Dubey, 2010). The sexual enteric cycle takes
place only in felids excreting oocysts. However, due to their coprophagic habits and
rolling in faeces dogs may contribute to the spread of infection (Lindsay et al., 1997,
Frenkel et al., 2003). We determined 65% of the canine serum samples as
seropositive demonstrating an exposure level on the upper limit of the range of data
reported worldwide (Dubey, 2010). A similar exposure level was found in client-
owned dogs from Albania recently (Hamel et al., 2016). The police dogs from
Albania are fed with commercial dry dog food, but raw meat consumption cannot
be fully excluded. The high seroprevalence may also be indicative of a high
contamination with Toxoplasma oocysts in the environment of the police dogs.
Consumption of poorly cooked meat and soil exposure were identified as risk factor
for Toxoplasma seropositivity in women from Albania, Macedonia and Serbia
(Djurkovic-Djakovic et al., 2010, Bobic et al., 2007). In previous studies, 63.2% of
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cats from Tirana and nearly 50% of pregnant women from Albania had antibodies
against T. gondii. Both rates are among the highest seroprevalence levels in cats
and humans from Eastern European countries (Silaghi et al., 2014, Maggi et al.,
2009, Bobic et al., 2011) and support our findings. Although we defined a higher
cut-off titre in our study than most other authors, distinctly lower percentage-
prevalence was reported from Serbia (41% (Sibalic, 1977)), Greece (21.2-30.8%
(Chambouris et al., 1989)) and Bulgaria (11.2% (Kostova et al., 1999)). Similar
results were recorded in Turkey (62%-94%) (Icen et al., 2010, Aslantas et al., 2005).
Consistent with other studies, a statistically significant difference among the age
groups was seen: 91.2% of the dogs older than seven years were seropositive which
supports a pattern of cumulative exposure risk over time and long-lasting antibody

persistence (Cabezon et al., 2010, Aslantas et al., 2005).
4.2. N. caninum

N. caninum causes abortions in bovines worldwide with dogs and coyotes being the
only definitive host known to excrete oocysts (McAllister et al., 1998, Gondim et
al., 2004). The N. caninum seroreactivity of 12% in the police dogs from Albania
was within the range reported in other studies in Europe (Dubey & Schares, 2011)
and very similar to the findings of Hamel at al. (Hamel et al., 2016) who examined
client-owned dogs from Albania. In agreement with previous reports, we did not
find a significant correlation of exposure level and age (Azevedo et al., 2005,
Rasmussen & Jensen, 1996). Some other authors reported age to be a risk factor
(Capelli et al., 2004, Collantes-Fernandez et al., 2008) indicating horizontal
transmission being more important than vertical transmission. Some infected dogs
were shown to become seronegative within a year while others had persisting high
titres over years (Vaclavek et al., 2007). Seropositivity and oocyst shedding
however are not correlated (McAllister et al., 1998, Lindsay et al., 1999). Although
serological cross reactions between N. caninum and T. gondii rarely occur, and
should not account for when using cut-off titres of 1:100 (Dubey & Lindsay, 1996,
Azevedo et al., 2005, Wanha et al., 2005, Silva et al., 2007), a significant
association of exposure to these agents was observed as reported previously
(Vaclavek et al., 2007). Thus, the occurrence of cross-reaction cannot be excluded

but co-infections have to be considered as well (Yildiz et al., 2009).

4.3. Spotted Fever Group rickettsiae
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Consistent with our findings high seroprevalences for antibodies against SFG
rickettsiae in dogs, ranging from 52% to 72%, were recorded in Greece (Mylonakis
et al., 2004), Croatia (Punda-Poli¢ et al., 1995), and Italy (Pennisi et al., 2012). The
high exposure level to R. conorii and/or other SFG rickettsiae in the police dogs
from Albania implicates an infection risk for humans in Albania. Rickettsia conorii
and Rickettsia helvetica have been isolated from ticks from Albania previously
(Christova et al., 2003). The situation in the human population in Albania is largely
unknown. However, over the period of 1960 to 2001, rickettsioses (without
specification) were documented as subject of mandatory reporting in Albania with
an annual average of 33 cases (Kakarriqi, 2002) and one of 34 patients with
suspected Crimean Congo Haemorrhagic Fever was diagnosed serologically with
rickettsiosis (Papa et al., 2008). DNA of R. slovaca, Rickettsia monacensis,
Rickettsia rhipicephali, Rickettsia massiliae, Rickettsia sibirica mongolitimonae,
Rickettsia helvetica and Rickettsia aeschlimanii has been detected in ticks from
Greece (Psaroulaki et al., 2003, Kachrimanidou et al., 2010, Psaroulaki et al., 2006,
Psaroulaki et al., 2005b), Serbia (Radulovic et al., 2011, Tomanovic et al., 2013),
and Croatia (Punda-Polic et al., 2002). All these SFG rickettsiae, except R.
rhipicephali, are known to cause febrile illness in humans (Parola et al., 2013).
Human infections with R. sibirica mongolitimonae, R. aeschlimanii and R. conorii
were registered in Greece (Germanakis et al., 2013, Psaroulaki et al., 2005a,
Psaroulaki et al., 2005b) and Croatia (Sardelic et al., 2003). In Serbia, one of the
highest seroreactivities in humans from Europe (up to 23% in mountainous areas)
has been reported (Parola et al., 2005, Samardzic et al., 2008, Parola et al., 2013).
Serological cross reaction between different Rickettsia species occurs (Pennisi et
al., 2012, Waner et al., 2001, Allison & Little, 2013). Thus, other SFG rickettsiae
may be responsible for positive R. conorii IFAT-results (Parola et al., 2013). A
survey from Croatia (Punda-Poli¢ et al., 1995) revealed a considerably regional
variability in the seroprevalence of R. conorii whereas no geographical variability
was observed in the present study. In the present study, significant differences
between the age groups were observed for SFG rickettsiae antibodies but not for R.
conorii seropositivity. This disparity may be explained by underlying infections of
other Rickettsia species. In most studies, seroreactivity to R. conorii only was
evaluated and both association to age (Punda-Poli¢ et al., 1995) and no association
to age (Segura-Porta et al., 1998) as well as short or long antibody persistence were
seen (Tesouro et al., 1998, Espejo et al., 1993).
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4.4. Anaplasma spp.

Infections of dogs with Anaplasma phagocytophilum and A. platys cause canine
granulocytic anaplasmosis and canine cyclic thrombocytopenia, respectively
(Greene & Craig, 2006). A. platys infections in dogs from South Eastern Europe
were reported previously from Croatia, Romania and Greece (Dyachenko et al.,
2012, Kontos et al., 1991, Andersson et al., 2013) and only recently for the first
time in client-owned dogs from Albania (Hamel et al., 2015). Xhaxhui et al.
(Xhaxhiu et al., 2009) examined dogs from Albania for ectoparasites and found
brown dog ticks, Rhipicephalus sanguineus (presumed vector of A. platys), on
almost 25% of them. The infestation rate with Ixodes ricinus however, the main
vector of A. phagocytophilum in Europe (Carrade et al., 2009), was only 0.6%
which may explain why A. phagocytophilum DNA was not detected in the blood of
the police dogs. Nonetheless, the detection of A. phagocytophilum in canine blood
samples from Albania (Hamel et al., 2016) and Romania (Hamel et al., 2012), and
one case report of canine granulocytic anaplasmosis from Bulgaria (Tsachev et al.,
2008) implicate an existing infection-risk for dogs in the region. The overall
Anaplasma spp. seroprevalence was 31.6%. A similar seroprevalence (40%) was
reported recently in semi-domesticated dogs from Albania (Hamel et al., 2009)
while lower percentage-prevalence (3.4% to 8.3%) was found in dogs in other
Southeast European countries (Hamel et al., 2012, Mircean et al., 2012, Stefanovska
etal., 2012, Pavlovic et al., 2012). As in other studies (Ebani et al., 2013, Egenvall
et al., 2000), Anaplasma spp. seroreactivity in the police dogs was significantly
lower in young dogs compared to adult and old dogs. Serological cross reactions
exist for A. phagocytophilum and A. platys (Santos et al., 2009). Therefore, positive
A. phagocytophilum-1FAT results may result from exposure to A. platys. R. conorii
and A. platys share the same tick vector (Socolovschi et al., 2009, Latrofa et al.,
2014) explaining an association between these two pathogens which has also
previously been found (Solano-Gallego et al., 2006). However, serological cross
reactions between most members of the order Rickettsiales cannot be excluded
(Allison & Little, 2013).

45, E. canis

E. canis infections are mainly of veterinary concern (Harrus et al., 1997, Mylonakis
et al., 2004). The seroprevalence level of 17.9% in the present study was within the
lower half of the range obtained in studies from Romania (0.7%) (Hamel et al.,
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2012), the former Republic of Macedonia (18.7%) (Stefanovska et al., 2012),
Bulgaria (37.5%) (Tsachev et al., 2006) and Greece (41.2%) (Jensen et al., 2003).
Hamel et al. (Hamel et al., 2009) reported a seroprevalence of 50% in dogs from
suburban areas in Tirana. As observed in other studies, no age or gender disposition
was found (Jensen et al., 2003, Tsachev et al., 2006). As German shepherd dogs
appear to be more susceptible to E. canis infections than other breeds (Harrus et al.,
1997, Nyindo et al., 1980), police officers and veterinarians should take appropriate
measures for these dogs in order to minimize the transmission of the pathogen
and/or to correctly diagnose and treat the disease (Mylonakis et al., 2004, Harrus et
al., 1997). All E. canis seropositive dogs had antibodies against SFG rickettsiae
and/or Anaplasma spp. Cross reactions between A. phagocytophilum and E. canis
have been described, and the occurrence of cross reaction of SFG rickettsiae and E.
canis cannot be fully excluded (Waner et al., 2001, Harrus & Waner, 2011, Allison
& Little, 2013). Detection of E. canis antibodies was associated significantly with
seropositivity to B. canis and Anaplasma spp. Apart from the possible occurrence
of serological cross reactions, co-infections are likely as E. canis, A. platys and
Babesia vogeli share the same vector tick, R. sanguineus (Socolovschi et al., 2009,
Groves et al., 1975, Simpson et al., 1991).

4.6. B. canis

A total of 3.4% of the police dogs from Albania showed positive Babesia canis
IFAT results. Studies performed earlier in Albania demonstrated 9.9% and 13.3%
of the dogs as seropositive (Hamel et al., 2009, Lazri et al., 2008). The Babesia
canis IFAT is however not entirely species specific (Yamane et al., 1993). No police
dogs in this study was Babesia spp. PCR-positive, therefore no information as to
which species may have induced the positive IFAT results can be provided. The
presence of both B. canis and B. vogeli has been proved in dogs from Albania with
B. canis being more often identified (Lazri et al., 2008, Hamel et al., 2009).

4.7. L. infantum

Dogs are known as the main reservoir for L. infantum for human infection (Dantas-
Torres, 2007), and the stray dog population was discussed as factor for increasing
human visceral leishmaniasis in Albania (Velo et al., 2003). None of the police dogs
showed clinical signs related to canine leishmaniasis. In fact, most dogs that are

infected with L. infantum remain asymptomatic but the development of a chronic
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course of the disease is not uncommon (Baneth et al., 2008). Comparing the
prevalence level in the police dogs (12%) with dogs from other Balkan countries,
similar or higher exposure levels have been reported from Croatia (15%) (Ziviénjak
et al., 2005), the former Yugoslav Republic of Macedonia (34.7%) (Stefanovska et
al., 2012) and Greece (20-24.4%) (Papadopoulou et al., 2005, Athanasiou et al.,
2012). Seropositive police dogs in Albania were deployed in nearly all counties,
and no difference in the geographical distribution was observed. It should, however,
be considered that all police dogs were raised in Tirana where the infection with L.
infantum could have taken place. Competent vectors of L. infantum are abundant in
country, and their occurrence was documented for the district and city of Tirana
(Velo et al., 2005, Velo et al., 2003). The regular washings with Neostomosan®
have apparently no effect on the exposure of the police dogs to the vectors of L.
infantum as other studies from Albania with dogs of unknown or lower level of care
veterinary found similar or even lower percentage-prevalence (4.6% to 10.6%)
(Lazri et al., 2008, Hamel et al., 2009, Cricko et al., 1999, Bizgha et al., 2013).
Based on serology no significant difference in the exposure level to L. infantum was
found with respect to gender. This matches with a survey from Greece (Athanasiou
etal., 2012), but differs from studies from Croatia (Ziviénjak et al., 2005) and Spain
(Fisa et al., 1999) where a significantly higher seroprevalence in male dogs was
recorded. Compared to young dogs, significantly more old police dogs had L.
infantum antibodies. An increase of seropositivity with age was reported in other in
another study, too (Papadopoulou et al., 2005). Athanasiou et al. observed lower
prevalence in very young dogs (<1 year) and old dogs (>9 years) (Athanasiou et al.,
2012). Thus gender and age dispositions in L. infantum infections in dogs remain

unclear.

IFAT has a high specificity and sensitivity to evaluate L. infantum exposure
especially in clinically suspect dogs (Maia & Campino, 2008, Mettler et al., 2005).
However, apparently healthy dogs were examined in this study. Seroconversion can
occur months or even several years after infection (Oliva et al., 2006). Early
infection can only be diagnosed by PCR or other more invasive direct methods. In
the present study, three of the four PCR-positive dogs had high antibody-titres and
one dog was seronegative. Based on blood sample screening, some authors
observed more dogs being positive by indirect than by direct methods which agrees
with our findings (Hamel et al., 2012, Lazri et al., 2008). Others found PCR being
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more sensitive (Wang et al., 2011, Chargui et al., 2009). PCR from tissue samples
(e. g., skin, lymph nodes and bone marrow) is considered more sensitive than from
blood samples (Manna et al., 2008, Maia et al., 2009, Strauss-Ayali et al., 2004).

