Aus der Chirurgischen Tierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Lehrstuhl fur Innere Medizin und Chirurgie des Pferdes sowie Gerichtliche Tiermedizin
Vorstand: Prof. Dr. H. Gerhards

Gibt es eine asymptomatische intraokulare Leptospireninfektion

beim Pferd?

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwirde

der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen

von
Stefan Gesell

aus Tettnang

Miiinchen 2004



Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referent: Univ.-Prof. Dr. H. Gerhards
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. O.-R. Kaaden

Tag der Promotion: 23. Juli 2004



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG

2 LITERATUR

21 ERU

211 Definition und Vorkommen der ERU
2.1.2 Symptome und Verlauf der ERU
2.1.3 Einteilung der ERU

214 Ursachen der ERU beim Pferd

2.15 Diagnose

2.1.6 Differenzialdiagnose

2.1.7 Pathogenese

2.1.8 Therapie und Prognose

2.2 Auge und Immunreaktion

2.3 Leptospiren

2.3.1 Taxonomie

2.3.2 Morphologie

2.3.3 Motilitét

2.3.4 Ubertragungswege und Tenazitat
2.3.5 Klinik

2.3.6 Pathogenese

2.3.7 Nachweis von Leptospireninfektionen

2.3.7.1  Antikorpernachweis

2.3.7.2  Erregernachweis

3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1  Untersuchungsgut

3.2  Anamnese

3.3 Augenuntersuchung

N N o o MDD WD DN

10
10
10
10
11
12
12
13

15

15

15

16



INHALTSVERZEICHNIS

3.4 Einteilung der Pferdeaugen anhand ihrer klinischen Befunde
34.1 Gesunde
3.4.2 ERU

3.5  Probengewinnung
3.5.1 Serumproben
3.5.2 Kammerwasser- und Glaskdrperproben
3.5.2.1 Euthanasie oder Schlachtung
3.5.2.2 Therapeutische und diagnostische Eingriffe

3.6  Untersuchung der entnommenen Proben auf Leptospiren
3.6.1 MAR (Mikroagglutinationsreaktion)
3.6.1.1 Untersuchungsgut
3.6.1.2 Einleitung
3.6.1.3 Material
3.6.1.4 Durchfuihrung
3.6.2 ELISA
3.6.2.1 Untersuchungsgut
3.6.2.2 Einleitung
3.6.2.3 Material
3.6.2.4  Antigenbeschichtung der Mikrotiterplatten
3.6.2.5 ELISA-Durchfiihrung
3.6.2.6 ELISA-Auswertung
3.6.3 Leptospirenkultur
3.6.3.1 Untersuchungsgut
3.6.3.2  Einleitung
3.6.3.3 Material
3.6.3.4 Herstellung der Transportmedien mit Hemmstoff
3.6.3.5 Herstellung der Nahrmedien
3.6.3.6  Verimpfen der Proben auf Transportmedien
3.6.3.7  Uberimpfen der Proben auf halbfliissige Nahrmedien
3.6.3.8 Bebriitung und Uberpriifung der Kulturen

3.6.3.9 Leptospirenisolation und Serovarbestimmung

16
16
16

16
16
17
17
17

17
18
18
18
19
20
21
21
21
22
23
23
23
24
24
24
25
26
26
27
27
27
28



INHALTSVERZEICHNIS

3.6.4 PCR — Untersuchung auf Leptospiren-DNA

3.7  Statistische Auswertung

4 ERGEBNISSE

4.1 Leptospirenbefunde
4.1.1 Antikdrpertiter gegen Leptospiren im Serum
4.1.1.1 Vorkommen von Antikorpertitern ab 1:100 in der MAR
4.1.1.2 Vorkommen von Antikérpern gegen die einzelnen Serovare in der MAR
41.2 Nachweis von Antikodrpern gegen Leptospiren in intraokularen Proben
4.1.2.1 Vorkommen von Antikérpern in Augen von Pferden ohne Anzeichen fur
eine ERU und von Pferden mit ERU
4.1.3 Leptospiren-Erregernachweis

4.2  Zusammenfassung der einzelnen Untersuchungsergebnisse

4.2.1 Vergleich der Ergebnisse zwischen gesunden und an ERU erkrankten Augen

4.2.2 Vergleich der Ergebnisse eines gesunden Auges mit positivem Antikdrper-
Nachweis

4.2.3 Vergleich der Ergebnisse der Augen mit ERU

5 DISKUSSION

5.1  Antikorpertiter gegen Leptospiren im Serum

5.2  Antikorpertiter in der MAR gegen Leptospiren in intraokularen Proben
5.3  Antikoérpernachweis im ELISA gegen Leptospiren in intraokularen Proben

54  Zusammenfassung der Ergebnisse der indirekten Nachweismethoden MAR

und ELISA
55 Kultur
5.6 PCR

5.7  Zusammenfassung der Ergebnisse

28

28

31

31
31
31
33
34

34
36

38
38

39
39

41

41

42

42

42

44

45

45



INHALTSVERZEICHNIS

5.7.1
5.7.2

5.7.3

5.8

6

7

8

Vergleich der Ergebnisse zwischen gesunden und an ERU erkrankten Augen
Vergleich der Ergebnisse eines gesunden Auges mit positivem Antikdrper-
Nachweis

Vergleich der Ergebnisse der Augen mit ERU

Schlussfolgerung

ZUSAMMENFASSUNG

SUMMARY

LITERATURVERZEICHNIS

45

46
46

47

49

51

53



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkirzungen
AK Antikorper
BSA bovines Serumalbumin
DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
ELISA enzyme linked immunosorbent assay, enzymgebundener Adsorptionstest
EMJH Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
ERU equine rezidivierende Uveitis
Fu Fluorouracil
GK Glaskorper
1gG Immunglobulin, Klasse G (Gammaglobulin)
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KW Kammerwasser
Leptospiren-Serovare:
aust = Leptospira interrogans Serovar australis
brat = Leptospira interrogans Serovar bratislava
can = Leptospira interrogans Serovar canicola
gripp = Leptospira interrogans Serovar grippotyphosa
hard = Leptospira interrogans Serovar hardjo
ict = Leptospira interrogans Serovar icterohaemorrhagiae
jav. = Leptospira interrogans Serovar javanica
pom = Leptospira interrogans Serovar pomona
pyr = Leptospira interrogans Serovar pyrogenes
sax = Leptospira interrogans Serovar saxkoebing
sej = Leptospira interrogans Serovar sejroe
tar = Leptospira interrogans Serovar tarassovi
MAR/MAT  Mikroagglutinationsreaktion/microscopic agglutination test
MHC major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitdtskomplex
PBS Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
TGF transforming growth factor
Va Vancomycin
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1 EINLEITUNG

Etwa 8 % der Pferde zeigen klinische Symptome der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU)
(SZEMES u. GERHARDS, 2000). Die Etablierung und routinemaBige Durchfiihrung der
Vitrektomie an uveitischen Pferdeaugen hat grof3e Fortschritte zum Verstdndnis sowie zur
Diagnostik und Therapie der ERU ermdglicht. Glaskorperproben von Pferden mit ERU weisen
in der Mikroagglutinationsreaktion (MAR) zu 90 % Antikorper gegen Leptospiren auf. Bei tiber
50 % der an ERU erkrankten Pferde wurden Leptospiren sowohl aus Augen, die lediglich einen
Entziindungsschub gezeigt hatten als auch aus schwer geschadigten Pferdeaugen, die zahlreiche
Schiibe erlitten hatten, angezuchtet. Die rezidivierende Uveitis beim Pferd wird deshalb als
Folge einer intraokular persistierenden Leptospireninfektion angesehen (WOLLANKE, 2002).