4.8. H. canis

In two previous studies, H. canis was detected in 17% or 52.8% of canine blood
samples that mainly originated from not well cared-for dogs in Albania (Hamel et
al., 2009, Lazri et al., 2008). In contrast, none of the police dogs from Albania was
PCR-positive. Dogs presumably get infected by ingesting infected R. sanguineus
ticks, most likely while grooming or feeding prey infested with ticks (Baneth,
2006). Reasons for the absence of H. canis from the police dogs are unclear. The
regular feeding of the dogs with commercial dog food likely prevents them from
feeding of prey infested with ticks. However, there is evidence that the majority of
the police dogs were exposed to R. sanguineus ticks as indicated through direct
and/or indirect detection of several pathogens which are known or thought to be

transmitted by R. sanguineus.
4.9. D. immitis

The D. immitis prevalence in the police dogs of 11.2% is in the range of 3% to
13.5% which was established in previous studies from western Albania (Hamel et
al., 2009, Lazri et al., 2008, Rapti & Rehbein, 2010). Hamel at al. (2016) found also
microfilariae in three D. immitis-seropositive dogs and adult D. immitis specimen
were detected in the right ventricle of one dog from Albania only recently (Xhaxhiu
et al., 2011). Comparable prevalence rates (7% to 24%) were reported from the
Kosovo, Serbia, Bulgaria and Macedonia (Hamel et al., 2009, Tasi¢ et al., 2008,
Georgieva et al., 2001, Stefanovska et al., 2012, Pavlovic et al., 2014). Concerning
climatic conditions, the predicted annual average of heartworm generations in
mosquitoes was 5-10 in the coastal Mediterranean part of Albania and 1-5 in the
inland with a more continental climate (Genchi et al., 2005). Instead of the expected
decrease in prevalence from west to east (Genchi et al., 2005, Rapti & Rehbein,
2010), a significant increase in prevalence from north to south was observed with a
5.6fold higher chance for dogs from south Albania to test positive. With higher
average temperature and less rainfall in the south, climatic conditions differ
between north and south Albania and are likely to affect the occurrence of the

mosquitoes and the development of D. immitis in the intermediate host. In
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accordance with our findings, only few D. immitis infected dogs were detected in a
survey from the more northern Croatia (Zivi¢njak et al., 2007) while in the Greek
prefecture loannina, which borders south Albania, a seroprevalence of 21.3 % was
detected (Athanasiou et al., 2012). Consistent with several other authors, no
significant difference was seen with regard to gender or age (Rapti & Rehbein,
2010, Tasi¢ et al., 2008, Jensen et al., 2003, Selby et al., 1980).

The DIROCHEK® shows a high sensitivity (73.1%-96.2%) and specificity (94.0%-
95.9%) (Atwell et al. 1988, Courtney and Zeng, 2001). Low worm burdens or
infections with male worms only can reduce the sensitivity of this method
(Courtney and Zeng, 2001) and antigen of immature adults can be detected only 5-
6 months after infection. Thus false negative results are possible and the real D.
immitis-infection rate of the police dogs could be even higher than the detected
prevalence of 11.2%. It also has to be considered that cross-reactions between
Angiostrongylus vasorum and D. immitis-antigen rarely occur (Schnyder and
Deplazes, 2012).

4.10.Haemotropic mycoplasmas

No sample from the police dogs was PCR-positive for M. haemocanis or Cand. M.
haematoparvum. However, the occurrence of M. haemocanis in dogs from Albania
was demonstrated recently (Hamel et al., 2016). Canine haemotropic mycoplasma
infection rates in Mediterranean countries were reported to range between 2.5% and
40% (Novacco et al., 2010, Hamel et al., 2012) including a prevalence of 10.6%
found in a study from neighbouring Greece (Tennant et al., 2011).

5. Conclusion

In this study, police dogs belonging to one breed mainly and sharing a similar
history were examined at their actual locations throughout Albania. Considerable
exposure rates without difference in geographical distribution of the zoonotic
pathogens T. gondii, Anaplasma spp., SFG rickettsiae, R. conorii and L. infantum
were found. However, dogs deployed in south Albania tested more frequently D.
immitis-positive than dogs deployed in north Albania. Spending much time
outdoors, police dogs may be considered as sentinels for the risk of exposure of
their handlers’ to pathogens and as indicators for the presence of pathogens in their

environment.
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2. Weitere Ergebnisse der serologischen Untersuchung

Auch nach zweimaliger Uberpriifung blieben D. immitis-ELISA-Resultate bei vier
Hunden im fraglichen Bereich. Ebenso verhielt es sich bei zwei Hunden bei der
Untersuchung auf Antikorper gegen SFG-Rickettsien mittels ELISA. Diese Tiere

wurden somit nicht als seropositiv eingestuft.

2.1. Seropravalenzen in den Geschlechtergruppen

Bei den mannlichen Hunden waren die Seroprdvalenzen bei allen Pathogenen,
aufRer bei T. gondii, héher als bei den weiblichen Tieren (Abb.5). Dabei unterschied
sich die N. caninum- und die B. canis-Seropravalenz mit 12,6% bzw. 3,4% bei
mannlichen Hunden und 10,0% bzw. 3,2% bei weiblichen Hunden kaum
voneinander, wéhrend die E. canis-, L. infantum- und D. immitis- Seropravalenzen
bei den mannlichen Hunden jeweils ca. doppelt so hoch waren wie bei den
weiblichen Hunden ( Abb.5).
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Abb. 5 Seroprévalenzen bei weiblichen und mannlichen Polizeihunden aus

Albanien
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2.2. Auf vektoribertragene Pathogene seronegativ getestete Polizeihunde
Bei 20% der weiblichen Hunde waren weder D. immtis-Antigene noch Antikorper
gegen vektorubertragene Pathogene nachweisbar, wahrend sich nur 6,7% der
mannlichen Hunde als seronegativ fiir diese Pathogene erwiesen (Tab.16).Mit
22,2% wurden deutlich mehr Junghunde seronegativ auf vektorlbertragene
Pathogene getestet als die adulten (5,2%) und alte Hunde (4,1%) (Tab. 16).

Tab. 16: Details der seronegativ auf vektoriibertragene Pathogene
getesteten Polizeihunde aus Albanien

Seronegativ 95%

Gae::ar::- in % (Anzahl  Konfidenz- Cramer’s Fisher’s-exact- Test
Seronegative) intervall
Hunde insgesamt 117 10,3% (12) 5,4-17,2
Mannliche Hunde 87 6,9% (6) 2,6-14,4
- ,1 =0,7

Weibliche Hunde 30 20,0% (6) 7,7-38,6 0.19 p=0
Junghunde (0-3J) 36 22,2% (8) 10,1-39,1 0,260 p=0,02°
Adulte Hunde (>3-7)) 58 5,2% (3) 1,1-14,4 0,02° p=0,03*  p=1°
Alte Hunde (>7-101) 23 4,3% (1) 0,1-21,9 0,24° p=0,08¢

*:Vergleich der 3 Altersklassen mit der Freeman-Halton-Erweiterung des Fisher’s-exact-Tests
a: Vergleich der Junghunde mit den adulten Hunden

b: Vergleich der adulten Hunde mit den alten Hunden

c: Vergleich der alten Hunde mit den Junghunden

2.3. Statistische Auswertung
2.3.1. Bivariante Analyse

2.3.1.1. Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und seropositiven

Hunden

Cramer’s V

Cramer’s V-Werte zwischen 0,105 und 0,18 zeigten einen schwachen statistischen
Zusammenhang zwischen dem mannlichen Geschlecht und dem Vorhandensein
von SFG- Rickettsiae-, R. conorii-, Anaplasma spp.- und E. canis-Antikdrpern auf
(Tab.17). Bei allen anderen Pathogenen hatte das Geschlecht einen sehr geringen
Effekt auf den Antikorper- bzw. Antigenstatus der Tiere (Cramer’s V= 0,02-0,096)
(Tab.17).
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2.3.1.2. Zusammenhang zwischen der Altersgruppe und seropositiven

Hunden

Cramer’s V

Vergleicht man die Junghunde mit den alten Hunden, so konnten bei allen
Pathogenen (Cramer’s V= 0,24-0,54), aul3er bei R. conorii (Cramer’s V=0,02),
mittlere bis starke Zusammenh&nge zwischen einer hoheren Seropravalenz und
einem Alter von Uber 7 Jahren ausgemacht werden. Das Alter der Hunde hatte auf
die SFG-Rickettsiae-Seroaktivitit den grofiten Einfluss (Cramer’s V= 0,54)
(Tab.17).

2.3.1.3.  Zusammenhang zwischen seropositiven Hunden und deren Herkunft

Cramer’s V

Die Berechnung des Cramer’s V ergab einen mittleren Zusammenhang zwischen
der Présenz von Anaplasma spp.-Antikdrpern und der Stationierung in
Nordalbanien (Cramer’s V= 0,204). Des Weiteren ergab sich ein mittlerer
Zusammenhang zwischen D. immitis-Seroaktivitdt und der Stationierung der
Hunde im Siiden (Cramer’s V = 0,27). Bei allen anderen Pathogenen waren nur
sehr geringe bis schwache Seroprévalenzunterschiede im Gebietsvergleich
auszumachen (Cramer’s V= 0,01-0,19) (Tab. 17).

2.3.1.4. Zusammenhang zwischen dem serologischen Nachweis zweier

vektortbertragener Pathogene

Cramer’s V

Der stérkste statistische Zusammenhang war zwischen der Anaplasma spp.- und E.
canis-Seroaktivitit auszumachen (Cramer’s V= 0,35) (Tab. 18). Zudem bestand ein
mittlerer statistischer Zusammenhang zwischen E. canis- und B. canis- (Cramer’s
V= 0,28), B. canis- und L. infantum- (Cramer’s V = 0,22) und R. conorii- und

Anaplasma spp.- (Cramer’s V = 0,2) seropositiven Tieren (Tab. 18).
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2.3.1.5. Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Antikorpern gegen die

Protozoen T. gondii, N. caninum und L. infantum

Das Auftreten von Antikorpern gegen N. caninum und T. gondii (Cramer’s V=0,27)
sowie gegen N. caninum und L. infantum (Cramer’s V= 0,35) zeigte einen mittleren
statistischen Zusammenhang. Dieser war fur beide Pathogenpaarungen statistisch
signifikant (p=0,002). Hingegen war ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Prdsenz von T. gondii und L. infantum-Antikérpern nicht

auszumachen (p=0,13, Cramer’s V= 0,16).

Tab. 17: Starke des Zusammenhangs zwischen seropositiv getesteten Hunden
und deren Geschlecht, deren Alter sowie deren Herkunft im Gruppenvergleich

Geschlecht Alter Herkunft
Weibliche | Junghunde Junghunde Adulte Tirana- Nord- Inland-
Pathogene vs. vs. VS. VS. vs. VS. VS.
(Methode) mannliche Adulte Alte Alte Nicht-Tirana Sud- Kusten-
Hunde Hunde Hunde Hunde Gruppe gruppe  gruppe
SFG-Rickettsiae V= V= V= V= = V= V=
(ELISA) 0,17 0,40 0,54 0,19 0,16 0,10 0,15
Rickettsia V= V= V= V= = V= =
conorii (IFAT) 0,18 0,07 0,02 0,08 0,16 0,17 0,13
Anaplasma spp V= V= V= V= = V= =
(IFAT) 0,105 0,27 0,29 0,01 0,02 0,204 0,05
Ehrlicha canis V= V= V= V= = V= =
(IFAT) 0,12 0,00 0,25 0,22 0,13 0,11 0,17
Leishmania V= V= V= V= = V= =
infantum (IFAT) 0,096 0,16 0,35 0,17 0,01 0,04 0,13
Dirofilaria V= V= V= V= = V= =
immitis (ELISA) 0,08 0,18 0,27 0,05 0,15 0,27 0,03
Toxoplasma V= V= V= V= = V= =
gondii (IFAT) 0,02 0,18 0,45 0,26 0,11 0,19 0,06
Neospora V= V= V= V= = V= =
caninum (IFAT) 0,036 0,11 0,24 0,12 0,06 0,08 0,01

V= Cramer’s V; wenn 2:0,2 durch Fettdruck hervorgehoben
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Tab. 18: Berechnung des Zusammenhangs zwischen dem serologischen

Nachweis zweier vektortbertragener Pathogene mittels Cramer’s V

Vektor- SFG- Rickettsia Anaplasma | Ehrlichia Babesia Leishmania
libertragene Rickettsiae | conorii spp. (IFAT) | canis canis infantum
Pathogene (ELISA) (IFAT) (IFAT) (IFAT) (IFAT)
(Methode)

Anaplasma spp. | Cramers’V | Cramers‘V

(IFAT) 0,18 0,20

E. canis Cramers‘V | Cramers‘V | Cramers’V

(IFAT) 0,19 0,14 0,35

B. canis Cramers‘V | Cramers‘V | Cramers'V | Cramers’V

(IFAT) 0,12 0,05 0,07 0,28

L. infantum Cramers‘V | Cramers'V | Cramers‘V | Cramers'V | Cramers‘V

(IFAT) 0,18 0,02 0,15 0,17 0,22

Dirofilaria Cramers‘V | Cramers'V | Cramers‘V | Cramers'V | Cramers’V | Cramers’'V
immitis (ELISA) 0,10 0,11 0,07 0,19 0,08 0,04

V = Cramer’s V, wenn 20,2 durch Fettdruck hervorgehoben

2.3.2. Multivariante Analyse (multiple logistische Regression)

Unter Einbezug der Faktoren Geschlecht und Herkunft der Tiere stellt das Alter
einen signifikanten Risikofaktor flr die Prasenz von SFG-Rickettsiae-, Anaplasma
spp.-, L. infantum- und T. gondii-Antikdrper sowie fir den Nachweis von D.
immitis-Antigen dar (Tab. 19, 21, 23-25). Ein statistisch signifikanter Einfluss des
Alters der Tiere auf den Nachweis von R. conorii-, E. canis- und N. caninum-
Antikorpern war durch die multivariante Analyse nicht nachweisbar (Tab. 20, 22,
26). Bei keinem der Pathogene hatte das Geschlecht der Hunde einen signifikanten
Effekt auf die Seroprévalenz der Tiere. (Tab. 19-26) Unter Einbeziehung der
Faktoren Geschlecht und Alter wiesen Hunde aus Stdalbanien, im Vergleich zu
Hunden aus Nordalbanien, statistisch signifikant haufiger D. immitis-Antigene auf
(Tab. 24). Bei keinem der untersuchten Pathogene hatte die Stationierung der
Hunde an der Kuste einen statistisch signifikanten Effekt auf deren Seropravalenz
(Tab. 19-26).
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Tab. 19: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Antikdrpern

gegen SFG-Rickettsiae (ELISA) mittels multipler logistischer Regression

SFG-Rickettsiae Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 5,62 2,11-15,02
>=7 Jahre 31,66 3,74-268,27
Geschlecht Weiblich?
Maénnlich 2,48 0,85-7,24
Herkunft: Norden?
Nord-Suid-Tirana Siden 0,51 0,14-1,81
Tirana 0,47 0,14-1,64
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kiste (+Tirana)-Inland Inland 2,90 0,58-7,44

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)

Tab. 20: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Rickettsia

conorii -Antikdrpern (IFAT) mittels multipler logistischer Regression

Rickettsia conorii Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 1,45 0,58-3,61
>=7 Jahre 0,91 0,30-2,72
Geschlecht Weiblich!?
Mannlich 2,3 0,96-5,52
Herkunft: Norden?
Nord-Sud-Tirana Siden 2,4 0,82-6,9
Tirana 0,49 0,17-1,4
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kiste (+Tirana)-Inland Inland 0,04 0,14-1,20

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)

Tab. 21: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Anaplasma

spp.- Antikorpern mittels multipler logistischer Regression

Anaplasma spp. Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 4,23 1,40-12,84
>=7 Jahre 3,8 1,05-13,74
Geschlecht Weiblich?
Mannlich 1,93 0,70-5,3
Herkunft: Norden?
Nord-Siid-Tirana Siden 0,35 0,117-1,03
Tirana 0,80 0,28-2,33
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kuste (+Tirana)-Inland Inland 1,23 0,42-3,59

Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)
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Tab. 22: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Ehrlichia

canis- Antikdrpern mittels multipler logistischer Regression

Ehrlichia canis Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 1,07 0,31-3,67
>=7 Jahre 3,33 0,90-12,32
Geschlecht Weiblich?
Mannlich 2,64 0,67-10,35
Herkunft: Norden?
Nord-Stid-Tirana Siaden 0,62 0,17-2,25
Tirana 0,56 0,16-1,92
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kuste (+Tirana)-Inland Inland 0,18 0,11-1,54

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)

Tab. 23: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Leishmania

infantum- Antikérpern mittels multipler logistischer Regression

Leishmania infantum Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 4,40 0,51-37,98
>=7 Jahre 11,86 1,3-108,11
Geschlecht Weiblich?
Mannlich 2,07 0,41-10,37
Herkunft: Norden?
Nord-Stid-Tirana Siden 0,67 0,15-2,97
Tirana 1,26 0,24-6,51
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kuste (+Tirana)-Inland Inland 2,41 0,50-11,48

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)

Tab. 24: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Dirofilaria

immitis-Antigen mittels multipler logistischer Regression

Dirofilaria immitis. Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 6,27 0,7-56,17
>=7 Jahre 11,15 1,04-119,86
Geschlecht Weiblich?
Maénnlich 0,53 0,32-9,44
Herkunft: Norden?
Nord-Stid-Tirana Siden 7,07 1,28-39,12
Tirana 0,73 0,09-5,89
Herkunft Kiiste (+Tirana)®
Kiste (+Tirana)-Inland Inland 0,53 0,13-30,12

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)
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Tab. 25: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Toxoplasma

gondii- Antikérpern mittels multipler logistischer Regression

Toxoplasma gondii. Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 2,23 0,92-5,41
>=7 Jahre 12,21 2,43-61,34
Geschlecht Weiblich?
Mannlich 0,96 0,37-2,46
Herkunft: Norden?
Nord-Siid-Tirana Siden 0,42 0,15-1,20
Tirana 1,4 0,46-4,2
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kiste (+Tirana)-Inland Inland 1,43 0,51-4,03

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)

Tab. 26: Betrachtung von Einflussfaktoren auf den Nachweis von Neospora

caninum- Antikorpern mittels multipler logistischer Regression

Neospora caninum Odds Ratio Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall
Altersklasse <=3 Jahre!
3,5-7 Jahre 2,29 0,44-11,87
>=7 Jahre 4,92 0,85-11,87
Geschlecht Weiblich!?
Mannlich 1,2 0,30-4,8
Herkunft: Norden?
Nord-Sud-Tirana Siden 1,73 0,42-7,16
Tirana 0,84 0,17-4,12
Herkunft Kiiste (+Tirana)*
Kiste (+Tirana)-Inland Inland 0,92 0,23-3,71

1Referenzkategorie (= im Fettdruck dargestellt)
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V. DISKUSSION

Bei den Polizeihunden wurden mit den angewandten indirekten Methoden nicht
unerhebliche Expositionsraten der in dieser Studie untersuchten Pathogene
gefunden. Um einen vorausgegangenen Kontakt mit N. caninum, T. gondii, L.
infantum, B. canis, E. canis, SFG-Rickettsiae oder Anaplasma spp. festzustellen,
sind serologische Methoden wie der IFAT und der ELISA am weitesten verbreitet
und werden am haufigsten angewendet (Allison & Little, 2013; Dubey & Schares,
2011; Harrus & Waner, 2011; Irwin, 2009; Parola et al., 2013; Solano-Gallego et
al., 2009; Vercammen et al., 1995). Um die Resultate dieser Studie zu werten, muss
bedacht werden, dass allein das VVorhandensein von IgG-Antikorpern in der Regel
keine Unterscheidung zwischen einem akuten, chronischen oder vorangegangenem
Krankheitsgeschehen zuldsst, denn h&ufig persistieren Antikorper nach
Uberstandener Infektion bei asymptomatischen Tieren (Allison & Little, 2013;
Bartsch & Greene, 1996; Brandao et al., 2003; Irwin, 2009). Nur ein 4-facher
Anstieg des lgG- Antikorpertiters innerhalb von 1-5 Wochen l&sst auf das
Vorliegen einer akuten Infektion schlielen (Allison & Little, 2013; Carrade et al.,
2009; Dubey & Lappin, 2006). Zudem kann das Vorkommen von Kreuzreaktionen
die Spezifitat des IFATs einschranken (Allison & Little, 2013; Chapman et al.,
2006; Harrus & Waner, 2011; Waner et al., 1998). Es gibt keine standardisierten
Cut-off Titer, wodurch der Vergleich epidemiologischer Studien erschwert wird.
Des Weiteren kénnen Ungenauigkeiten aufgrund der menschlichen Subjektivitat
beim Ablesen der Floureszensintensitat des IFATs bei niedrigen Titerstufen
auftreten (Gramiccia, 2011). Zu beachten ist weiterhin, dass in der friihen Phase
einer Infektion in der Regel noch keine Antikdérper vorhanden sind. In diesem
Stadium konnen im Blut zirkulierende Pathogene besser durch direkte Methoden
nachgewiesen werden (Allison & Little, 2013; Baneth, 2011; Baneth et al., 2008;
Boozer & Macintire, 2003; Brandao et al., 2003; Oliva et al., 2006). Dabei weist
die PCR fur den direkten Nachweis von A. phagocytophilum, A. platys, E. canis,
kaninen haemotrophen Mykoplasmen, B. canis, L. infantum und H. canis,
insbesondere im Vergleich zur mikroskopischen Diagnostik, eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat auf (Antognoni et al., 2014; Baneth, 2011; Baneth et al., 2008;
Carrade et al., 2009; Gaunt et al., 2010; Harrus & Waner, 2011; Karagenc et al.,
2006; Willi et al., 2010). Jedoch kdnnen bei manchen Protokollen auch eng
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verwandte Spezies mitamplifiziert werden, wie beispielsweise A. phagocytophilum
beim PCR-basierten Nachweis von A. platys (Eddlestone et al., 2007; Harvey,
2006). PCR-Protokolle, die als Zielgen msp2 verwenden, weisen hingegen eine
hohe Spezifitat fir A. phagocytophilum auf (Carrade et al., 2009). Die zwei
Blutproben der Polizeihunde, die positiv auf A. platys getestet wurden, erwiesen
sich als negativ in der A. phagocytophilum-PCR mit msp2 als Zielgen. Dies wird
als beweisend fir die Amplifikation von A. platys gewertet. Kurze oder
intermittierende Parasitdmie kann den Nachweis einer Infektion im Blut mit
direkten Methoden erschweren (Allison & Little, 2013; Eddlestone et al., 2007;
Egenvall et al., 2000b). Somit kann bei einer chronischen Erkrankung sehr geringes
Parasitenaufkommen unter die Nachweisgrenze der PCR sinken (Irwin, 2009;
Jefferies et al., 2007; Mylonakis et al., 2003). Insbesondere fiir die Feststellung von
Infektionen mit T. gondii und N. caninum weist die PCR aufgrund des geringen
Parasitenaufkommens im Blut eine geringe Sensitivitdt auf (Dubey & Lappin,
2006). Zudem sind die Ahnlichkeiten der Gensequenzen, die als Zielgene der PCR
dienen, Faktoren, welche die Entwicklung von Protokollen erschweren kdnnen.
Dies trifft speziell fur den Nachweis von SFG-Rickettsiae zu und beeinflusst, neben
der oft nur kurz anhaltenden Parasitdmie, sowohl die Sensitivitat als auch die
Spezifitat der PCR fur diese Bakterien (Allison & Little, 2013; Gaywee et al.,
2007). Daher wurde in dieser Studie auf die Durchfiihrung einer PCR-
Untersuchung auf T. gondii, N. caninum und SFG-Rickettsiae verzichtet. Flr den
Nachweis einer Infektion ist das verwendete Untersuchungsmaterial entscheidend.
Im Vergleich zu PCRs aus Blut haben sich beispielweise PCRs aus Knochenmark,
Milz, Lymphknoten, Hautverdnderungen und Konjunktivalabstriche als sensitiver
erwiesen, um L. infantum-DNA zu detektieren (Ferreira et al., 2007; Maia et al.,
2009; Manna et al., 2008; Strauss-Ayali et al., 2004). Ebenso ist ein Milzaspirat fur
den Nachweis von E. canis besser geeignet als Blut (Harrus et al., 2004). Der
Nachteil ist, im Vergleich zur Blutentnahme, die oftmals invasivere Gewinnung
solcher Proben. Letztlich kann auch durch ein negatives PCR-Ergebnis eine
bestehende Infektion nicht ausgeschlossen werden. Folglich verbessert eine
Kombination aus direkten und indirekten Methoden, wie sie in dieser Studie flr den
Nachweis der meisten Pathogene gewdéhlt wurde, die Aussagekraft der
Untersuchungen, wobei bei der Auswertung der Ergebnisse die oben erwéhnten
Einschrankungen zu bedenken sind (Allison & Little, 2013; Baneth et al., 2008;

Irwin, 2009). Auf entsprechende pathogenspezifische Besonderheiten wird im
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Folgenden weiter eingegangen.
SFG-Rickettsiae

Die in dieser Arbeit untersuchten Polizeihunde zeigten hohe Expositionsraten in
Bezug auf SFG-Rickettsien (61,5% (IFAT) bzw. 71,5% (ELISA)). Dies lasst
vermuten dass viele albanische Hunde mit diesen Bakterien in Kontakt kommen.
Zudem wurden bei 40 von 136 untersuchten albanischen Zecken SFG-Rickettsiae
mittels PCR nachgewiesen (Christova et al., 2003). Die Infektionsrate von Rh.
sanguineus mit R. conorii lag in der genannten Studie bei 11%, wahrend bei einer
Vero6ffentlichung aus dem Nachbarland Kosovo in 4 von 8 der dort untersuchten
Rh. sanguineus-Zecken PCR-Produkte dieses Bakteriums erfasst wurden
(Christova et al., 2003; Fournier et al., 2003; Parola et al., 2013). Die hohe Préasenz
von R. conorii in Rh. sanguineus und die hohen Befallsraten der albanischen Hunde
mit dieser Zeckenart (Xhaxhiu et al., 2009) unterstiitzen die These eines hohen
Infektionsrisikos albanischer Hunde mit diesem Pathogen. Mit der vorliegenden
Studie vergleichbare SFG-Rickettsiae-Seroprévalenzzahlen von 52%-72% wurden
aus Kroatien (Punda-Poli¢ et al., 1995), Griechenland (Mylonakis et al., 2004) und
Italien (Pennisi et al., 2012) veroffentlicht. Aufgrund serologischer
Kreuzreaktionen innerhalb der Rickettsien der Zeckenbissfiebergruppe ist anhand
der in dieser Studie nachgewiesenen Antikorper kein Rickschluss auf die
urséchliche Rickettsienart moglich (Allison & Little, 2013; Breitschwerdt et al.,
1988; Brouqui et al., 2004). Somit ist es denkbar, dass andere SFG-Rickettsiae fur
die Hohe der hier festgestellten R. conorii- Seropravalenz mitverantwortlich sind.
Allerdings wurden in Europa im Blut natdrlich infizierter Hunde bisher nur der R.
conorii malish und R.conorii israelensis mittels PCR identifiziert (Alexandre et al.,
2011; Solano-Gallego et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2008a).

Da Rh. sanguineus mediterrane Klimazonen bevorzugt und dementsprechend in
Albanien auch primdr in den mediterranen Kistengebieten gefunden wurde
(Christova et al., 2003; Gina et al., 1975; Luli, 1963), wére zu erwarten, dass die R.
conorii- Pravalenz der dortigen Polizeihunde hoher ist, als bei Tieren aus den
Ostlich gelegenen Bergregionen mit kontinentalem Klima. So wurde in Kroatien
eine deutlich héhere R. conorii-Seropravalenz bei Hunden aus der mediterranen
Kistenregion als bei Hunden aus der nérdlich gelegenen Hauptstadt Zagreb mit
kontinentalem Klima nachgewiesen (Punda-Poli¢ et al., 1995). In der vorliegenden
Studie gab es jedoch hinsichtlich der geographischen Verbreitung R. conorii-
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seropositiver Hunde nur schwache regionale Differenzen, die nicht statistisch
signifikant waren. Eine relativ geringe Probenzahl kann zwar signifikante
Unterschiede verbergen und zu einer Verzerrung hinsichtlich der tastsachlichen
Prévalenz der regionalen Hundepopulation fiihren, aber dies erklart nicht die hohe
R. conorii-Seropravalenz der Polizeihunde von >50% in allen Gebietsgruppen.
Diese Antikorper sind somit wahrscheinlich auch auf andere Rickettsia-Arten der
Zeckenbissfiebergruppe, wie beispielsweise R. helvetica oder R. monacenis,
zuriickzufuhren, die in I. ricinus, einer Zeckenart, welche kontinentalem Klima
zugeneigt ist, gefunden wurden (siehe Kapitel 1.1.). Weiterhin konnten Infektionen,
die wahrend der Ausbildungszeit in Tirana erfolgt sind, zu persistierenden
Antikorpertitern gefuhrt haben. So wurde eine Persistenz von R. conorii-
Antikorpern von wenigen Monaten bis zu 2 Jahren beobachtet (Espejo et al., 1993;
Tesouro et al., 1998).