Unbekannt ist, welche Umstande dazu fuhren, dass Leptospiren in das Auge gelangen und wie
sie dort Uber lange Zeit persistieren kdnnen. Es wird berichtet, dass nach spontaner (ROBERTS,
1958) oder experimenteller Infektion von Pferden (WILLIAMS et al., 1971) erst Monate bis
Jahre spater die typischen Anzeichen einer ERU auftraten. Dies, obwohl Leptospiren nur etwa
neun Tage aus dem Blut anzilchtbar sind, wéahrend Antikorper z. T. lebenslang im Serum
nachgewiesen werden konnen (FAINE, 1994). Es liegt also die Vermutung nahe, dass die
Bakterien im Stadium der Leptospirdmie in das Augeninnere gelangen (BREM et al., 1999a)
und, da offenbar nicht sofort eine Reaktion bemerkbar ist, zunéchst nicht von der kdrpereigenen
Abwehr wahrgenommen werden. Dies konnte bedeuten, dass Leptospiren in gesunden
Pferdeaugen auch nachweisbar sein mussten. Untersuchungen gesunder Pferdeaugen auf
Antikorper gegen Leptospiren bei gleichzeitigem direktem Erregernachweis liegen bisher nicht

in grékerem Umfang vor.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, anhand von Glaskorper- und Kammerwasserproben
ophthalmologisch gesunde Augen neben den klassischen Methoden MAR und Kultur auch
mittels indirektem enzymgebundenem Adsorptionstest (ELISA, enzyme linked immunosorbent
assay) und Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) auf eine
asymptomatische Leptospireninfektion zu untersuchen, um weitere Hinweise zur Pathogenese

der ERU als intraokulare Leptospirose zu erhalten.
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2 LITERATUR

21 ERU

2.1.1 Definition und Vorkommen der ERU

Die equine rezidivierende Uveitis ist eine serohaemorrhagische Entziindung der Uvea, die akut
auftreten, chronisch rezidivierend verlaufen und durch progrediente Zerstérung der intraokularen
Strukturen zur Erblindung fiihren kann (GERHARDS u. WOLLANKE, 2001). Am hé&ufigsten
erkranken Pferde zwischen vier und sechs Jahren, wobei Pferde jeden Alters betroffen sein
konnen (WOLLANKE, 2002). Nach ZWIERZCHOWSKI (1967) erkrankten Pferde zwischen
einem und 23 Jahren, die meisten im Alter von drei bis elf Jahren. Die Haufigkeit des Auftretens
der ERU wird mit 8-12 % angegeben (CROSS, 1966; GELATT, 1972; BISTNER u. SHAW,
1980; LAVACH, 1990; SPIESS, 1997). Im Groliraum Kd&ln-Bonn wiesen Ende der 90er Jahre
unter 1014 Pferden etwa 8 % \erdnderungen im Sinne einer ERU auf (SZEMES u.
GERHARDS, 2000). Bei den Untersuchungen von WOLLANKE (2002) waren bei 23 % der an
ERU erkrankten Pferde beide Augen betroffen. Neuere Untersuchungen fanden keine
Grundfarbe, die (signifikant) hdufiger mit einer Uveitis einherging (HASSENKAMP, 1974,
WOLLANKE, 1995; WOLLANKE 2002). Wallache erkranken h&ufiger an Uveitis als Stuten
und Hengste, was durch einen bindegewebsstabilisierenden Effekt der Sexualhormone erkléarbar
ware. Dieser konnte eine geringere Infektionsanfélligkeit des Glaskorpers bewirken
(WOLLANKE, 2002). FABER et al. (2000) fanden keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Rasse, Geschlecht oder Alter und dem Auftreten der rezidivierenden Uveitis, wéhrend
WOLLANKE (2002) herausfand, dass Islandpferde, Quarter Horses und Warmbluter relativ
haufig betroffen sind. ALEXANDER und KELLER (1990) und DWYER et al. (1995) vermuten
eine genetische Pradisposition fir die Erkrankung an ERU. Warmbliter, die Trager des
Haupthistokompatibilitaitskomplexes (MHC, major histocompatibility complex) Klasse | ELA-
A9 Haplotyps sind, scheinen flr die ERU anfélliger zu sein als Nichttrager (DEEG et al., 2004).
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2.1.2 Symptome und Verlauf der ERU

Die Symptome und der Verlauf der ERU werden wie folgt stichwortartig beschrieben
(BERNHARDT-GUDWALLEN, 1900; REBHUN, 1979; COOK, 1983; SPIESS, 1997,
GERHARDS u. WOLLANKE, 2001):

Akute Uveitis:

e Abwehrtrias (Epiphora, Fotophobie, Blepharospasmus)

e Bindehautrétung

e Hornhauttriibung mit Vaskularisation

e Entziindungsprodukte in der vorderen Augenkammer (meist fibrinds, selten
hé&morrhagisch oder Hypopyon)

e Miosis

¢ Rubeosis iridis

o Glaskorpertriibung (diffus, zellular und sergs)

e selten Papillenrétung oder -6deme.

Der akute Schub kann bis zu drei Wochen andauern. Diese akut verlaufenden Entziindungs-

reaktionen kénnen in unregelmagigen Abstanden rezidivieren.

Folgen chronisch-rezidivierender Verlaufe sind:

e Bulbusatrophie (im Endstadium Phthisis bulbi)

e chronische Hornhautentziindungen

e hintere und (seltener) vordere Synechien

o Irisresiduen auf der Linsenvorderflache

e Prazipitate auf der Linsenrckflache

e Dblaschenformige ,,Katarakt* (meist Linsenriickflache, selten Vorderflache)

e von der Kapsel (besonders Synechien, Prézipitaten) ausgehende, zunehmende
Kataraktbildung

e Linsenluxationen oder —subluxationen
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o Glaskorperverflussigung und zunehmende diffuse, gelbliche Glaskorpertriibung

e zunehmende Glaskorpereinlagerungen (fusselig, wolkig, membrands, strangartig)

e Netzhautablosungen (peripapillare Streifen, blasige Abhebungen, volistandige Ablatio
retinae)

e chorioretinitische Narben (meist peripapillar)

e selten Sekundarglaukom

2.1.3 Einteilung der ERU

WOLLANKE (2002) teilt die ERU in a) vordere Uveitiden, mit serofibrindsen, seltener sero-
haemorrhagischen oder leukozytenreichen (Hypopyon) Erglssen sowie b) intermediare
Uveitiden mit weniger schmerzhaften Verldufen und c) Panuveitiden, ein. Da die hinteren
Augensegmente nicht sensibel innerviert sind, kdnnen unbemerkt volistdndige Erblindungen
eintreten, ohne dass Entzlindungsschibe bemerkt werden (ERRINGTON, 1941; BRUNS, 1967;
STADES et al., 1996).

2.1.4 Ursachen der ERU beim Pferd

Es wurden infektidse als auch nicht infektiose Ursachen beschrieben. WOODS und CHESNEY
(1930 u. 1931) vermuteten nach Infektionsversuchen mit Kammerwasser ein ,filtrierbares Virus"
als Ausloser der ERU. Verschiedene bakterielle und virale Infektionen einschliellich
systemischer Erkrankungen wurden mit der Uveitis in Verbindung gebracht (RIIS, 1981;
BURGESS et al., 1986; MILLER u. WHITLEY, 1987; DAVIDSON, 1991, 1992; BARNETT et
al., 1995; WOLLANKE, 1995). Nachdem sich viele der beschriebenen urséchlichen Faktoren
nicht nachweisen lieen (ATTENBURROW et al., 1983; WOLLANKE et al., 1998), wurde in
der Literatur angegeben, die Atiologie der ERU bleibe in der Regel ungeklart (BISTNER u.
SHAW, 1980; HINES, 1984; DEEG et al, 2004). DEEG et al. (2001) wiesen
Autoimmunreaktionen gegen retinale Antigene bei ERU-Patienten nach und schon friher
wurden autoimmun vermittelte Geschehen als Ursache der ERU vermutet (STUBBS u. LOVE,
1941; MILLER u. WHITLEY, 1987; MAIR u. CRISPIN, 1989). Die Anzeichen der
Autoimmunerkrankung werden von WOLLANKE (2002) als Epiphdnomene gewertet, da nach

Vitrektomien keine Entziindungsschiilbe mehr auftreten.
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Als Ergebnis ihrer umfangreichen Untersuchungen sieht WOLLANKE (2002) die ERU als Folge
einer intraokular persistierenden Leptospireninfektion an. In 22 % bis Uber 50 % der an ERU
erkrankten Augen konnten in allen Krankheitsstadien Leptospiren aus intraokularen Proben
nachgewiesen werden (BREM et al., 1999a; FABER et al., 2000; WOLLANKE 2002) wéhrend
bei friiheren Untersuchungen der Lebendnachweis oft scheiterte (BOHL u. FERGUSON, 1952;
HEUSSER, 1952; KEMENES u. TAMAS, 1952; BRYANS, 1955; TOMASEK, 1954,
KEMENES et al., 1961; MORTER et al., 1964; WILLIAMS, 1968). Die PCR verlief bei etwa
70 % der Proben aus an ERU erkrankten Augen positiv (FABER et al., 2000; WOLLANKE,
2002). In fast allen betroffenen Augen waren in der MAR Antikdrpertiter nachweisbar und die

Spezifitat der Antikorper entsprach in 96 % der angezlichteten Serogruppe.