Polizeihunde stehen in engem Kontakt zum Menschen und sind gleichen
Umweltbedingungen ausgesetzt. Dabei ist zu beachten, dass Hundebesitzer einem
hoheren MSF-Infektionsrisiko ausgesetzt zu sein scheinen, wahrscheinlich durch
den maglichen Transport der Zecken durch Hunde zum Menschen (Mumcuoglu et
al., 1993; Ortufio et al., 2009). Obwohl Rh. sanguineus Hunde als Wirt bevorzugt,
sind aus Albaniens Nachbarlandern Bosnien-Herzegowina und dem Kosovo
Berichte veroffentlicht, laut denen diese Zecke auch bei Menschen parasitiert
(Fournier et al., 2003; Omeragic, 2011). Die hohe Anzahl seropositiver
Polizeihunde aus Albanien, die acht in Sidosteuropa detektierten
humanpathogenen SFG-Rickettsiae (Tab. 2, Seite 9) und die Korrelation zwischen
MSF-Erkrankungen bei Menschen und der Pravalenz von R. conorii-Antikérpern
bei Hunden (Herrero-Herrero et al., 1989; Herrero et al., 1992; Levin et al., 2012)
zeigen die Notwendigkeit zu weiteren Studien auf. Zum einen gilt es, die
verantwortlichen Rickettsienarten flr die Antikorperbildung der Hunde in Albanien
zu finden und deren zoonotisches Potential zu evaluieren. Zum anderen sollte
untersucht werden, ob Hunde, auRer fur R. conorii (Levin et al., 2012), auch als

Reservoir fir andere Rickettsienarten in Frage kommen.
Anaplasma spp.

Die PCR-Resultate der Blutproben der albanischen Polizeihunde zeigen die Prasenz
von A. platys in Albanien und bestatigen somit die Ergebnisse von Hamel et al.
(Hamel et al., 2013). Zudem wurde A. platys in Sudosteuropa bereits im Blut von
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Hunden aus Griechenland, Kroatien und Rumanien molekularbiologisch
nachgewiesen (Andersson et al., 2013; Dyachenko et al., 2012; Kontos et al., 1991).
Auch wenn bei keinem der albanischen Polizeihunde dieser Untersuchung A.
phagocytophilum-DNA nachweisbar war, stellten Hamel et al. fest, dass dieses
Bakterium bei Hunden aus der Region durchaus vorkommt (Hamel et al., 2015).
Zudem wurde A. phagocytophilum-DNA bei 2,2% von 138 untersuchten
ruménischen Hunden (Hamel et al., 2012) und bei einem Hund aus Bulgarien
(Tsachev et al., 2008b) festgestellt. Obwohl in der vorliegenden Untersuchung bei
nur zwei Polizeihunden ein direkter DNA-Nachweis gelang, spricht die hohe
Anaplasma spp.-Seroprévalenz von 31,6%, die bei diesen Hunden festgestellt
wurde, fiir ein hohes Expositionsrisiko. Ahnliche Seroprivalenzzahlen von 24%
und 40% wurden bei Privat- bzw. Straenhunden aus Tirana gefunden, wobei der
direkte Nachweis von Anaplasma spp. in diesen Studien bei 4,3% der Privattiere,
doch bei keinem der StraRenhunde gelang (Hamel et al., 2015; Hamel et al., 2009).
Die Seropravalenzen bei Hunden aus anderen slidosteuropdischen Léndern reichen
von 3,4-46,1% (Hamel et al., 2012; Mircean et al., 2012; Pantchev et al., 2015;
Pavlovic et al., 2012a; Stefanovska et al., 2012). Damit liegt das Ergebnis bei den
Polizeihunden aus Albanien vergleichsweise hoch. Die Aussagekraft solcher
Vergleiche wird jedoch durch die Anwendung verschiedener serologischer
Methoden und das Fehlen eines standardisierten Cut-off-Titers reduziert. Das
Auftreten von serologischen Kreuzreaktionen bei A. platys- und A.
phagocytophilum- Infektionen ist beschrieben (Santos et al., 2009). Somit kdnnen
beide Spezies fur die positiven IFAT Resultate verantwortlich sein. Zudem sind,
insbesondere bei niedrigen Titerstufen, auch Kreuzreaktionen zwischen A.
phagocytophilum und E. canis moglich (Breitschwerdt et al., 1998; Waner et al.,
2001). Folglich ist es denkbar, dass die tatsachliche Anaplasma spp.- Prévalenz

etwas geringer ist als die hier ermittelten 31,6%.

Verglichen mit den Hunden aus Sidalbanien wiesen zwar fast doppelt so viele
Hunde aus dem Norden Albaniens Anaplasma spp.-Antikérper auf und die
Herkunft aus Stidalbanien hatte laut der Berechnung des Cramer’s V einen mittleren
Effekt auf die Seroprévalenz der Tiere. Allerdings war diese Differenz weder in der
bi- noch in der multivarianten Analyse statistisch signifikant. Somit wird dem
geographischen Zusammenhang keine grosse Bedeutung zugemessen. Auch

signifikante Unterschiede zwischen der Seroprdvalenz der Hunde aus der
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mediterranen Kustenregion im Westen und der Seroprévalenz der Hunde aus der
Berglandschaft im Osten waren nicht ersichtlich. Ahnliche Beobachtungen wurden
aus Ruménien veroffentlicht. Wie Albanien weist auch Rumanien kontinentale und
mediterrane Klimazonen auf und ist durch hohe Gebirgsziige und Tiefebenen
geprégt. Trotz dieser klimatischen und geographischen Unterschiede und obwohl
die Vektorzecken unterschiedliche Klimazonen bevorzugen, konnten dort in einer
grol} angelegten Studie ebenfalls keine relevante Korrelation zwischen der
Anaplasma spp.-Seroprévalenz und der Herkunft der Hunde festgestellt werden
(Mircean et al., 2012). Eine Erklarung hierfir ist, dass, mdégliche regionale
Unterschiede im Vorkommen der Anaplasmaarten durch die bestehende

serologische Kreuzreaktivitéat verschleiert werden.

Félle humaner granulozytérer Anaplasmose in der albanischen Bevdlkerung sind
bisher nicht beschrieben. Jedoch existieren Fallberichte aus Griechenland
(Psaroulaki et al., 2008), Kroatien (Misic-Majerus et al., 2000) und Slowenien
(Lotric-Furlan et al., 2003). Da Hunde als Indikator fir eine mogliche
Infektionsgefahr des Menschen dienen konnen (Carrade et al., 2009) und A.
phagocytophilum bei albanischen Hunden nachgewiesen wurde (Hamel et al.,
2013), ist die hohe Expositionsrate der Polizeihunde im Hinblick auf das
Zoonosepotential von A. phagocytophilum zu beachten, auch wenn einschrankend
zu bedenken ist, dass die Antikorper auch auf A. platys-Infektionen zurtickgefihrt

werden konnen.
Ehrlicha canis

Im Jahr 2009 wurden in Albanien bei 15 von 30 untersuchten StraRenhunden E.
canis-Antikorper festgestellt (Hamel et al., 2009) und mit 50% eine der hiéchsten
Seropravalenzzahlen Europas vertffentlicht (Sainz et al., 2015; Trotz-William &
Trees, 2003). Im Vergleich dazu wiesen mit nur 17.9% deutlich weniger
Polizeihunde eine E. canis- Seroaktivitat auf. Damit ist dieses Ergebnis eher mit der
Seropréavalenz von 20,8% vergleichbar, die bei Privathunden aus Tirana festgestellt
wurde (Hamel et al., 2015). Eine Reduktion des Infektionsrisikos aufgrund der
Anwendung von Zeckenprophylaxe und menschlicher Pflege ist somit
anzunehmen. Anhand der verfligbaren Daten sind jedoch nur spekulative Aussagen
maoglich und weitere Studien noétig, um diese Tendenz zu verifizieren. Fir diese
These spricht allerdings auch eine Studie aus Spanien, in der 54,7% der
untersuchten StraBenhunde E. canis- Antikorper aufwiesen, wahrend Privattiere nur
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zu 3,1% seropositiv waren (Amusategui et al., 2008). Veroffentlichungen zur E.
canis-Seropravalenz bei Hunden aus Albaniens Nachbarldndern Griechenland und
Mazedonien sind mit den Ergebnissen der Studien aus Albanien vergleichbar. So
wurde in Griechenland fir die dort untersuchten Stra3en- und Tierheimhunde eine
Seropravalenz von 41,2% (63/153) (Jensen et al., 2003) erhoben, wéhrend in
Mazedonien 18,7% (27/144) der getesteten Hunde seropositiv waren, wobei die
Herkunft der Hunde bei dieser Studie nicht angegeben wurde (Stefanovska et al.,
2012).

Bei keinem der untersuchten Polizeihunde gelang der direkte Nachwies von E.
canis, was daran liegen kann, dass asymptomatische Hunde untersucht wurden.
Antikorper konnen nach Uberstehen der akuten Phase bei subklinischen Tieren
persistieren, wahrend die Bakterien selbst nicht mehr direkt nachweisbar sind (Neer
& Harrus, 2006). So wurden auch bei Stralenhunden aus Albanien bei 50%
Antikorper, aber nur bei 17% E. canis mittels PCR detektiert (Hamel et al., 2009).

Die untersuchten Polizeihunde aus Albanien waren bis auf wenige Ausnahmen
(drei Labradore) Deutsche Schaferhunde. Diese Rasse gilt flir einen schweren
Krankheitsverlauf bei einer E. canis-Infektion als genetisch pradisponiert (Harrus
et al., 1997b; Nyindo et al., 1980; van Heerden, 1982). Dies unterstreicht die
Bedeutung von E. canis und die Notwendigkeit effektiver Zeckenprdvention

insbesondere bei der Polizeihundearbeit.
Kanine haemotrophe Mykoplasmen

Bei keinem der untersuchten Polizeihunde gelang der DNA-Nachweis von kaninen
haemotrophen Mykoplasmen. Im Gegensatz dazu wurden sie in Ruménien bei
12,3% (17/138) und in Griechenland bei 10,6% (15/142) der untersuchten Hunde
gefunden. Allerdings wurden in die ruménische Studie hauptsachlich Stralenhunde
eingeschlossen und 133 der 142 untersuchten griechischen Hunde als klinisch krank
eingestuft (Hamel et al., 2012; Tennant et al., 2011). Schlechter Hygienestatus der
Hunde und ein geschwachtes Immunsystem kodnnen eine Infektion mit
haemotrophen Mykoplasmen begunstigen (Novacco et al., 2010; Willi et al., 2010).
Somit kann der gute Pflege- und Gesundheitsstatus der Polizeihunde ein Grund fur
den negativen Befund sein. Dass diese Pathogene in Albanien, zumindest in der
mediterranen Region, durchaus eine Rolle spielen, zeigten Hamel et al. durch den

Nachweis kaniner haemotropher Mykoplasmen bei Hunden aus Tirana (Hamel et
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al., 2015).
Leishmania infantum

Die mit direkten und indirekten Methoden bestimmte Prévalenzzahl der
Polizeihunde lag bei 12%. Im Vergleich zu anderen Publikationen aus Albanien,
mit Seropravalenzen von 0% bis 15,9%, liegt dieses Ergebnis im oberen Bereich.
Da in diesen Studien nicht angegeben wurde, ob die Tiere regelmaiig eine
Sandmuiicken- oder Zeckenpréaventionsmalinahme erhalten hatten und in die meisten
Studien auch symptomatische Tiere mit einbezogen wurden (Bizgha et al., 2013;
Cricko et al., 1999; Hamel et al., 2015; Hamel et al., 2009; Lazri et al., 2008), ist
die Seropravalenz der Polizeihunde als vergleichsweise hoch einzustufen. Die oben
genannten Studien unterschieden sich hinsichtlich Sammelzeitraum, der
angewandten serologischen Methoden und der Cut-off-Titer sowie der
Haltungsform der Tiere und der Probenanzahl, was die Aussagekraft solcher
Vergleiche einschrankt. Dennoch geben die genannten Zahlen dazu Anlass, die L.
infantum—Praventionsmanahmen an den Polizeihunde zu Uberdenken und zu
verbessern. Zumal aus Albanien, nach Italien, in den Jahren 2005-2010 mit 461 die
meisten Falle humaner viszeraler Leishmaniose in Europa gemeldet wurden (GHO,
2014). Inzwischen sind Félle aus fast jedem Qark in Albanien beschrieben (Adhami
et al., 1983; Bino, 2010; Kero & Xinxo, 1998; Velo et al., 2003). Dabei nahm die
Zahl der dokumentierten Falle in den letzten 30 Jahren zu (Bino, 2010; Velo et al.,
2003). Unter anderem wird eine steigende Infektionsrate in der Hundepopulation
fiir diese Zunahme verantwortlich gemacht (Velo et al., 2003). Vorangegangene
Studien Uber die kanine Leishmaniose in Albanien konzentrierten sich meist auf
Hunde aus Tirana und der Kistenregion, doch inzwischen sind auch
Untersuchungen von Hunden aus anderen Distrikten veroffentlicht. So konnten
bisher L. infantum-Antikorper bei Hunden aus Tirana, Durrés, Shkodra, Lezha,
Fier, Elbasan, Vlora, Gjirokastér, und Korcé nachgewiesen werden (Bizgha et al.,
2013; Cani et al., 2001). Dass L. infantum in diesen Regionen endemisch ist, konnte
in der vorliegenden Studie bestatigt werden und zudem wurden erstmals
Leishmania-Antikorper bei Hunden aus Kukés und Dibiér nachgewiesen. Bei
einem Hund aus Dibiér war zudem der Direktnachweis des Parasiten mittels PCR
maoglich. Entomologische Untersuchungen zur Sandmuckenpopulation zeigten die
Présenz der Vektoren in Gjirokastér und der Kustenregion, allerdings fehlen bislang
landesweite Studien (Adhami et al., 1983; Bizgha et al., 2013; Velo et al., 2003;
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Velo et al., 2005). Obwohl in den mediterranen Kdistenregionen ginstigere
klimatische Bedingungen fir die Vektoren vorherrschen, ergaben die Ergebnisse
der vorliegenden Studie keine Tendenz zu einem hoheren Infektionsrisiko in dieser
Region. Im Inland waren sogar doppelt so viele Hunde mit diesen Protozoen in
Kontakt gekommen wie an der Kdiste. Allerdings wurden alle Hunde in Tirana
ausgebildet. Aufgrund des oft asymptomatischen und/oder langsamen
Krankheitsverlaufes kann eine Ansteckung unbemerkt bereits dort stattgefunden
haben. Keines der L. infantum- positiv getesteten Tiere in dieser Studie zeigte
klinische Symptome. Dies wird bei Hunden in endemischen Gebieten haufig
beobachtet (Baneth et al., 2008).

Besonders bei Hunden mit klinischen Symptomen hat der IFAT eine hohe
Sensitivitat und Spezifitdt (Maia & Campino, 2008). Da Trypanosoma cruzi und
andere Leishmania -Arten in Albanien so gut wie keine Rolle spielen, kann man
eine Reduktion der Spezifitat dieser Methode aufgrund von Kreuzreaktionen als
gering einstufen. Mettler et al. zeigte, dass bei ELISA-basierten L. infantum-
Diagnostikmethoden Kreuzreaktionen mit B. canis, T. gondii, N. caninum und H.
canis moglich sind, befand den IFAT jedoch als 100% spezifisch (Mettler et al.,
2005). Dahingegen konnten andere Publikationen, bei Verwendung der IFAT-
Methode mit einen Cut-off-Titer von 1:40, das Vorkommen von Kreuzreaktionen
mit E. canis (Ferreira et al., 2007) und T. gondii bei geringen Titerstufen nicht
ausschliellen (Zanette et al., 2014). Die statistische Auswertung der serologischen
Ergebnisse ergab in der vorliegenden Studie keine relevanten Zusammenhénge
zwischen L. infantum und E. canis und in Ubereinstimmung mit einer Arbeit aus
Spanien konnten wir ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von T. gondii- und L. infantum — Antikorpern feststellen (Cabezon et al.,
2010). Bei der Untersuchung von klinisch gesunden Hunden, wie es bei unserer
Studie der Fall war, muss davon ausgegangen werden, dass die Sensitivitat des
IFATSs reduziert ist (Mettler et al., 2005). Zudem kann es teilweise Monate bis Jahre
dauern, bis Antikorper nach einer Infektion nachweisbar sind (Oliva et al., 2006).
Um auch infizierte Tiere ohne Antikoérperbildung zu erfassen, wurden die
Blutproben der Polizeihunde auch molekularbiologisch untersucht. Dabei konnte
bei einem Viertel der L. infantum-seropositiven Tiere die Infektion mittels PCR
nachgewiesen werden und ein PCR-positiver Hund war seronegativ. Einige

Publikationen erfassten bei Untersuchungen von Blutproben ebenfalls mehr L.
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infantum-positive Tiere mit serologischen als mit molekularen Methoden (Hamel
et al., 2012; Lazri et al., 2008). Andere Autoren befanden wiederum die PCR als
die sensitivere Methode (Chargui et al., 2009; Wang et al., 2011). Dabei haben sich
insbesondere Protokolle, die als Zielgen die Kinetoplasten-DNA verwendeten, als
sehr sensitiv erwiesen und wurden daher in unserer Studie eingesetzt (Lachaud et
al., 2002). Allerdings erwiesen sich, wie schon erwéhnt, PCR-Untersuchungen aus
der Haut, Lymphknoten, Knochenmark oder Konjunktivalabstrichen sensitiver als
aus Blutproben (Ferreira et al., 2007; Maia et al., 2009; Manna et al., 2008; Strauss-
Ayali et al., 2004). Da bei subklinisch infizierten Tieren eine Infektion nicht immer
im Blut nachweisbar ist, kann die tatsdchliche Infektionsrate der albanischen

Polizeihunde héher liegen als die hier ermittelten 12%.

Obwohl Hunde als Hauptreservoir fur L. infantum gelten (Dantas-Torres, 2007),
scheint das Ansteckungsrisiko fur Besitzer eines Leishmania-positiven Hundes in
einem endemischen Gebiet nicht erhoht zu sein (Solano-Gallego et al., 2009). Nur
eine Studie aus dem lIran konnte bisher ein erhohtes Infektionsrisiko fur Halter
Leishmania-positiver Hunde zeigen (Gavgani et al., 2002b). Dennoch ist die
steigende Zahl der diagnostizierten humanen Krankheitsfalle in Albanien
besorgniserregend und es gilt, Hunde so gut wie moglich vor einer Infektion zu
schiitzen und eine Ubertragung von Leishmanien auf Sandmiicken zu verhindern.
Systematische Praventionsprogramme sollten speziell bei Polizeihunden, die unter
staatlicher Kontrolle stehen, leichter durchfiihrbar und umsetzbar sein als bei
Stralenhunden oder Tieren in Privathand. Besonders bei Polizeihunden und
Hunden, die eng mit dem Menschen zusammenleben und arbeiten ist die
regelmaRige Anwendung von Produkten, die auf einen langzeitlichen Schutz vor
Sandmicken geprift wurden, zu empfehlen, da diese nachweislich die
Infektionsgefahr fur Mensch und Hund reduzieren (Gavgani et al., 2002a; Halbig
et al., 2000; Killick-Kendrick et al., 1997; Maroli et al., 2001; Otranto et al., 2007).

Dirofilaria immitis

Hohere Temperaturen aufgrund des Klimawandels werden als ein Grund genannt,
warum steigende Infektionsraten mit D. immitis bei Hund und Mensch beobachtet
werden (Morchon et al., 2012; Simén et al., 2012). Bisher durchgefiihrte
epidemiologische Studien aus stidosteuropéischen Léndern lassen auf eine weite

Verbreitung des Parasiten schlieen, wobei teilweise steigende Pravalenzzahlen
beobachtet wurden (siehe Kapitel 7.3.) (Tasic-Otasevic et al., 2015).
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Die Prévalenz von 11,2% bei den Polizeihunden in Albanien ist mit friiheren
Studien aus Albanien vergleichbar (Hamel et al., 2009; Lazri et al., 2008; Rapti &
Rehbein, 2010). In anderen sudosteuropaischen L&ndern reicht die D. immitis-
Infektionsrate von einigen sporadischen Féllen bis hin zu hyperendemischen Foki
mit bis zu 41% (Florea et al., 2014; Mircean et al., 2012; Tasic-Otasevic et al., 2015;
Zivi¢njak et al., 2007) .

Der ELISA DIROchek® gilt im Vergleich zu der Detektion von Mikrofilarien als
die sensitivere Methode (American Heartworm Society, 2005; Genchi et al., 2007;
Simén et al., 2012). Ihm wird eine hohe Spezifitat (71-96,2%) und eine hohe
Sensitivitat (84,6-95,9%) bei der Erfassung von D. immitis-Antigenen
zugesprochen (Atwell et al., 1988; Brunner et al., 1988; Courtney & Zeng, 2001).
Dennoch kénnen Kreuzreaktionen mit dem Lungenwurm Angiostrongylus vasorum
vorkommen (Schnyder & Deplazes, 2012). Zudem kann bei sehr geringen
Befallszahlen mit D. immitis die Sensitivitat reduziert sein (Courtney & Zeng,
2001). Infektionen mit nur ménnlichen Wiirmern werden nicht erfasst und Antigene
sind in der Regel erst 5-8 Monate nach der Infektion nachweisbar, wodurch sich
eine diagnostische Liicke ergibt (Genchi et al., 2007; Nelson et al., 2005). Die
tatséchliche Infektionsrate der Polizeihunde konnte daher Uber der erfassten

Seroprévalenz von 11,2% liegen.

Basierend auf Umgebungstemperaturen und der davon abhangigen Entwicklung
der infektiosen L3 im Vektor berechneten Genchi et al. fiir die Kistenregionen
Albaniens, mit einer mdglichen jéhrlichen Entwicklung von 5-10 Larven-
generationen in den Mucken, ein hoheres Infektionsrisiko als im Inland mit 1-5
Generationen pro Jahr (Genchi et al., 2005). Dies konnten die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchung nicht bestétigen. Die Seroprdvalenz der Tiere aus der
Kistenregion und aus dem Inland unterschieden sich nicht statistisch signifikant.
Stattdessen wurde fir Hunde aus Sidalbanien im Vergleich zu Hunden aus
Nordalbanien eine statistisch signifikant hohere Infektionsrate festgestellt. Dabei
wiesen die Hunde aus Sidalbanien eine 5,6-fach erh6hte Chance auf, D. immitis-
positiv zu sein. Auch unter Einbezug der Faktoren Alter und Geschlecht in die
logistische Regression wurde die Stationierung im Siden des Landes als
signifikanter Risikofaktor identifiziert, was in unterschiedlichen klimatischen
Bedingungen begrindet sein kann. Auch Rapti und Rehbein registrierten bei

Hunden aus der sldlichen Kistenregion Vlora eine vergleichsweise hohe
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Seropravalenz von 30%, wahrend bei nur 5-7,5% der Hunde aus den noérdlichen
Kustenregionen Lezha und Skodra D. immitis- Antigene nachgewiesen wurden
(Rapti & Rehbein, 2010). Dabei liegt die Jahresdurchschnittstemperatur von Vlora
ein Grad Uber der von Lezha (climate-data.org, 2015). Doch Aussagen zu
grundsétzlichen klimatischen Unterschieden von Nordalbanien im Vergleich zu
Sudalbanien sind schwierig, da das Klima innerhalb dieser Regionen aufgrund der
hohen Gebirgsziige im Inland sehr variabel ist. Dennoch wird die oben
beschriebene Tendenz durch weitere Studien unterstitzt. So wiesen Hunde aus der
griechischen Provinz loannina, die im Siden an Albanien grenzt, eine Sero-
pravalenz von 21,3% auf (Athanasiou et al., 2012), wohingegen im nérdlich von
Albanien gelegenen Kroatien bisher nur sporadische Félle von D. immitis
beschrieben sind (Zivi¢njak et al., 2007). Auch in einigen anderen europaischen
Landern unterscheidet sich innerhalb der jeweiligen Landesgrenzen die
Ansteckungsgefahr fir Hunde vom Norden zum Stden und von Region zu Region
teilweise deutlich (Diakou & Kapantaidakis, 2014; Mircean et al., 2012; Morchon
etal., 2012; Otranto et al., 2009a). Letztlich zeigt jedoch das weite Odds Ratio 95%
Konfidenzintervall, dass der ermittelte Einfluss, den die Stationierung der
Polizeihunde im Stden auf deren Seroprévalenz hat, einer sehr groflen Varianz

unterliegt.

Infizierte Hunde stellen aufgrund des chronischen Krankheitsverlaufes oft ein
klinisch asymptomatisches Reservoir dar (Simon et al., 2012). Zwar sind bisher
keine Félle von D. immitis-Infektionen bei Menschen aus Albanien, wohl aber aus
Kroatien dokumentiert (Pozgain et al., 2014). Zwischen der Expositionsrate des
Menschen und der Prévalenz der Hunde besteht ein Zusammenhang, der im
Hinblick auf zoonotisches Potential auch in Albanien zu beachten ist (Montoya-
Alonso et al., 2011). Auf Gran Canaria wurde ein Seropravalenzrickgang bei
Hunden beobachtet, der vermutlich auf den systematischen Einsatz von
Herzwurmprophylaxe zurlickzufiihren ist (Montoya-Alonso et al., 2011; Montoya
et al., 2006). Solche MaRnahmen sollten beispielsweise auch in Albanien erwogen

werden.
Babesia spp.

Bei keinem der in der vorliegenden Studie untersuchten Hunde wurde Babesia spp.-
DNA nachgewiesen. Jedoch zeigt der direkte Nachweis von Babesia spp. bei 7 von
30 untersuchten StraBenhunden und bei 2 von 602 untersuchten Privathunden aus
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Tirana das Vorkommen dieser Parasiten in Albanien. (Hamel et al., 2015; Hamel et
al., 2009). In den wenigen auf PCR-Untersuchungen basierenden Studien zum
VVorkommen von Babesia spp. bei klinisch gesunden Hunden aus Siidosteuropa
lagen die Befallsraten bei 3,4%- 45% (Kapitel 6.4., Tab. 8). Die hohen
Infektionsraten in diesen Publikationen betrafen Stralen- und Tierheimhunde. Der
negative Befund der Polizeihunde kénnte auf eine effektivere Zeckenpravention
zuruickzufuhren sein. Dennoch zeigt der Nachweis von Babesia spp.- Antikdrpern
bei 3,4% der Tiere, dass Kontakt zu diesen Parasiten bestand. Allerdings kann
anhand der Daten der vorliegenden Studie die von Hornok et al. aufgestellte These,
der deutsche Schaferhund sei flr eine chronische (subklinische) Babesiose mit
langer Antikorperpersistenz prédisponiert, nicht bestatigt werden (Hornok et al.,
2006). SchlieBlich war die Seroprévalenz der Polizeihunde die serologisch auf
Babesia canis-Antikorper untersucht wurden, bestehend aus 114 Deutschen
Schéferhunden und drei Labradoren, geringer als in anderen Studien aus
Sitidosteuropa. Da in Albanien bisher sowohl B. canis als auch B. vogeli als
endemisch gelten und das Vorkommen von Kreuzreaktionen innerhalb der Gattung
Babesia spp. bekannt ist, ist anhand der Antikorper kein sicherer Riickschluss auf
die zugrundeliegende Babesienart moglich (Hamel et al., 2009; Papadopoulos et
al., 1996; Yamane et al., 1993). Zudem wurden in Kroatien und Ruménien bei
einigen wenigen Hunden auch B. gibsoni, B. felis-like und B. caballi, Theileria equi
und Theileria annae (=B. vulpes sp. nov) detektiert (Baneth et al., 2015; Beck et al.,
2009; Hamel et al., 2012).

Hepatozoon canis

Aus Sudosteuropa liegen zwar Fallberichte von H. canis-Infektionen bei Hunden
aus Griechenland (Kontos & Koutinas, 1990; Mylonakis et al., 2005) und Bulgarien
(Tsachev et al., 2008a) vor, aber aus Feldstudien hervorgehende Prévalenzangaben
sind aus dieser Region kaum verfugbar. In Kroatien waren 11,8% der untersuchten
Hunde PCR-positiv (Vojta et al., 2009). Aufgrund der mit direkten Methoden
ermittelten Pravalenzzahlen bei Stralenhunden von 17% (5/30) und 52,8% (19/36),
ist von einer starken Présenz dieser Parasiten in Albanien auszugehen (Hamel et al.,
2009; Lazri et al., 2008). Im Vergleich dazu waren jedoch in Albanien mit 1%
deutlich weniger Hunde unter veterindrmedizinischer Kontrolle mit H. canis
infiziert (Hamel et al., 2015). Dies ist mit dem Ergebnis der vorliegenden Studie

vergleichbar, denn H. canis konnte bei den Polizeihunden nicht nachgewiesen
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werden. Da eine Infektion durch die orale Aufnahme der Vektorzecke bei der
Fellpflege oder durch die Aufnahme von mit Zecken investiertem Aas oder
Beutetieren erfolgt (Baneth, 2006a; Vojta et al., 2009), ist es naheliegend, dass
Hunde, die von Menschen gepflegt und versorgt werden, diesen Infektionsquellen
weniger ausgesetzt sind als StraBenhunde. Zum anderen kann die bei den
Polizeihunden angewandte Zeckenprophylaxe zu einer Reduktion des
Infektionsrisikos gefiihrt haben. Allerdings schlielt eine nicht nachweisbare
Parasitdmie eine bestehende H. canis-Infektion nicht aus, da diese Parasiten in
Gewebszysten persistieren kdnnen, ohne dass Gamonten im Blut auffindbar sind
(Baneth & Weigler, 1997; Eiras et al., 2007; Murata et al., 1993b).

Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ist unter anderem wegen seiner Humanpathogenitat weltweit
von Bedeutung (Dubey, 2010). Zwar finden die geschlechtliche Vermehrung und
somit auch die Oozystenausscheidung nur bei Feliden statt, dennoch besteht die
Maoglichkeit, dass auch Hunde eine passive Infektionsquelle darstellen. Dies ist auf
Verhaltensweisen der Tiere, wie das Walzen in Kot und Koprophagie,
zuriickzufuhren. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass infektiose Oozysten
auf diese Weise in das Fell oder den Kot der Tiere gelangen konnen (Frenkel et al.,
2003; Frenkel & Parker, 1996; Lindsay et al., 1997). Die Seropravalenz der
untersuchten Polizeihunde aus Albanien liegt, obwohl ein hoherer Cut-off-Titer als
in den meisten anderen Studien festgelegt wurde, mit 65,8% vergleichsweise hoch
(Dubey, 2010) und damit auch etwas hoher als die Seropravalenzrate von 51,7%,
die von albanischen Hunden in Privathand veroffentlicht wurde (Hamel et al.,
2015). Zudem wiesen 26,4% der untersuchten Tiere Grenztiter von 1:50 auf. In den
wenigen Feldstudien bei Hunden aus Sldosteuropa wurden deutlich geringere
Seropravalenzzahlen von 11,2% in Bulgarien bis zu 41% in Serbien verdffentlicht
(Chambouris et al., 1989; Kostova et al., 1999; Sibalic, 1977). Vergleichbare
Ergebnisse zwischen 62% und 94% T. gondii seropositiv getesteter Hunde wurden
in der Tirkei veroffentlicht (Aslantas et al., 2005; Icen et al., 2010). Die These des
hohen Aufkommens dieses Parasiten in Albanien wird durch weitere Studien
unterstutzt. Mit 63,2% wurden bei mehr Katzen T. gondii-Antikorper festgestellt
als in anderen stidosteuropaischem Landern (Bobic et al., 2012; Silaghi et al., 2012).
Die Seropravalenz der albanischen Bevolkerung ist, verglichen mit anderen

stidosteuropdischen Landern, ebenfalls im oberen Bereich anzusiedeln (Bobi¢ et al.,
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2012; Maggi et al., 2009).

In Albanien und Serbien wurde bei Menschen der Konsum von rohem Fleisch als
Risikofaktor evaluiert (Djurkovic-Djakovic et al., 2010; Klun et al., 2006; Maggi et
al., 2009). Auch bei Hunden aus Albanien erwies sich die Fltterung von rohem
Fleisch als Risikofaktor (Hamel et al., 2015). Die Polizeihunde wurden jedoch nach
Angaben der Hundefihrer mit kommerziellem Trockenfutter gefittert. Dass
einzelne Tiere gelegentlich rohes Fleisch erhalten haben, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden. In Albaniens Nachbarland Mazedonien waren Menschen
mit regelmaligem Kontakt zu Erde einer hoheren Gefahr ausgesetzt, T. gondii-

Antikorper aufzuweisen (Cvetkovic et al., 2010).

In allen Regionen Albaniens wiesen mehr als die Halfte der dort untersuchten
Hunde T. gondii-Antikorper auf. Somit besteht landesweit ein hohes Risiko, mit
diesem Parasiten in Kontakt zu kommen. Bobi¢ et al. zeigten, dass in Stidosteuropa
die Seroprévalenzen bei Menschen von Norden nach Siiden abnehmen (Bobi¢ et
al., 2011). Mit 70,3% seropositiver Hunde im Norden und 51,3% im Siiden
Albaniens ist diese Tendenz auch bei den Polizeihunden erkennbar. Das

Hundekollektiv war allerdings zu klein, um diese Tendenz statistisch zu bestatigen.

Bei der Untersuchung schwangerer Frauen in Stidosteuropa sanken die T. gondii-
Prévalenzzahlen in den letzten 30 Jahren. Durch diese Entwicklung erhoht sich
allerdings die Anzahl der Frauen, die in Gefahr sind, ihr Kind wéhrend der
Schwangerschaft kongenital zu infizieren (Bobi¢ et al., 2012). Somit ist eine
Aufklarung der Frauen, bei sinkenden Prévalenzzahlen in der Bevoélkerung, umso
wichtiger. Hygienische MalRnahmen nach dem Kontakt mit Erde, Hunden oder
Katzen sollte, insbesondere von Schwangeren, eingehalten und der Verzehr von
rohem Fleisch vermieden werden (Gollub et al., 2008). Ein entsprechendes
Aufklarungs- und Uberwachungsprogramm existiert in Albanien bisher nicht
(Maggi et al., 2009).

Neospora caninum

Neospora caninum wird weltweit fir das Auftreten von Abortgeschehen bei
Rindern verantwortlich gemacht. Obwohl auch Hunde an Neosporose erkranken
kdnnen, zeigten die albanischen Polizeihunde, wie die meisten Hunde mit N.
caninum-Antikorpern, keine klinischen Symptome (Dubey & Lappin, 2006). Der
IFAT qilt als etablierteste Diagnostikmethode fiir N. caninum, wobei die Spezifitat
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dieses Tests mit hoheren Titerstufen steigt (Bjorkman & Uggla, 1999; Dubey &
Lindsay, 1996). Daher wurde in der vorliegenden Studie ein vergleichsweise hoher
Cut-off- Titer von > 1:50 gewéhlt. Die Seropravalenz der Polizeihunde lag bei 12%
und war somit mit der Seroprévalenz von albanischen Hunden in Privathand
vergleichbar (Hamel et al., 2015). Ahnliche Pravalenzzahlen wurden bei Hunden
aus anderen europaischen L&ndern verdffentlicht, wobei Tiere aus
landwirtschaftlichen Betrieben mit bis zu 51% h&ufiger serologisch positiv waren
(Collantes-Fernandez et al.,, 2008; Dubey & Schares, 2011). Aus den
Nachbarladndern Albaniens sind bislang keine Daten verfiigbar. In anderen Landern
Stdosteuropas (Serbien, Rumanien und der Turkei) lagen die Pravalenzzahlen der
untersuchten Hunde mit 17,2%-28,9% etwas hoher als die der untersuchten
albanischen Polizeihunde (Kuruca et al., 2013; Mitrea et al., 2013; Yildiz et al.,
2009). Eine Erklarung ist, dass in diesen stdosteuropdischen Studien auch
Hofhunde eingeschlossen wurden, fir die ein hoheres Risiko besteht, mit N.
caninum in Kontakt zu kommen (Collantes-Fernandez et al., 2008; Mitrea et al.,
2013). AuBerdem wurde in diesen Studien, wenn angegeben, ein niedriger Cut-off-
Titer definiert.

Mehr als die Halfte der albanischen Bevolkerung arbeitet in der Landwirtschaft und
obwohl die Neosporose fir die Verursachung von wirtschaftlichen Schéden in der
Milchviehwirtschaft bekannt ist, gibt es aus Albanien bislang keine Studien Uber
die N. caninum-Seroprdvalenz bei Milchkihen. Untersuchungen bei Milchkiihen
aus Griechenland und Kroatien sind verfligbar. Dabei lagen die Seroaktivitatsraten
bei 15,2% und 5,6% (Beck et al., 2010; Sotiraki et al., 2008). Anhand dieser Daten
und unter Einbeziehung der Ergebnisse der vorliegenden Studie ist davon
auszugehen, dass die Neosporose auch in Albanien ein Problem in der

Landwirtschaft darstellt.
Einfluss des Alters der Tiere auf die Seroaktivitat

Sowohl in der uni- als auch in der multifaktoriellen Analyse war der Unterschied
zwischen der SFG-Rickettsiae-, Anaplasma spp.-, L. infantum- und T. gondii —
Seropravalenz der Junghunde im Vergleich zu der der alten Hunde statistisch
signifikant. Auch in vorangegangenen Studien konnte flr die Prdasenz von
Antikorpern gegen diese Pathogene ein Zusammenhang mit dem Lebensalter der
Tiere gezeigt werden (Aslantas et al., 2005; Bamorovat et al., 2014; Cabezon et al.,
2010; Ebani et al., 2013; Egenvall et al., 2000a; Hamel et al., 2015; Wéchter et al.,
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2015). Erklart wurde dies damit, dass altere Hunde langer einer Umgebung, in der
eine entsprechende Infektionsgefahr besteht, ausgesetzt sind und Antikorper tber
langere Zeit persistieren konnen (Aslantas et al., 2005; Bamorovat et al., 2014;
Ebani et al., 2013; Wéchter et al., 2015). Andere Arbeiten konnten zwischen
verschiedenen Altersgruppen und der Anaplasma spp.-Seropravalenz allerdings
keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigen (Jensen et al., 2007; Mircean et
al., 2012). Ebenso schwanken die Ergebnisse zur Persistenz von A.
phagocytopilum-Antikorpern zwischen einigen Monaten und mehreren Jahren
(Egenvall et al., 1997; Poitout et al., 2005). In Bezug auf L. infantum fand eine
Studie aus Albanien bei Tieren im Alter von 1-2 Jahren die hochsten Prévalenzen
(Bizgha et al., 2009), wahrend in Griechenland bei sehr jungen (< 1 Jahr) und sehr
alten Tieren (> 9 Jahre) geringere Infektionsraten als bei den mittelalten Tieren
ermittelt wurden (Athanasiou et al., 2012). In Studien aus Kroatien und Portugal
wurde ein Anstieg der L. infantum-Seroprévalenz mit dem Alter beobachtet, wobei
die L. infantum-Seropravalenz bei Tieren (iber 7 (Zivi¢njak et al., 2005) bzw. tiber
12 Jahren wieder fiel (Cardoso et al., 2004). Als Begriindung nannten die Autoren
zum einen eine moglicherweise bessere Resistenzlage alterer Hunde in
endemischen Gebieten, sodass diese die Infektion mit der zellular mediierten
Immunantwort und ohne bedeutende humorale Immunantwort kontrollieren
konnen (Athanasiou et al., 2012; Bizgha et al., 2009). Zum anderen wurde vermutet,
dass &ltere mit L. infantum infizierte Hunde eine hohere Todesrate aufweisen
(Bizgha et al., 2009; Ziviénjak et al., 2005). Diese Beobachtungen kénnen durch
die vorliegende Studie nicht bestétigt werden, da die albanischen Polizeihunde tiber
7 Jahre eine hohere Seroprévalenz als die jungeren Altersgruppen aufwiesen. Dabei
muss jedoch bedacht werden, dass keiner der untersuchten Polizeihunde &lter als 10

Jahre war.

Vergleicht man bei allen Pathogenen die Effektgrofien, die sich beim Vergleich der
Seropravalenzzahlen der Junghundegruppe mit denen der Gruppe alter Hunde
ergaben, so hatte das Alter den grofiten Effekt auf die SFG-Rickettsiae-
Seropravalenz (Cramer’s V=0,54), wohingegen das Alter den geringsten Effekt auf
die R. conorii-Seropréavalenz (Cramers V=0,02) aufwies. Dies ist dahingehend
bemerkenswert, als dass aufgrund der Erwartung von Kreuzreaktionen mit
ahnlichen Ergebnissen dieser beiden Untersuchungsmethoden gerechnet wurde.

Eine mogliche Erklarung daflir konnte sein, dass die verschiedenen
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Rickettsienarten der Zeckenbissfiebergruppe zur Bildung von unterschiedlich lang
persistierenden Antikorpern fuhren und diese von den in unserer Studie
angewandten Methoden unterschiedlich sensitiv erfasst wurden. In der Literatur
sind in mediterranen europdischen Landern bei der Erfassung von R. conorii-
Seropravalenzen bei Hunden mittels IFAT sowohl altersunabhéngige (Segura-Porta
et al., 1998) als auch abhéngige (Punda-Poli¢ et al., 1995) Resultate verdffentlicht
worden. In Deutschland wies das Alter der Tiere bei mit dem SFG-Rickettsia-
ELISA ermittelten Seroprévalenzen einen statistisch signifikanten Einfluss auf
(Wachter et al., 2015).

Zwar ergab die multiple logistische Regression fiur Hunde Uber 7 Jahre im
Vergleich zu den Junghunden eine 11,2-fach erhéhte Chance D. immitis-Antigene
aufzuweisen. Das sehr weite Odds Ratio 95% Konfidenzintervall zeigte jedoch eine
grolle Varianz dieses Ergebnisses an. Dass dieser Unterschied in der multiplen
Analyse signifikant, jedoch in der bivarianten Analyse nicht signifikant war, kann
darauf zurickzufuhren sein, dass die Faktoren Geschlecht und Herkunft der Tiere
nicht in die bivariante Berechnung mit einbezogen wurden. Auch in einigen
anderen Studien zeigten insbesondere junge Tiere von unter 2 Jahren statistisch
signifikant geringere D. immitis-Infektionsraten als dltere Tiere (Mircean et al.,
2012; Montoya et al., 2006; Yildirim et al., 2007). Dahingegen konnten Tasic et al.
und Rapti et al. dem Alter der Tiere keinen Einfluss auf das Infektionsrisiko
konstatieren, wobei bei beiden Studien keine Tiere von unter einem Jahr mit
einbezogen wurden (Rapti & Rehbein, 2010; Tasi¢ et al., 2008). Speziell in diesem
Alter sind geringere Nachweisraten zu erwarten, da D. immitis-Antigene in der
Regel erst 6-8 Monate nach der Infektion festzustellen sind (Nelson et al., 2005).

Ein mittlerer Effekt des Alters auf die N. caninum- und E. canis-Seroprévalenz
wurde festgestellt, wobei die fehlende Signifikanz in der geringen Stichprobenzahl
begriindet sein kann. Einige Autoren konnten ebenfalls keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Alter der Tiere und der N. caninum-
bzw. E. canis-Seropravalenz feststellen (Azevedo et al., 2005; Rasmussen &
Jensen, 1996; Yildiz et al., 2009). Beziglich N. caninum kamen jedoch nicht
wenige Studien zu einem anderen Schluss und wiesen bei &lteren Hunden
signifikant hdufiger N. caninum-Antikorper nach als bei Junghunden. Anhand
dessen argumentierten sie, dass der vertikale Ubertragungsweg bei Hunden eine

groRere Rolle spielt als der horizontale (Capelli et al., 2004; Collantes-Fernandez
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etal., 2008; Hamel et al., 2015; Mitrea et al., 2013). Zumal Baber und Trees zeigen
konnten, dass 80% der Welpen von N. caninum-seropositiven Hiindinnen keine N.

caninum-Antikorper aufwiesen (Barber & Trees, 1998).
Einfluss des Geschlechts der Tiere auf die Seroaktivitéat

Bei keinem der untersuchten Pathogene waren statistisch signifikante
Seropravalenzunterschiede zwischen maéannlichen und weiblichen Tieren
auszumachen. Fruhere Studien zeigten ebenfalls keinen statistisch signifikanten
Einfluss des Geschlechts der Tiere auf das Vorhandensein von R. conorii-
(Mannelli et al., 2003), Anaplasma spp.- (Jensen et al., 2007; Mircean et al., 2012),
E. canis- (Jensen et al., 2003; Mircean et al., 2012; Tsachev et al., 2006a), L.
infantum- (Athanasiou et al., 2012; Cabezon et al., 2010; Jensen et al., 2003), N.
caninum- (Cabezon et al., 2010) oder T. gondii- (Aslantas et al., 2005; Cabezon et
al., 2010) Antikorpern bzw. D. immitis-Antigenen (Jensen et al., 2003; Rapti &
Rehbein, 2010).