Antikorpertiter gegen Leptospiren waren in der MAR im Glaskorper von an ERU erkrankten
Pferden signifikant hoher als in den zugehorigen Serumproben. Uber den Vergleich des
Antikorpergehaltes von Serum und Kammerwasser in Bezug auf den Immunglobulingehalt in
diesen Flussigkeiten (mittels Bildung eines modifizierten Goldmann-Witmer-Koeffizienten)
wurde in 94% der untersuchten an ERU erkrankten Augen eine intraokulare
Antikdrperproduktion bestatigt (WOLLANKE, 2002). Diese gilt daher als eine durch die
intraokulare Leptospireninfektion induzierte und gegen den Erreger gerichtete Reaktion
(WOLLANKE, 2002), wahrend HALLIWELL und HINES (1985) sowie EULE et al. (1999) die
intraokular vorhandenen Antikorper auf eine erhohte Gefal3permeabilitat in erkrankten Augen

zurlckfihrten.

KEMENES et al. (1961) untersuchten Glaskorper und Kammerwasser aus 366 gesunden Augen
auf AntikOrper gegen Leptospiren, allerdings nur gegen Leptospira pomona. Bei diesen
Untersuchungen waren keine Antikorper nachweisbar. GSELL et al. (1946) fanden bei
Kammerwasseruntersuchungen von gesunden Augen (n=7) mit der MAR in zwei Proben
Antikorpertiter ab 1:100. Bei anderen Autoren, die nur wenige gesunde Augen untersuchten,
verliefen die Antikorperbestimmungen negativ (HEUSSER, 1948; BRYANS, 1955). In neuerer
Zeit wurde nur eine geringe Anzahl gesunder Augen auf Antikorper gegen Leptospiren bzw. in
der Kultur (WOLLANKE, 2002) oder der PCR (FABER et al., 2000) direkt auf diesen Erreger
untersucht. WOLLANKE (2002) wies in 7,5% der ophthalmologisch gesunden Augen
Antikorper in der MAR nach, was in etwa der in der Literatur angegebenen H&ufigkeit des
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Auftretens der ERU entspricht (CROSS, 1966; GELATT, 1972; BISTNER u. SHAW, 1980;
LAVACH, 1990; SPIESS, 1997; SZEMES u. GERHARDS, 2000). Eine von 29 Kammerwasser-
proben aus ophthalmologisch gesunden Augen zeigte in der PCR einen positiven DNA-
Nachweis (FABER et al., 2000). Kulturversuche mit intraokularen Proben aus 41 gesunden
Augen waren nach WOLLANKE (2002) in allen Ansatzen negativ.

2.1.5 Diagnose

Meist kann die Diagnose ERU préoperativ durch eine gewissenhafte Anamneseerhebung und
klinische Untersuchung mit dem Ophthalmoskop gestellt werden. Die Untersuchung von
Kammerwasser mittels MAR auf Antikorper von Leptospiren wird in unklaren Féllen als
brauchbare Methode zur Diagnose der ERU angesehen (WOLLANKE, 2002).

Serumuntersuchungen sind fir die Atiologie einer Uveitis beim Pferd wenig aussagekraftig. Von
796 Pferden (664 mit ERU, 132 ohne ERU) wiesen ber 80 % der Pferde in der MAR einen
Antikorpertiter von 1:100 oder hoher auf, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen bestand (WOLLANKE, 2002). Ahnliche Ergebnisse erhielten FABER et al.
(2000) bei 40 Pferden (28 mit ERU, 16 ohne ERU).

2.1.6 Differenzialdiagnose

Differenzialdiagnostisch muss an andere schmerzhafte Augenerkrankungen gedacht werden.
Etwa 90-95 % aller schmerzhaften Augenerkrankungen von Pferden sind entweder eine Uveitis
oder eine Keratitis (REBHUN, 1979). Beim Vorliegen eines Glaukoms bei Pferdeaugen handelt
es sich haufig um ein sekundares Geschehen nach Uveitis (GILGER, 2003). Allerdings waren
nur bei 14 % der an Glaukom erkrankten Augen intraokulare Antikdrper gegen Leptospiren
nachweisbar. WOLLANKE (2002) vermutet bei diesen Pferden neben ungewdhnlichen
Verldaufen von Uveitiden, z. T. andere Erreger oder eine anhaltende Immunreaktion nach

Erregereliminierung als Ausloser fir diese Krankheit.
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2.1.7 Pathogenese

BREM (1999a) und WOLLANKE (2002) zeigen mogliche Pathomechanismen fur Rezidive der
ERU auf, die wie folgt zusammengefasst werden koénnen:

Es wird vermutet, dass die Leptospiren im Stadium der Leptospirdmie in das Auge gelangen und
dort vor humoralen Antikdrpern geschiitzt sind, deren Entstehen im Zuge der Leptospirdmie zu
erwarten ist (BREM, 1999a). Leptospiren konnen uber Jahre im Glaskorper persistieren und
auch bei klinisch gesunden Augen, die vorberichtlich Anzeichen flr eine akute Uveitis zeigten,
nachgewiesen werden. Durch langsame Vermehrung der Keime konnten eine zunehmende
Schadigung intraokularer Gewebe und die Wahrnehmung der Leptospiren durch die
korpereigene Abwehr erfolgen. Die dadurch einsetzende intraokulare Antikdrperproduktion
zusammen mit der aktiven Gewebs- und Zellschadigung durch Leptospiren wiirde sich dann als
klinisch sichtbare Uveitis zeigen. Es ware mdglich, dass Leptospiren nur bis zur Einstellung des
immunologischen Gleichgewichts eliminiert wirden und eine Maskierung der Leptospiren in
Glaskorperfibrillen, Hyalozyten und Fibrin stattfande (WOLLANKE, 2002). Ein weiterer

Entztindungsschub kdnnte durch die erneute Vermehrung der Leptospiren erfolgen.

2.1.8 Therapie und Prognose

Die konservative Therapie mit Mydriatika (Atropin-Augensalbe) und Antiphlogistika
(Dexamethason-Augensalbe, Phenylbutazon systemisch) ist beim akuten Schub das Mittel der
Wahl, kann aber die Erblindung meist nicht dauerhaft verhindern (GERHARDS und
WOLLANKE, 2001). Wiederkehrende Uveitisschilbe und damit verbundene Schédigungen
kdnnen durch die Vitrektomie hochst effektiv verhindert werden. Bei rechtzeitiger Operation
besteht eine sehr gute Prognose fiir den Erhalt der Sehfahigkeit (GERHARDS u. WOLLANKE,
1996; WINTERBERG, 1997; WINTERBERG u. GERHARDS, 1997; FRUHAUF et al., 1998;
GERHARDS et al., 1998, 1999; WOLLANKE et al., 2001). Kammerwasseruntersuchungen von
Augen, die in unterschiedlichen Abstdnden vor der Kammerwasseruntersuchung vitrektomiert
worden waren, zeigten, dass die hohen Leptospirenantikorpertiter stark vermindert oder nicht
mehr vorhanden waren. Dieser Befund ist nur durch eine Elimination der Leptospiren aus dem
Glaskorperraum durch die Vitrektomie zu erklaren (WOLLANKE, 2002). Therapieversuche mit
Antibiotika blieben erfolglos (HEUSSER, 1952; TOMASEK, 1954; ROBERTS, 1958), wahrend
DIXON und COPPACK (2002) von erfolgreichen intravitrealen und subkonjunctivalen
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Injektionen von Ceftazidime, einem Cephalosporin der dritten Generation, berichten, ohne
allerdings néhere Angaben zu machen. Bei Versuchen mit der intraokularen \Verbringung eines
Cyclosporin A (ein Immunsuppressivum) abgebenden Implantats Gber Sklerotomie traten bei 3
von 16 Pferden Rezidive auf (GILGER et al., 2001).

2.2 Auge und Immunreaktion

Das innere Auge ist ein immunologisch privilegierter Ort, da bestimmte im Auge befindliche
Strukturen fir die Immunerkennung schlechter zugédnglich sind, als im gut durchbluteten
Gewebe. Es gibt verschiedene Mechanismen, die unerwiinschte oder (UberschieRende
Entziindungen verhindern oder abmildern (NUSSENBLATT u. GERY, 1996). COUSINS et al.
(1991) erwahnen z. B., dass Kammerwasser von Menschen, Ratten und Mausen eine hohe
Konzentration eines Zytokins (transforming growth factor-, TGF-B) enthalt. ALLEN et al.
(1996) wiesen die immunsupprimierende Wirkung von TGF-B2 in der vorderen Augenkammer
nach. Allogene Transplantate tberleben in der vorderen Augenkammer langer als an anderen
Orten des Korpers, was auf eine Supprimierung der T-Zell-Antwort zurlckgefihrt wird.
(NUSSENBLATT u. GERY, 1996).

2.3 Leptospiren

2.3.1 Taxonomie

Leptospiren werden in der Bakterientaxonomie von GARRITY et al. (2001) wie folgt eingeteilt:

Reich: Bacteria
Abteilung: Spirochaetes
Ordnung: Spirochaetales
Familie: Leptospiraceae

Gattung: Leptospira

Leptospiren wurden bis 1989 in die pathogene Spezies Leptospira interrogans und die

apathogene Spezies Leptospira biflexa eingeteilt. Die Spezies Leptospira interrogans lieR sich in
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uber 200 Serovare weiter unterteilen. Einzelne Serovare wurden aufgrund ihrer antigenetischen
Eigenschaften in Serogruppen zusammengefasst, die taxonomisch keine Bedeutung haben.

Einige Serovare mit ihrer Serogruppen-Zugehorigkeit sind in Tabelle 2.1. gezeigt (LEVETT,

2001).

Auf Grund molekular-biologischer Untersuchungen wird die Gattung Leptospira heute in
Genospezies eingeteilt, die z. T. sowohl pathogene als auch nicht pathogene Serovare beinhalten
(LEVETT, 2001; vgl. NCBI-Taxonomiebrowser). Solange keine einfachen (fur klinische Labors
nutzbare) auf DNA-Ebene arbeitenden Testmethoden vorhanden sind, ist eine Beibehaltung der

Einteilung in Serogruppen mit ihren Serovaren fir klinische Labors sinnvoll (LEVETT, 2001).

Tab. 2.1.: Einige Serogruppen mit einigen zugehdrigen Serovaren von L. interrogans (LEVETT,

2001).

Serogruppe

Serovar

Icterohaemorrhagiae

icterohaemorrhagiae, copenhageni

Pyrogenes pyrogenes
Grippotyphosa grippotyphosa
Canicola canicola
Australis australis, bratislava
Pomona pomona
Javanica javanica
Sejroe sejroe, saxkoebing, hardjo

Tarassovi tarassovi
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2.3.2 Morphologie

Leptospiren sind schraubenférmig gewundene gramnegative Bakterien. Die Lénge betrégt
6—20 um bei einem Durchmesser von 0,1-0,15 um (FAINE et al., 2000). Sie bestehen aus einem
Protoplasmazylinder, der sich um ein zentrales Axialfilament windet, und einer &uBeren Hiille.
Die Enden sind in flissigem Medium hakenformig eingebogen oder knopfartig verdickt, was
ihnen ein kleiderbligel- oder spazierstockahnliches Aussehen verleint (JOHNSON u. FAINE,
1984; SELBITZ, 2001).

2.3.3 Motilitat

In fliissigen Medien sind Leptospiren aktiv beweglich. Bei zunehmender Viskositat des Mediums
fihren Leptospiren auch bohrende Bewegungen aus (JOHNSON u. FAINE, 1984; FAINE,
1994).

2.3.4 Ubertragungswege und Tenazitat

Pathogene Leptospiren siedeln und vermehren sich im proximalen Tubuluskonvolut der Niere
(JOHNSON u. FAINE, 1984; WADA et al., 2003). Die Ausscheidung erfolgt ber den Urin
(JOHNSON u. FAINE, 1984) aber auch tber Fruchtwasser, Nachgeburt, Milch, Sperma und
Speichel. Eine direkte Ubertragung von Tier zu Tier ist selten (ROLLE u. MAYR, 1993). Neben
wilden und domestizierten Tieren stellen insbesondere Nagetiere Reservoirwirte ohne klinische
Erscheinung dar (ROLLE u. MAYR, 1993; QUINN et al., 1994). Leptospiren sind in der Lage,
in Wasser wochenlang zu tberleben (HAHN, 1991). Durch Eintrocknung, in saurem und
alkalischem Milieu und bei hohen Temperaturen gehen sie zu Grunde (ROLLE u. MAYR, 1993).

2.35 Kilinik

Die Mehrzahl der Leptospireninfektionen bei Pferden verlduft klinisch inapparent und wird erst
durch  serologische  Untersuchungen  erkannt.  Allerdings  kOnnen  Leptospiren
Allgemeininfektionen mit Anamie, Organschadigungen und Aborten verursachen (SELBITZ,
2001).
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Nach experimentellen Infektionen von 18 Pferden wurden bei 22 von 36 Augen Veranderungen
beobachtet. Die Beschreibung der Symptome und Verlaufe gleichen nahezu exakt mit denen der
ERU (WILLIAMS et al., 1971). WILLIAMS et al. (1971) stellten bei experimentell infizierten
Ponys erst am fiunfzigsten Tag nach Infektion Augenverdnderungen fest, wahrend die
Anziichtung von Leptospiren aus dem Blut nur bis zum neunten Tag gelang. Ahnliche Verlaufe
werden von ROBERTS (1958) berichtet: Pferde, bei denen eine Leptospirose als systemische
Erkrankung (Fieber, Ikterus, Apathie, Leptospirenantikorpertiter-Anstieg im  Serum)
diagnostiziert wurde, zeigten z.T. erst nach Jahren typische Anzeichen einer Uveitis.
WOLLANKE (2002) berichtet, dass in 144 der 187 positiven Kulturen aus Glaskorperproben

Leptospiren der Serogruppe Grippotyphosa oder Australis nachweisbar waren.

2.3.6 Pathogenese

Leptospiren konnen durch die Schleimhaut in die Blutbahn eindringen (QUINN, 1994;
SELBITZ, 2001). Bis zu neun Tagen nach experimenteller Infektion lassen sich Leptospiren aus
dem Blut anziichten (WILLIAMS et al., 1971). Sie kénnen Gewebe mechanisch penetrieren und
ohne Irritation ins Auge gelangen (BARKAY u. GARZOZI, 1990). Durch Eigenbewegungen
kénnen Leptospiren aktiv in das Zytoplasma der Wirtszellen eindringen (THOMAS u. HIGBIE,
1990). Die Erreger konnten intrazelluldr in Epithelzellen der Nierentubuli nachgewiesen werden
(BARNETT et al., 1999). Im Auge kdnnten Hyalozyten Leptospiren beherbergen (WOLLANKE,
2002).

Hamolysine, Lipasen und Lipopolysaccharide werden als Virulenzfaktoren angegeben
(SELBITZ, 2001; HORSCH u. NATTERMANN, 1999). Die direkt gewebeschédigende Wirkung
ist bei Leptospiren allerdings nur schwach ausgeprégt, schadigende Wirkungen erfolgen in erster
Linie indirekt durch die Entziindungsantwort der Wirte auf die Infektion (FAINE et al., 2000).