Im Gegenzug dazu wurden aber in einer anderen Studie bei mannlichen Tieren
uberproportional haufig R. conorii-Antikdrper nachgewiesen (Solano-Gallego et
al., 2006a). Es wurde vermutet, das mannliche Hunde ein hoheres Risiko haben an
einer R. conorii-Infektion erkranken als weibliche Hunde (Solano-Gallego et al.,
2006a; Solano-Gallego et al., 2006b). AuRerdem ergaben Studien aus Albanien,
Kroatien und Spanien signifikant hohere L. infantum-Seroprévalenzzahlen bei
mannlichen Hunden (Fisa et al., 1999; Zivi¢njak et al., 2005). Erklart wurde dies
einerseits mit einem maoglichen immunsupressiven Effekt des Testosterons, wie er
bei mit L. donovati infizierten Makrophagen (Zhang et al., 2001) und mit
Leishmania spp. infizierten Hamstern demonstriert werden konnte (Travi et al.,
2002). Andererseits wurde eine hohere Sterblichkeitsrate L. infantum-positiver
weiblicher Hunde wéhrend der Tréchtigkeit und Welpenaufzucht als mdogliche
Erklarung genannt (Fisa et al., 1999). Da von den albanischen Polizeihunden
doppelt so viele ménnliche wie weibliche Hunde L. infantum-Antikérper hatten,
kann auch hier eine Tendenz zur Prédisposition des méannlichen Geschlechts
vermutet werden, allerdings war diese nur schwach (Cramer’s V = 0,096)

ausgepragt.

Des Weiteren zeigten einige Studien, dass mannliche Hunde einer gréReren D.

immitis-Infektionsgefahr ausgesetzt sind als weibliche Tiere (Mircean et al., 2012;
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Song et al., 2003; Yildirim et al., 2007). Dies wurde damit erklart, dass mannliche
Hunde oOfter im Freien gehalten werden als weibliche (Song et al., 2003). Zudem
wurde mannlichen Hunden eine hohere Attraktivitat fiir Stechmiicken unterstellt
(Yildirim et al., 2007). In der vorliegenden Studie unterschied sich die Haltung von
ménnlichen und weiblichen Hunden nicht. Dennoch lag der Antigennachweis bei

méannlichen Tieren doppelt so hoch wie bei weiblichen Tieren.

Letztlich konnte bei serologischen Untersuchungen zu N. caninum sowohl bei
ménnlichen als auch bei weiblichen Hunden ein statistisch signifikant hoheres
Risiko nachgewiesen werden, N. caninum-seropositiv zu sein (Wouda et al., 1999;
Yildiz et al., 2009). Letzteres wurde auf einen mdglichen Anstieg des Antikorper-
Titers wahrend der Tréchtigkeit der weiblichen Hunde zurilickgefuhrt (Rasmussen
& Jensen, 1996; Wouda et al., 1999). Da sich die Seropravalenz ménnlicher und
weiblicher Polizeihunde mit 12,6% und 10,0% kaum unterschied, war in der

vorliegenden Studie kein Hinweis auf eine Geschlechtspradisposition gegeben.
Kopréasenz von Antikorpern gegen vektoribertragene Pathogene

Bei Betrachtung der Koprdasenz von Antikorpern gegen vektoriibertragene
Pathogene war der stérkste statistische Zusammenhang, mit einem Cramer’s V
Wert von 0,35, zwischen dem Nachweis von E. canis- und Anaplasma spp.-
Antikdrpern auszumachen. Dieses Resultat ist nicht iberraschend, da das Auftreten
von serologischen Kreuzreaktionen zwischen den Pathogenen E. canis und A.
phagocytophilum, insbesondere nach Uberstandener akuter Phase, bei niedrigen
Titerstufen, beschrieben ist (Waner et al.,, 2001; Waner et al., 1998).
Dementsprechenden fanden auch andere Autoren einen statistischen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Antikérpern gegen diese beiden
Pathogenen (Solano-Gallego et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2006b). Innerhalb
der Ordnung Rickettsiales bestand auf’erdem ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Anaplasma spp.- und R. conorii-
Antikorpern. Sollano-Gallego et al. beobachteten in ihrer Studie ebenfalls, dass R.
conorii-seropositive Hunde berproportional h&ufig Anaplasma spp.-Antikorper
sowie E. canis-Antikorper aufwiesen. (Solano-Gallego et al., 2006b). Zwar sind
keine konkreten Studien zu Kreuzreaktionen von R. conorii- und Anaplasma spp-
Antikorpern bei Hunden verfligbar, jedoch wird in der Humanmedizin das
Vorkommen von serologischen Kreuzreaktionen zwischen Rickettsia spp. mit

Ehrlichia spp. oder Anaplasma spp. als mdglich aber gering eingestuft (Chapman
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et al., 2006). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Hunde mit Ehrlichose niedrige
SFG-Rickettsien—Titer aufwiesen (Greene et al., 1985). Dementsprechend fiel bei
der Auswertung der serologischen Daten der Polizeihunde auf, dass mehr als die
Hélfte der als E. canis-positiv eingestuften Hunde Grenztiter aufwiesen und zudem
bei allen diesen Tieren auch Antikérper gegen SFG-Rickettsien und/oder
Anaplasma spp. vorhanden waren. Es ist somit denkbar, dass die E. canis-
Grenztiter auf Kreuzreaktionen zurtickzufiihren sind und die tatséchliche E. canis-
Infektionsrate der albanischen Polizeihunde geringer einzuschétzen ist.
Weiterfihrende Studien sind nétig, um das Auftreten von serologischen

Kreuzreaktionen innerhalb der Ordnung Rickettsialis besser beurteilen zu kénnen.

Neben dem Vorkommen von Kreuzreaktionen sind gleichzeitige oder sequenzielle
Infektionen mit mehreren Erregern als mdogliche Ursache fir Koprésenz von
Antikorpern in Betracht zu ziehen. R. conorii, E. canis, B. vogeli und, soweit
bekannt, auch A. platys werden vom selben Vektor, Rh. sanguineus, bertragen
(Groves et al., 1975; Inokuma et al., 2000; Latrofa et al., 2014; Lewis et al., 1977,
Simpson et al., 1991; Socolovschi et al., 2009; Uilenberg et al., 1989). Dies kénnte
auch erklaren, warum E. canis-seropositive Tiere statistisch signifikant haufiger B.
canis-seropositiv waren als E. canis-seronegative Hunde. Es ist zudem beschrieben,
dass Infektionen mit A. phagocytophilum (Woldehiwet, 2008), E. canis (Harrus et
al., 2003; Mylonakis et al., 2004; Nyindo et al., 1980) und Babesia spp. (Adachi et
al.,, 1993) das Immunsystem beeinflussen, was zur Begunstigung von
Sekundarinfektionen flihren kann. Viele Berichte (ber Koinfektionen der
genannten Pathogene bei Hunden sind bereits publiziert worden (Cardoso et al.,
2010; Dyachenko et al., 2012; Gaunt et al., 2010; Mekuzas et al., 2009; Otranto et
al., 2010; Solano-Gallego et al., 2015). Letztlich konnte das Vorliegen von
gleichzeitigen Koinfektionen bei den untersuchten Polizeihunden nicht bewiesen
werden, da bei keinem mehr als ein Pathogen mit direkten Methoden nachweisbar

war.

Kopréasenz von Antikdrpern gegen die Protozoen N. caninum, L. infantum und

T. gondii

Bemerkenswert ist der mittlere Zusammenhang (Cramer’s V= 0,35) mit
statistischer Signifikanz (p=0,002), der zwischen dem Nachweis von N. caninum-
und L. infantum-Antikorpern festgestellt wurde. Als Erklarung hierfur wird das
Auftreten von Kreuzreaktionen als unwahrscheinlich erachtet, da bei Anwendung
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des IFATs zum Nachweis von L. infantum-Antikorpern keine Kreuzreaktionen mit
N. caninum-Antikdrpern festgestellt werden konnten (Mettler et al., 2005; Zanette
et al., 2014). Doch die Anwendung von auf ELISA-basierten serologischen
Methoden zur L. infantum-Diagnostik zeigten, dass serologische Kreuzreaktionen
zwischen diesen Pathogenen durchaus maglich sind (Mettler et al., 2005; Zanette
et al., 2014). Einige Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von L. infantum und N. caninum-Antikorpern feststellen (Andreotti et al.,
2006; Lopes et al., 2011; Paulan Sde et al., 2013). Andere fanden in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie durchaus einen
statistischen Zusammenhang zwischen diesen Pathogenen (Cringoli et al., 2002;
Sharifdini et al.,, 2011). Die Autoren fiihrten dies darauf zuruck, dass
maoglicherweise die durch L. infantum-Infektionen verursachte Immunsuppression
N. caninum-Infektionen begunstigt (Barbiéri, 2006; Cringoli et al., 2002; Sharifdini
et al., 2011). Dass Koinfektionen mit L. infantum und N. caninum vorkommen,

konnte bei einem italienischen Hund nachgewiesen werden (Tarantino et al., 2001).

Es gibt nur wenige Studien tber den Vergleich und die Evaluation verschiedener
serologischer Diagnostikmethoden von T. gondii-Infektionen bei Hunden. Dabei
wurden hauptsachlich mogliche Kreuzreaktionen mit N. caninum bericksichtigt.
Beide Parasiten weisen eine dahnliche Antigenstruktur auf, daher kann es
insbesondere bei niedrigen Titerstufen zu Kreuzreaktionen kommen (Dubey, 2010;
Liao et al., 2005; McAllister et al., 1996; Nishikawa et al., 2002; Silva et al., 2007).
Das Auftreten von Kreuzreaktion von N. caninum mit T. gondii bei einem Cut-off
Titer von 1:100 wird als gering eingeschétzt. (Dubey & Lindsay, 1996; Silva et al.,
2007). Jedoch wiesen alle Polizeihunde, die N. caninum-Antikorper hatten, auch
eine T. gondii-Seroaktivitat auf und der Zusammenhang zwischen dem Nachweis
von T. gondii- und N. caninum-Antikérpern war statistisch signifikant. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch in anderen Studien gemacht. Dies wurde sowohl mit
dem Vorkommen von Kreuzreaktionen, als auch mit dem gehéduften Auftreten von
Koinfektionen mit diesen beiden Pathogenen erklart (Nishikawa et al., 2002;
Vaclavek et al., 2007; Yildiz et al., 2009).

Schlussfolgerung

Bei Polizeihunden aus verschiedenen Teilen Albaniens wurde eine nicht
unerhebliche Expositionsrate fur vektoriibertragene Pathogene sowie fir N.

caninum und T. gondii nachgewiesen. Da es sich bei vielen dieser Pathogene um
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Zoonoseerreger handelt und die Polizeihunde als Indikator fur die Prasenz dieser
Pathogene in der Umwelt des Menschen dienen kénnen, sind diese Ergebnisse
sowohl aus veterindrmedizinischer als auch humanmedizinischer Sicht von
Bedeutung. Dabei ist insbesondere die vergleichsweise hohe T. gondii-, SFG-
Rickettsiae- und L. infantum-Seropravalenz der Polizeihunde zu beachten.
Entsprechende Aufklarungs-, Prdventions- und HygienemalRnahmen sind

anzuraten.

Hunde aus Sudalbanien waren statistisch signifikant haufiger D. immits-positiv als
Hunde, die aus Nordalbanien stammten. Somit ist fir Hunde im Siiden des Landes
von einer hoheren D. immitis-Infektionsgefahr auszugehen und die Durchfiihrung

einer regelmaRigen Herzwurmprophylaxe fur diese Hunde besonders essentiell.

Den stérksten Einfluss auf den Nachweis von AntikOpern gegen vektoribertragene
Pathogene und T. gondii hatte das Alter der Tiere. Dies erklart sich dadurch, dass
altere Tiere bereits langer einer Infektionsgefahr ausgesetzt sind und die gebildeten
Antikorper nach einem Pathogenkontakt meist einige Zeit persistieren.

Bemerkenswert ist zudem, dass fast die Halfte der Hunde seropositiv auf
mindestens zwei von vektoriibertragene Pathogene getestet wurden und zudem ein
statistischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Anaplasma spp.- und E.
canis-, zwischen Anaplasma spp.- und R. conorii-, und zwischen E. canis- und B.
canis-Antikorpern bestand. Dies kann einerseits durch das Auftreten von
Kreuzreaktionen, welche speziell zwischen E. canis- und Anaplasma spp-
Antikorpern beschrieben sind, bedingt sein. Andererseits teilen sich einige der
untersuchten Pathogene in Rh. sanguineus denselben Zeckenvektor, wodurch
Koinfektionen begunstigt werden. Desweiteren kénnen Infektionen mit Pathogenen
wie L. infantum einen immunsuppressiven Effekt haben und somit
Sekundérinfektionen beglinstigen. Dies ist besonders im Hinblick auf L. infantum-
und N. caninum- Koinfektionen zu beachten, da zwischen dem Auftreten von
Antikorpern gegen diese beiden Pathogene in dieser Studie eine statistische
Signifikanz festgestellt wurde. Einige Hunde wurden seropositiv auf bis zu 5
verschiedene Pathogene getestet. Dies zeigt, dass die Hunde in Albanien héufig

verschiedenen Pathogenen ausgesetzt sind.