Gewohnlich kommt es innerhalb der ersten Woche (drei bis zehn Tage) post infectionem zum
Auftreten der ersten Antikorper, die in zwei bis drei Wochen ihre maximale Konzentration
erreichen. Sie sinken im Verlauf einiger Wochen oder Monate langsam auf einen niedrigen
Spiegel ab, der lebenslang nachweisbar sein kann (ROBERTS, 1958; FAINE, 1994).
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Leptospiren induzieren eine Apoptose der Makrophagen (MERIEN et al., 1997) und besitzen
vermutlich antiphagozytische Komponenten auf der auReren Hulle (MCGRAWTH et al., 1984).
AuRerdem besitzen Leptospiren, die mit dem Urin ausgeschieden werden, eine Hulle aus
wirtseigenen Proteinen oder Polysacchariden. Diese verhindern eine Agglutination durch
spezifische Antikorper. Jahre nach einer Infektion lassen sich Leptospiren in den proximalen
Nierentubuli, nicht aber im Blut nachweisen (FAINE, 1994). NIEDERMAIER (2002) entdeckte
bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Glaskérpern bei zwei Pferden mit ERU
leptospirendhnliche Gebilde, die anstatt der leptospireneigenen Hulle eine homogene feinkdrnige
Masse aufwiesen. Sie bemerkt, dass diese Hille ein Bestehen von vitalen Leptospiren in der

Umgebung von Antikdrpern erklaren konnte.

2.3.7 Nachweis von Leptospireninfektionen

2.3.7.1 Antikoérpernachweis

MAR:

Die Mikroagglutinationsreaktion, bei der agglutinierende Antikdrper gegen Leptospiren
nachgewiesen werden, ist eine sehr sensitive serologische Nachweismethode, hat eine hohe
Spezifitat fur den Nachweis von gruppenspezifischen Antikorpern und gilt als Gold-Standard fir
die Leptospirendiagnostik (LEPTOSPIROSIS REFERENCE LABORATORY, 2003).
Antikorpertiter in Kammerwasser und Glaskorper entsprechen sich (WOLLANKE, 2002). Eine
mogliche Erklarung fir Kreuzreaktionen zwischen Leptospiren verschiedener Serogruppen
(FAINE, 1982) sind gemeinsame, genusspezifische Antigenstrukturen der Leptospiren
(FATHALLA u. COGHLAN, 1980).

PARMA et al. (1985) und LUCCHESI et al. (2002) berichten von Ahnlichkeiten zwischen
bestimmten Antigenen der Hornhaut und von Leptospiren. Es zeigte sich aber, dass dieses
Antigen bei Leptospiren intrazellulér liegt. Antikorper, die an das Hornhautantigen binden,
reagieren nicht mit intakten Leptospiren (PARMA et al., 1997). Versuche, mittels Western-Blot-
Analyse eine Antigenverwandtschaft zwischen Leptospiren (Serovare grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae und pomona) und intraokularen Strukturen (Hornhaut, Linse, Glaskorper
und Netzhaut) nachzuweisen, blieben erfolglos (WOLLANKE et al., 2000).
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ELISA:

Untersuchungen mit der ELISA- Technik liefern beim Nachweis von Leptospiren-Antikdrpern
vergleichbare Ergebnisse wie die MAR, sind jedoch etwas sensitiver (BREM et al., 1999b). Der
IgM-Nachweis kann, auch bei negativer MAR, ein Zeichen fir eine frische Infektion mit
Leptospiren darstellen (BERNARD, 1993; LEPTOSPIROSIS REFERENCE LABORATORY,
2003). Mittels IgM- und 1gG-Nachweis lassen sich Infektionszeitpunkt und -verlauf genauer
bestimmen (KETTNER, 1997). Allerdings gilt der ELISA als zeitaufwandig und teuer (BREM et
al., 1999b; LEPTOSPIROSIS REFERENCE LABORATORY, 2003). Dem Autor sind nur
wenige Berichte von ELISA-Untersuchungen an intraokularen Proben aus Pferdeaugen mit ERU
bekannt (PARMA et al.,, 1987; BREM et al. 1999a). KETTNER (1997) beschreibt die
Etablierung eines IgM- und 1gG-ELISA zum Nachweis von spezifischen Antikorpern gegen
Leptospira interrogans Serovare grippotyphosa, hardjo und saxkoebing anhand wvon

Serumuntersuchungen bei Pferden.

2.3.7.2 Erregernachweis

Kultur:

Der kulturelle Nachweis von Leptospiren kann bis zu zwei Monate beanspruchen (FAINE, 1982;
BREM et al., 1988). Die Anzlchtung erfolgt in flissigen oder halbfliissigen N&hrmedien mit
Serum- oder Albuminzusatz bei einer Temperatur von 28-30°C im aeroben bzw.
mikroaerophilen Milieu (FAINE, 1994; SELBITZ, 2001). Das langsame Wachstum erfordert den
Zusatz von Hemmstoffen wie 5-Fluoracil oder Vancomycin (SELBITZ, 2001). Fur die
Kultivierung eignen sich die serumenthaltenden Medien nach Korthof, Stuart und Fletcher sowie
das Tween-Albumin enthaltende Medium nach Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) (FAINE, 1994; SELBITZ, 2001). Nach der Anziichtung kénnen Leptospiren weiter
kultiviert und typisiert werden (BREM et al., 1998).
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PCR:

Mittels PCR gelingt die Identifizierung von leptospiraler DNA in Blut, Liquor und
Kammerwasser am Tag des Auftretens klinischer Symptome sowie bis zu zwei Monate nach
erfolgter Infektion (MERIEN et al., 1995). Der grof3e Nachteil der PCR-Methoden ist, dass sie
bislang meist keine Serovarspezifitit besitzen (LEVETT, 2001), wohingegen das
LEPTOSPIROSIS REFERENCE LABORATORY (2003) ebenso wie FABER et al. (2000) einen
grolRen Vorteil der PCR darin sieht, dass der Nachweis schon kurz nach der Infektion erfolgen
kann. AuflRerdem zeigt sich die PCR im Vergleich zur Kultur als sensitiver und schneller (FABER
et al., 2000; WOLLANKE, 2002).

Andere Untersuchungsmethoden:
Erregernachweise kdnnen auch histologisch, elektronenmikroskopisch oder mittels Tierversuch

gefuhrt werden (ELLIS et al., 1983; FAINE, 1994; MILLER und WILSON, 1962; WILLIAMS
etal., 1981; SELBITZ, 2001).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Untersuchungsgut

Das Untersuchungsgut umfasste Proben aus ophthalmologisch gesunden Augen von Pferden, die
in der Pferdeabteilung der Chirurgischen oder Gynakologischen Tierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Mulnchen vorgestellt wurden. Zuséatzlich wurden Proben von frisch
geschlachteten Pferden entnommen (Metzgerei Worle, Widenzhausen; Metzgerei Beerwart,
Waiblingen).

Insgesamt wurden intraokulare Proben aus 168 gesunden Augen von 100 Pferden untersucht:
e 70 euthanasierte (Eutha® 77, Essex) oder geschlachtete augengesunde Pferde
e 2 Pferde mit einseitiger rezidivierender Keratitis

e 28 Pferde mit einseitiger ERU

Zur Kontrolle der Testdurchfiihrung konnte Glaskdrpermaterial von 14 an ERU erkrankten
Augen auf Leptospiren untersucht werden. Zusatzlich wurde noch Serum von 71 augengesunden
und 25 Pferden mit ERU auf Leptospirenantikorper getestet. Die nicht an ERU erkrankten Pferde
(30 Stuten, 35 Wallache, 7 Hengste) befanden sich im Alter von 5 Tagen (4 Fohlen) bis 29 Jahren
(@ =9,9 Jahre; s = 6,5) und die an ERU erkrankten (13 Stuten, 19 Wallache, 1 Hengst) zwischen
3 und 16 Jahren (@ = 8,0 Jahre; s = 3,9). Die Pferde kamen tiberwiegend aus der Bundesrepublik

Deutschland, aber auch aus Osterreich, der Schweiz, Holland, Tschechien und England.

3.2 Anamnese

Soweit moglich, wurde anamnestisch eine vorhergehende Augenerkrankung oder -reizung
ausgeschlossen. Bei den Pferden mit ERU wurden, soweit nachvollziehbar, die Dauer der

Erkrankung und ggf. Anzahl und Schwere der Entziindungsschiibe festgehalten.
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3.3 Augenuntersuchung

Die Augenuntersuchung wurde bei toten Pferden direkt nach der Euthanasie oder Schlachtung
durchgefuhrt. Bei lebenden Pferden erfolgte die Untersuchung im abgedunkelten Raum bei weit
gestellter Pupille. Bei Bedarf wurde ein Mydriatikum (Tropicamid) appliziert. Augenumgebung,
Lider, Bindehaut, Hornhaut, vordere Augenkammer und Linsenvorderflache wurden mit einer
fokalen Lichtquelle untersucht. Die Untersuchung von Linsenrlckflache, Glaskdrperraum und

Augenhintergrund erfolgte mit einem Ophthalmoskop.

3.4 Einteilung der Pferdeaugen anhand ihrer klinischen Befunde

3.4.1 Gesunde

Augen, bei denen ophthalmoskopisch keine krankhaften Veranderungen erkennbar und bei denen
vorberichtlich keine Krankheiten bekannt waren.

342 ERU

Augen, bei denen ophthalmoskopisch sichere Anzeichen fiir eine ERU bestanden (siehe 2.1.2).

3.5 Probengewinnung

Alle Proben wurden unter sterilen Kautelen entnommen.

3.5.1 Serumproben

Serumproben wurden im Rahmen der Euthanasie oder der Vollnarkose im Zuge der ohnehin
erforderlichen Venenpunktion mit BlutabfluRuberprifung (\Venenkatheter vor Euthanasie oder

Narkoseeinleitung) oder direkt nach der Schlachtung entnommen.
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3.5.2 Kammerwasser- und Glaskdrperproben

3.5.2.1 Euthanasie oder Schlachtung

Glaskorper- (GK) und Kammerwasserproben (KW) wurden von augengesunden Pferden
unmittelbar nach der Euthanasie mit Pentobarbital-Na (Eutha® 77 100 ml/Pferd, Essex) oder
Schlachtung, die nicht wegen Augenerkrankungen erforderlich waren, entnommen.
Kammerwasserproben wurden mittels limbaler Parazentese der vorderen Augenkammer Uber
eine Kanule (27 G %, Dispomed) gewonnen (Tunnelstich in der Hornhaut). Das meist relativ
zdhe Glaskorpermaterial konnte tber einen grof3lumigen Venenverweilkatheter (12 G, VWygon),
der an der wenig durchbluteten Stelle des Zuganges fir die Pars-plana-Vitrektomie etwa 14 mm
vom Limbus entfernt ins Augeninnere eingebracht wurde, abgesaugt werden. Eine gewissenhafte

Desinfektion der Einstichstelle war am toten Pferd moglich.

3.5.2.2 Therapeutische und diagnostische Eingriffe

Therapeutische Eingriffe waren Vitrektomien oder Parazentesen, die in der Pferdeabteilung der
Chirurgischen Tierklinik der LMU Munchen durchgeftihrt wurden. Zu Operationsbeginn konnten
uber einen Dreiwegehahn unproblematisch 3 ml unverdiinnter und steriler GK zu diagnostischen
Zwecken entnommen werden. Bei der Parazentese der vorderen Augenkammer wurde zu
diagnostischen Zwecken bzw. zur Vorsorgeuntersuchung 0,5-1 ml KW aus dem jeweils
ophthalmologisch gesunden Auge von Pferden, die mit ERU oder Verdacht auf ERU an einem

Auge in Vollnarkose operiert werden mussten, abgesaugt.

3.6  Untersuchung der entnommenen Proben auf Leptospiren

Die Proben wurden mittels MAR (Mikroagglutinationsreaktion) und ELISA auf
Leptospirenantikérper und in der Kultur und der PCR direkt auf Leptospiren untersucht.
Mikroagglutinationsreaktion, ELISA und kulturelle Untersuchungen wurden unter Anleitung und
Hilfe des Leiters des Leptospirenlabors Dr. Brem und Mitarbeiter(inne)n im Landesamt fur das
Gesundheitswesen und Lebensmittelsicherheit Siidbayern selbst durchgefuhrt. Fir die PCR
wurde Probenmaterial an das Vet-Med-Labor (Institut fur klinische Prifung, Ludwigsburg
GmbH, Veterinarmedizinisches Labor, zertifiziert nach DIN EN ISO/IEC 17025) versandt und
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dort ohne Mitbeteiligung des Autors auf Leptospiren-DNA getestet. Die Nachweise von
Antikorpern in der MAR und lebenden Leptospiren in der Kultur erfolgten nach den
Empfehlungen des Office International des Epizooties (OIE, 2000) und der Deutschen
Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM, 1984), Antikorpernachweise im ELISA
nach KETTNER (1997). Das Vet-Med-Labor in Ludwigsburg entwickelte die PCR anhand den
Berichten von MERIEN et al. (1992, 1995).

3.6.1 MAR

3.6.1.1 Untersuchungsgut

Intraokulare Proben
. Proben aus 168 gesunden Augen von 100 Pferden
= KW aus 138 gesunden Augen von 70 mit Eutha®77 (100 ml/Pferd, Essex)
euthanasierten oder geschlachteten Pferden
= KW aus 2 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger Keratitis, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese
= KW aus 28 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger ERU, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese

. 14 GK-Proben aus an ERU erkrankten Augen von 14 Pferden

Serumproben
. 71 Proben von ,,augengesunden® Pferden
. 25 Proben von an ERU erkrankten Pferden

3.6.1.2 Einleitung

In einem Vorversuch, der als Screening-Test diente, wurden lebende Leptospiren (WHO-
Standardstdamme) mit den Proben zusammengebracht. Enthielt die Probe Antikdrper gegen
Leptospiren, erfolgte eine Agglutination der Leptospiren. Uber eine Verdinnungsreihe konnte
dann im Hauptversuch der Antikorpertiter, der ab einem Titer von 1:100 als positiv bewertet
wurde (BERNARD, 1993; SELBITZ, 2001; WOLLANKE, 2002), bestimmt werden. Es wurde
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die maximal gemessene Titerstufe in die Ergebnisse mit einbezogen. Wurden bei einer Probe

Antikorper gegen mehrere Serovare mit gleicher Titerhdhe nachgewiesen, gingen diese bei der

Bewertung der Haufigkeit des Auftretens eines Serovars zu gleichen Anteilen in die Unter-

suchung mit ein. Flr die Auswertung wurden die Antikorpertiter z. T. logarithmisch in ganze

Zahlen umgewandelt. Es ergeben sich damit fiir die einzelnen Antikorpertiter die in Tab. 3.1.

aufgefiihrten Werte.

Tab. 3.1.: Antikorpertiter und entsprechende ganze Zahlen fir die statistische Auswertung.

Negative Titer wurden mit -1 angegeben.

Titer Negativ | 1:100 1:200 | 1:400 1:800 | 1:1600 | 1:3200 |1:6400
Logarithmische -1 0 1 2 3 4 5 6
Kodierung
3.6.1.3 Material
Proben (Serum/KW/GK)
Leptospiren in Flussigndhrmedium
. Leptospira interrogans Serovar hardjo = hard
. Leptospira interrogans Serovar canicola =can
o Leptospira interrogans Serovar grippotyphosa = gripp
o Leptospira interrogans Serovar icterohaemorrhagiae =ict
. Leptospira interrogans Serovar pomona = pom
. Leptospira interrogans Serovar bratislava = brat
. Leptospira interrogans Serovar saxkoebing = sax
. Leptospira interrogans Serovar sejroe =sej
o Leptospira interrogans Serovar tarassovi = tar
. Leptospira interrogans Serovar australis = aust
. Leptospira interrogans Serovar javanica = jav
. Leptospira interrogans Serovar pyrogenes = pyr
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Phosphatgepufferte Kochsalzlgsung (PBS)

. 8,5 g Natriumchlorid (NaCl; Merck, 6404)

. 0,85 g di-Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO,4 x 2 H,O; Merck 6580)
o 0,25 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,4; Merck 4873)

. ad 1000 ml H2Opidest.