Letztlich waren nur 12 Hunde sowohl serologisch als auch molekularbiologisch

negativ auf alle in dieser Studie untersuchten vektoriibertragenen Pathogene. Die



112 V. Diskussion

Waschungen mit Neostomosan scheinen den Kontakt zu vektoriibertragenen
Pathogenen nicht entscheidend zu reduzieren. Da dieses Produkt, nach
Herstellerangaben, die Tiere 2-3 Tage vor einer Reinfestation von Zecken schiitzt,
sollte entweder die Frequenz dieser Waschungen erhoht oder andere

Préventionsstrategien in Betracht gezogen werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Aus Albanien, einem sudosteuropaischen Land mit unterschiedlichen klimatischen
Bedingungen, die die Verbreitung von Vektoren beeinflussen kénnen, ist tber das
Vorkommen vektoriibertragener und zoonotischer Pathogene bei Hunden nur
wenig bekannt. Polizeihunde sind durch die enge Zusammenarbeit mit den
Menschen gut geeignet, um die Présenz zoonotischer Pathogene in der
menschennahen Umwelt, in der sie sich bewegen, widerzuspiegeln. Ziel dieser
Arbeit war es, die Pravalenz bzw. Seropravalenz von Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, haemotrophen Mykoplasmen sowie verschiedenen vektoriibertragenen
Pathogenen bei albanischen Polizeihunden aus verschiedenen Regionen des Landes
zu bestimmen. Dabei wurden als mogliche Risikofaktoren das Alter, das Geschlecht
und die Herkunft der Tiere untersucht. Zudem wurden das Auftreten von
Koinfektionen und der Nachweis von Antikdrpern gegen mehrere Pathogene néher
betrachtet.

Von 119 Polizeihunden, die fast ausnahmslos einer Rasse (Deutscher Schaferhund)
angehdrten und die aus verschiedenen Regionen Albaniens stammten, wurden 119
EDTA-Blutproben und 117 Serumproben entnommen. Diese wurden mit direkten
und indirekten Methoden auf die Protozoen T. gondii (IFAT) und N. caninum
(IFAT), auf vektoribertragene  Pathogene von  zoonotischer  und
veterindrmedizinischer Bedeutung (SFG-Rickettsiae [ELISA, IFAT], Anaplasma
spp. [PCR, IFAT], Ehrlichia canis [PCR, IFAT], Babesia spp. [PCR, IFAT],
Leishmania infantum [PCR, IFAT], Hepatozoon canis [PCR], Dirofilaria immitis
[ELISA]) und auf haemotrophe Mykoplasmen [PCR] untersucht. Bei der
statistischen Auswertung wurden die exakten Konfidenzintervalle nach der
Methode von Clopper und Pearson berechnet. Fir die Beurteilung statistischer
Zusammenhédnge kam die Bestimmung des Cramer’s V, der Fishers-exact-Test, die
Berechnung des Odds Ratios (nur bei der geographischen Analyse) und die multiple

logistische Regression zum Einsatz.

Bei vier Hunden konnte L. infantum mittels PCR nachgewiesen werden. Bei zwei
Tieren gelang der molekularbiologische Nachweis von A. platys. In keiner
Blutprobe wurde DNA von M. haemocanis, Cand. M. haematoparvum, H. canis, B.
canis oder E. canis gefunden. Bei 11,2 % der albanischen Polizeihunde war D.

immitis-Antigen nachweisbar. Vergleichsweise hohe Seropravalenzen wurden in
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Bezug auf die zoonotischen Pathogene T. gondii (65,0%), Rickettsien der
Zeckenbissfiebergruppe (71,5 %ELISA, 61,5% (IFAT)), Anaplasma spp. (31,5%)
und L. infantum (12%) festgestellt. Die weiteren Seropravalenzen ergaben sich wie
folgt: E. canis 17,9%, N. caninum 12% und B. canis 3,4%. Insgesamt sieben Hunde
waren PCR-negativ und wiesen keine Antikdrper gegen die untersuchten Pathogene
auf. Statistisch signifikant mehr Hunde aus Sidalbanien (24,3%) wurden im
Vergleich zu den Hunden aus Nordalbanien (5,4%, p=0,046) positiv auf D. immitis
getestet. Die  erwarteten regionalen  Prdvalenzunterschiede  aufgrund
unterschiedlicher klimatischer Bedingungen, die die Vektoren in der Kiistenregion
im Vergleich zur Bergregion im Inland vorfinden, waren statistisch nicht
nachweisbar. Tiere Uber 7 Jahre zeigten eine statistisch signifikant héhere SFG-
Rickettsiae-, L. infantum-, Anaplasma spp.- und T. gondii- Seropravalenzrate als
Tiere, die 3 Jahre und jinger waren. Dies spricht fir ein mit dem Alter steigendes
Expositionsrisiko und eine lange Antikorperpersistenz. Das Geschlecht der Hunde
hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den Nachweis von den mit
serologischen Methoden untersuchten Pathogenen. Mehr als die Halfte der 103
Hunde, die seropositiv auf ein vektorenlbertragenes Pathogene getestet wurden,
war seropositiv auf mindestens ein weiteres vektortibertragenes Pathogen. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang war zwischen der Anaplasma spp.- und E.
canis-, zwischen Anaplasma spp.- und R. conorii-, und zwischen E. canis- und B.
canis-Antikorperprasenz auszumachen. Diese Zusammenhange konnen teilweise
durch das Vorkommen von Kreuzreaktionen erklart werden. Zum anderen werden
A. platys, E. canis, R. conorii und B. canis vogeli vom selben Vektor, Rh.
sanguineus, ubertragen, wodurch auch das Auftreten von Koinfektionen mit diesen
Pathogenen naheliegend ist. Letztlich besteht auch die Mdglichkeit, dass schon
bestehende Infektionen Sekundarinfektionen begiinstigen. Dass die L. infantum-
seropositiven Polizeihunde dieser Studie Uberproportional haufig N. caninum-
Antikorper aufwiesen, kann somit durch eine Beeinflussung des Immunsystems
beim Vorliegen einer L. infantum-Infektion bedingt sein. Alle Hunde mit N.
caninum-Antikorpern wiesen auch T. gondii-Antikorper auf.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Hunde als auch Menschen in Albanien
einem nicht unerheblichen Risiko ausgesetzt sind, mit den untersuchten Pathogenen
in Kontakt zu kommen. Dieses Risiko sollte durch bessere Préventions-,

Aufklarungs- und Hygienemalinahmen minimiert werden.
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VIlI. SUMMARY

Albania is a country in South-East Europe with different climatic regions which can
affect the distribution of vector-borne infections. Knowledge on the prevalence of
the zoonotic and animal pathogens in dogs from Albania is thus far limited. Police
dogs often operate in public places; they have contact with many people and are
often kept in densely populated areas. Due to their close relationship to humans,
these dogs may therefore also be used as sentinel animals for potential zoonotic
infections. The aim of this study was to evaluate the prevalence of infection and/or
seroprevalence of T. gondii, N. caninum, haemotropic mycoplasmas and various
vector-borne pathogens in Albanian police dogs with attention to the occurrence of
co-infections and co-exposure as well as the potential association to the geographic
location of the dogs in the country. Furthermore age and gender of the animals were

analysed as risk factors.

Samples were collected from 119 police dogs, mainly German Shepherds, which
were deployed throughout Albania. Direct and/or indirect methods were used to
examine 119 whole blood and 117 serum samples for the protozoans Toxoplasma
gondii (IFAT) and Neospora caninum (IFAT), various vector-borne pathogens of
zoonotic and veterinary concern (SFG-Rickettsiae [ELISA, IFAT], Anaplasma spp.
[PCR, IFAT], Ehrlichia canis [PCR, IFAT], Babesia spp. [PCR, IFAT],
Leishmania infantum [PCR, IFAT], Hepatozoon canis [PCR], Dirofilaria immitis
[ELISA]), and haemotropic mycoplasmas [PCR]. For statistical analyses the exact
95% confidence interval was computed using the Clopper and Pearson method. To
obtain information of statistical associations the Cramer’s V, the Fisher’s exact test
and multiple logistic regression analyses were applied. In case of significant
differences associated with the geographical location of the dogs, the odds ratio

[OR] was calculated.

DNA of L. infantum and A. platys was detected in the blood of four and two dogs,
respectively, but all samples were negative for DNA of E. canis, Babesia spp., H.
canis and haemotropic mycoplasmas. Dirofilaria immitis antigen was detected in
11.2% of the serum samples. The overall seroprevalences were: SFG Rickettsiae
(ELISA), 71.5%; Rickettsia conorii (IFAT), 61.5%; T. gondii, 65.0 %; Anaplasma
spp., 31.6%; E. canis, 17.9%; L. infantum, 12.0%; N. caninum, 12.0% and Babesia

canis, 3.4%. Seven dogs were PCR-negative and seronegative for all tested
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pathogens. Significantly more dogs from South Albania (24.3%) had antigen of D.
immitis than dogs from North Albania (5.4%, p= 0.046). Contrary to expectations
a statistically significant higher exposure risk to vector-borne-pathogens was not
found for dogs from the Mediterranean coastal region. Age was found to be a risk
factor for exposure to T. gondii, SFG Rickettsiae, Anaplasma spp. and L. infantum
which supports a pattern of cumulative exposure risk over time and long-lasting
antibody persistence. Comparison of seroprevalence percentages in male and
female dogs revealed no statistically significant differences for any of the
investigated pathogens. Co-exposure of up to five vector-borne pathogens was
found in 51.5% of the 103 dogs that were seropositive for at least one vector-borne
pathogen. The simultaneous presence of antibodies against two vector-borne
pathogens was statistically significant for the following pairings: Anaplasma spp.
and E. canis; E. canis and B. canis; Anaplasma spp. and R. conorii (IFAT). Co-
exposure can be explained by the possible occurrence of serological cross reactions.
Furthermore co-infections are likely as E. canis, A. platys and Babesia vogeli share
the same vector tick, Rh. sanguineus. Some pathogens, like L. infantum, can cause
immunosuppression which consequently predisposes affected animals to other
infections. This can be an explanation for the statistical significant correlation
between the presence of L. infantum and N. caninum antibodies. Every dog that tested

seropositive for N. caninum was also seropositive for T. gondii.

Results of this study indicate a considerable risk of infection for dogs and/or
humans with T. gondii and N. caninum and a range of zoonotic vector-borne
bacterial and protozoan pathogens. To reduce the infection risk for humans and

animals corresponding prevention and hygiene strategies should be applied.
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1. Material
1.1. Gerate

Thermomixer® comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nano Drop ND-1000

Peqlab, Erlangen, Deutschland

AB-7500-Real-Time PCR Gerét

Applied Biosystems®, Darmstadt,
Deutschland

AB-7500 FAST Real Time PCR
System

Applied Biosystems®, Darmstadt,
Deutschland

Thermocycler Mastercycler® gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gelkammern verschiedener GroRen

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Geldokumentationssystem (UV-Licht)

Peglab, Erlangen, Deutschland

Elektrophoresis Powersupply EPS 301

Amersham Biociences, Freiburg,
Deutschland

ELISA-Reader (LEDetect 96)

Deelux Labortechnik, Gddensdorf,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop (495nm)

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

1.2. Kits

QlAamp DNA MiniKit

Qiagen, Hilden, Deutschland

HotStarTagPlus DNA Polymerase Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

MegaScreen® FLUOTOXOPLASMA g

MegaCor, Horbranz, Austria

MegaScreen® FLUONEOSPORA c.

MegaCor, Horbranz, Austria

MegaScreen® FLUORICKETTSIA con.,

MegaCor, Horbranz, Austria

MegaScreen® FLUOANAPLASMA ph.,

MegaCor, Horbranz, Austria

MegaScreen® FLUOBABESIA c.,

MegaCor, Horbranz, Austria

MegaScreen® FLUOEHRLICHIA ¢

MegaCor, Horbranz, Austria

DiroCHECK® canine Heartworm Antigen
Test Kit

Synbiotics Corp., San Diego,
USA

Canine Spotted Fever Rickettsia EIA 1gG
Antibody Kit

Fuller Laboratories, Fullerton,
USA
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1.3.

Nukleotide, Primer, Polymerasen

dNTP- Mix

5Prime, Hamburg, Deutschland

Primer und Sonden (Tab. 12, 13)

Eurofins genomics, Ebersberg,
Deutschland

Applied Biosystems Gene Expression
Assay Mix Ecanis 30-ANY

Applied Biosystems®, Darmstadt,
Deutschland

Applied Biosystems TagMan® Gene
Expression MasterMix

Applied Biosystems®, Darmstadt,
Deutschland

Universal fast TagMan MasterMix

Applied Biosystems®, Darmstadt,
Deutschland

HotStarTagPlus DNA Polymerase

Qiagen, Hilden, Deutschland

HotMaster Tag DNA Polymerase

5Prime, Hamburg, Deutschland

Hot Master Taq DNA Polymerase 10 x
buffer

5Prime, Hamburg, Deutschland

1.4. Chemikalien

Molekularbiologisch reines H20

Sigma-Aldrich®Chemie,Minchen,
Deutschland

Ethanol > 99,8% , reinst

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Agarose (ultra pure qualitiy)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TAE Electrophoresis Puffer (50x)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Gel Red ™ Nucleid Acid stain,
10.000x in Wasser

Biotium Hayward, USA

6x Gel-loading-Puffer 100bp

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

1% Evans Blau

Sigma-Aldrich®Chemie,Miinchen,
Deutschland

NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
K2HPO4 3H20 Merck, Darmstadt, Deutschland
KH2PO4 Merck, Darmstadt, Deutschland
HCL Roth®, Karlsruhe, Deutschland
NaOH Roth®, Karlsruhe, Deutschland
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1.5. Verbrauchsmaterial

Safe-Lock Reaktionsgefalle, 1,5 mi,
PCR clean

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PCR Platten

nerbe plus, Wingen a. d. Luhr,
Deutschland

MicroAmp Opitcal 96-well Reaction
Plate

Applied  Biosystems®,
Deutschland

Darmstadt,

Durchstechbare Aluminiumfolie

Neolab, Heidelberg, Deutschland

MicroAmp optical adhensive film

Applied  Biosystems®,
Deutschland

Darmstadt,

Pipettenspitzen fur PCR, certified
RNase DNase pyrogen DNA free

nerbe plus, Wingen a.d. Luhr,
Deutschland

Pipettenspitzen fur Serologie

Kikser Biotech, Steinfurt, Deutschland

Deckgléser

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Objekttrégerplattchen

Roth®, Karlsruhe, Deutschland

Mikrotitierplatten,PS-Microplate 96
Well

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Parafilm Bemis, Oshkosh, USA
1.6. Sonstiges
Anti-Dog 1gG (whole molekule)- | Sigma-Aldrich® Chemie, Miinchen ,

FITC antibody produced in rabbits

Deutschland

MegaScreen®Flouvet® FITC

Mounting Medium

MegaCor, Horbranz, Osterreich

Mikro Win 2010

Mikrotek Laborsysteme, Overath,
Deutschland
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