Mikrotiterplatte (8 x 12 Vertiefungen, flach; Sarstedt, Nimbrecht 82.1584)
Dunkelfeldmikroskop (Labolux K, Leitz, Wetzlar)

Schittelapparat (DSG-Titertek, Flow Laboratories)

3.6.1.4 Durchfihrung

Vorversuch:

Es wurden 40 ul einer Probe mit 980 ul PBS vermischt (1:25) und 50 ul der jeweiligen
Probenverdinnung senkrecht in je 8 Cups einer Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe der
Leptospirenstamme (50 pl) wurden die Platten auf dem Schittler gemischt und eine Stunde bei
30 °C inkubiert (pro Mikrotiterplatte konnten 12 Proben auf 8 Serovare untersucht werden). Im
Dunkelfeld wurde bei 100facher VergréRerung uberpruft, ob eine Agglutination der Stimme zu
erkennen war. Waren (ber 50 % der Leptospiren agglutiniert, galt dies im Vorversuch als

positiver Nachweis (bei einer Verdiinnung von 1:50).

Hauptversuch:

Funfzig ul der im Vorversuch als positiv bestimmten Proben wurden mit 575 ul PBS verdiinnt
(1:12,5) und daraus in Mikrotiterplatten Verdinnungsreihen erstellt (1:12,5 bis 1:1600). In
Einzelfallen war eine weitere Verdiinnung der Proben ber 1:1600 hinaus erforderlich. Durch
Zugabe einer aliquoten Menge an lebenden Leptospiren in Flissigmedium entstanden
Endverdinnungen von 1:25 bis 1:3200. Nach dem Durchmischen auf dem Schuttler und einer
Stunde Inkubationszeit bei 30°C wurde unter dem Dunkelfeldmikroskop (250fache
VergroRerung) die Probe auf Agglutination der Leptospiren Uberprift und bewertet. Diejenige
Serumverdiinnung, bei der gerade noch eine 50 %ige Agglutination auftrat, stellte den Endtiter

dar.
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3.6.2 ELISA

3.6.2.1 Untersuchungsgut

Intraokulare Proben
. Proben aus 168 gesunden Augen von 100 Pferden
= KW aus 138 gesunden Augen von 70 mit Eutha® 77 (100 ml/Pferd, Essex)
euthanasierten oder geschlachteten Pferden
= KW aus 2 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger Keratitis, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese
= KW aus 28 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger ERU, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese
o 14 GK-Proben aus an ERU erkrankten Augen von 14 Pferden

3.6.2.2 Einleitung

Es wurde ein indirekter ELISA mit antigenbeschichteten Mikrotiterplatten durchgefihrt. Nach
Zugabe der Probe bilden in der Probe vorhandene Antikdrper mit dem Antigen einen Antigen-
Antikorper-Komplex. Diese Antigen-Antikorper-Komplexe konnen dann mittels enzym-
markierter Anti-Antikorper tber eine enzymatische Reaktion, die eine Farbveranderung bewirkt,

im Photometer nachgewiesen werden.

Bei der Ausfihrung des ELISA wurden die Mikrotiterplatten mit Vollantigen von den intraokular
am haufigsten vorkommenden Serogruppen Grippotyphosa (Serovar grippotyphosa) und
Australis (Serovar bratislava) beschichtet. Es wurden je Probe zwei Ansdtze mit
antigenbeschichteten Cups einer Mikrotiterplatte und daneben zwei Ansétze in Cups ohne
Antigenbeschichtung durchgefiihrt. Als Positiv- bzw. Negativproben dienten bekannt positive
bzw. negative Kammerwasserproben vom Landesamt fiir das Gesundheitswesen Siidbayern. Als
Konjugate kamen Peroxidase-markierte Kaninchen-anti-Pferd-lgM und Ziegen-anti-Pferd-1gG

zum Einsatz.
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3.6.2.3 Material

Antigen (Leptospiren-Vollantigen, Leptospira interrogans Serovar grippotyphosa und
Leptospira interrogans Serovar bratislava, hergestellt vom Landesuntersuchungsamt fir das
Gesundheitswesen Stdbayern wie bei KETTNER (1997) beschrieben)
Immuno-Platten-Microlon (8 x 12 Vertiefungen, U-Form, Polystyrol, Greiner, 650061)
Carbonatpuffer, pH 9,6, 0,1 M

. 4,24 g Natriumcarbonat (Na,COs3; Merck 6392)

o 5,04 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3; Merck 6329)

. ad 1000 ml H2Opidest.

Antigenverdinnungspuffer

o 152 mg Natriumtetrathionat-Dihydrat (= 5 mM) (NagOsS4 X 2 H,0; Sigma S-5758)

. 78 mg Benzamidin-Hydrochlorid (=5 mM) (C;HgN, x HCI; Sigma B-6506)

. ad 100 ml Carbonatpuffer

Puffer A

. 1,725 g Natriumhydrogenphosphat-Monophosphat (NaH,PO4 x H,O; Merck 6346)

. 13,400 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (HNa,O4P x 12 H,O (Merck 6579)
. 42,370 g Natriumchlorid (NaCl; Merck 6404)

. 0,5 g Thimerosal (Sigma T-5125)

. ad 5000 ml H2Opidest.

Waschpuffer

o Tween 20 (RdH Laborchemikalien 63158) + Puffer A = 1:1000
Blockpuffer

. Antigenverdinnungspuffer + Carbonatpuffer = 1:20

Konjugat

. Kaninchen-anti-Pferd-1gM (Rockland, 208-4307)

o Ziegen-anti-Pferd-1gG (KPL, 14-21-06, Uber Fa. Dunn, Oberschleiheim)
ABTS Peroxidase Substrat (KPL, 50-66-01, Giber Fa. Dunn, Oberschleil3heim)
Stopplésung (Chekit, Nr. 14.991.0011)

Mikrotiterplattenwascher (Easy Washer SLT, Labinstruments)

Photometer (ELISA Processor I, Behring)

Vakuumschweil3gerat (Multivac 380, Imbar, Hormannsdorfer)
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3.6.2.4 Antigenbeschichtung der Mikrotiterplatten

Antigen wurde mit Antigenverdinnungspuffer im \erhaltnis 1:10 verdunnt und die Cups der
ungeraden Reihen der 96-Loch-Rundbodenplatten mit 100 ul der Verdunnung beschichtet,
abgedeckt und 16-18 Stunden in der feuchten Kammer im Kdihlschrank inkubiert. Nach Aus-
klopfen und viermaligem Waschen der Platten mit Puffer A wurden sie getrocknet, bei 1 mbar

eingeschweiflt und innerhalb von sechs Monaten verwendet. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

3.6.2.5 ELISA-Durchfihrung

Die zur Halfte mit Antigen beschichteten 96-Loch-Rundbodenplatten wurden vollstandig mit
Blockpuffer beschickt (200 pl/Cup) und 45 min. bei Zimmertemperatur inkubiert, viermal
gewaschen und ausgeklopft. Aus Probenmaterial und Antigenverdunnungspuffer wurde eine
Probenverdinnung im Verhaltnis 1:50 hergestellt, jeweils 100 ul der Probenverdinnungen in die
vorgesehenen Cups gegeben und eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach
viermaligem Waschen und anschlieendem Ausklopfen der Platten wurden jeweils 100 ul des
mit Antigenverdinnungspuffer angesetzten Konjugats (Anti-lgM 1:3000, Anti-IgG 1:3000) in
die Vertiefungen gegeben und 30 min. bei Zimmertemperatur inkubiert, anschliefend nochmals
viermal gewaschen und ausgeklopft. Dann wurden 100 ul ABTS Peroxidase Substrat in die Cups
gegeben und die Platten im Dunkeln bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach 30 min. erfolgten die
Zugabe der Stoppldsung (50 ul/Cup) und die Bestimmung der optischen Dichte (OD-Wert) im
Photometer bei 492 nm. Durch Multiplikation der OD-Werte mit 1000 wurden ganzzahlige

ELISA-Einheiten fir die Auswertung errechnet.

3.6.2.6 ELISA-Auswertung

Fur den Nachweis von Antikorpern wurden 100 Kammerwasserproben aus ophthalmologisch
gesunden Augen, die in der MAR keinen Antikorpertiter aufwiesen, als negativ eingestuft. Aus
dem Mittelwert der bei diesen Proben gemessenen ELISA-Einheiten zuziglich der dreifachen
Standardabweichung konnte der ELISA Grenzwert (Cut-off-Wert) berechnet werden (TIJSSEN,
1985).
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3.6.3 Leptospirenkultur

3.6.3.1 Untersuchungsgut

Intraokulare Proben
. Proben aus 168 gesunden Augen von 100 Pferden
= KW und GK aus 138 gesunden Augen von 70 mit Eutha® 77 (100 ml/Pferd,
Essex) euthanasierten oder geschlachteten Pferden
= KW aus 2 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger Keratitis, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese
= KW aus 28 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger ERU, entnommen im
Zuge einer diagnostischen Parazentese

J GK aus 14 an ERU erkrankten Augen von 14 vitrektomierten Pferden

(Anmerkung: Eine Beeintrachtigung des Leptospirenwachstums durch Eutha® 77 (Pentobarbital-
Natrium, 400 mg/ml; Isopropanol, Polyethylenglykol 200, Wasser fiir Injektionszwecke) wurde
uber eine Verdinnungsreihe ausgeschlossen. Leptospirenkulturen wurden mit unterschiedlichen
Mengen Eutha® 77 versetzt und iiber einen Zeitraum von einer Woche beobachtet. Bei der
errechneten Blutkonzentration von Eutha® 77 nach Euthanasie zeigte sich das Wachstum der

Leptospiren unbeeintrachtigt. Fiir den Versuch wurden insgesamt 2 ml Eutha® 77 benétigt.)

3.6.3.2 Einleitung

Die steril entnommenen Proben wurden zunachst auf flissige Transportmedien verimpft. Nach
Verbringung der beimpften Transportmedien in das Labor erfolgte die Weiterverimpfung auf
halbfliissige Nahrmedien und die Bebriitung. Uber einen Zeitraum von sechs Monaten wurde auf
das Wachstum von lebenden Leptospiren kontrolliert.
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3.6.3.3 Material

EMJH- (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris-) Grundmedium (2,3 g EMJH-Medium der
Fa. Difco, 141734, in 900 ml H2Ogest, 5 min. bei 121-124 °C autoklaviert)
Leptospiren-Enrichment
Zur Herstellung des Enrichment werden folgende Grundlésungen benétigt:
. 1,0 g Brenztraubenséure Natriumsalz (C3sH3sNaOg3; Merck 6619) ad 10 ml HzOpigest.
. 10,0 g Glycerin (CsHg03) ad 90 ml HOpigest.
. 1,5 g Magnesiumchlorid (MgCl,; Merck 5833) und
1,5 g Calciumchlorid-2-hydrat krist. (CaCl, x 2 H,O; Merck 2382)
ad 100 ml H2Opigest.
. 0,4 g Zinksulfat-7-hydrat (ZnSO,4 x 7 H,O; Merck 8883) ad 100 ml H;,Opigest.
0,02 g Cyanocobalamin (Vit. B12; Merck 524950) ad 100 ml H,Opigest.
. 10 g Tween-40 (Merck-Schuchardt 8.22185.0500) ad 90 ml H,Opigest.
. 10 g Tween-80 (Merck-Schuchardt 8.22187.1000) ad 90 ml H,Opigest.
. 0,5 g Eisen(ll)-sulfat (FeSO,4 x 7 H,O; Merck 3965)
Nun wurden 10,0 g bovines Serumalbumin (BSA, Serva, Art.-Nr. 1193002) in 50 ml A. bidest.
geldst, danach zu der BSA-Losung die Grundlésungen in Reihenfolge und Menge wie folgt
zugegeben:
. 1,0 ml Brenztraubenséure-L6sung
. 1,0 ml Glycerin
. 1,0 ml Magnesium-/Calciumchlorid
o 1,0 ml Zinksulfat
o 1,0 ml Cyanocobalamin
J 3,5 ml Tween-40
. 9,0 ml Tween-80
. 10,0 ml Eisensulfat
. ad 100 ml H2Opigest.
Der pH-Wert wurde auf 7,25-7,30 eingestellt.

BSA-Tween-Medium (Leptospirengrundndhrmedium) wurde aus einem Teil Enrichment und
neun Teilen EMJH hergestellt (1:10).
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Kaninchenserum 2 % (Sigma, R-4505)

Fluorouracil (Sigma, F-6627)

Vancomycin (Vancomycin-HCI; LILLY Deutschland GmbH, 657)

e 500 mg Vancomycin-HCI wurden in 25 ml H,Oge. aufgel6st und steril filtriert, in Portionen
zu 20 mg/ml abgefullt und bei -20 °C eingefroren.

Seitz-Filter (EK Art. Nr. 08690, Groe 14 D)

Agar, Purified (BBL-Agar, Becton, Dickinson und Company, 4311853)

Impfstoff-Flaschen (10 ml, Neutralglas, Fa. Rosa Heinz, 901-FI1B-010)

Sterile Schraubkappenrdhrchen PS/PE SI (Nunc, 348224)

3.6.3.4 Herstellung der Transportmedien mit Hemmstoff

500 ml BSA-Tween-Medium mit 5 ml Kaninchenserum wurden mit 50 mg Fluorouracil (im
Wasserbad bei 56 °C auflosen) und 5mg Vancomycin (d.h. 0,25 ml der eingefrorenen
Verdiinnung) versetzt und der pH-Wert auf 7,25-7,30 eingestellt. Dann erfolgte die Steril-
Filtration (Seitz-Filter) und nach einer Stunde im Wasserbad (56 °C) die Befiillung der Impfstoff-

Flaschen mit jeweils 10 ml. Die Lagerung konnte bei Zimmertemperatur stattfinden.

3.6.3.5 Herstellung der Nahrmedien

Fur die Herstellung der halbflussigen Nahrmedien wurden 200 ml EMJH mit 0,75 g Agar
autoklaviert. In die noch warme Agarmischung wurden 500 ml BSA-Tween-Medium mit 5 ml
Kaninchenserum und mit oder ohne Hemmstoff (50 mg Fluorouracil und/oder 5 mg
Vancomycin) steril filtriert, gemischt und zu etwa 7 ml in sterile Schraubkappenréhrchen

abgefulit:

1. Né&hrmedien ohne Hemmstoff (&)
2. Né&hrmedien mit Fluorouracil (Fu)

3. Nahrmedien mit Fluorouracil und Vancomycin (FuVa)
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3.6.3.6 Verimpfen der Proben auf Transportmedien

Aus Augen von euthanasierten Pferden wurden jeweils 0,5 und 1,0 ml Kammerwasser und 0,5
und 1,0 ml Glaskdrper steril auf die Impfstoff-Flaschen mit Transportmedien verimpft (vier
Ansétze pro Auge), bei Pferden, die einer Vitrektomie oder Parazentese unterzogen wurden, 0,5

und/oder 1,0 ml intraokulares Probenmaterial (1-2 Ansétze pro Auge).

3.6.3.7 Uberimpfen der Proben auf halbfliissige Nahrmedien

Im Labor wurden die beimpften fliissigen Transportmedien steril auf halbfliissige Nahrmedien
ohne (&) bzw. mit Hemmstoff (FuVa, Fu) in die Schraubkappenréhrchen mit halbflissigen

N&hrmedien Gberimpft:

Transportmedium mit 0,5 ml Probenmaterial:

1. %) 0,2 ml
2. FuVa 0,2 ml
3. Fu 0,2 ml
Transportmedium mit 1,0 ml Probenmaterial:
4. Fu 0,2 ml
5. Fu 1,0 ml
6. Fu 0,5ml

aus Schraubkappenréhrchen Nr. 6 wurden dann zur weiteren Verdunnung 0,5 und 1,0 ml
entnommen und steril in Nahrmedien ohne Hemmstoff gegeben:

7. %) 0,5 ml

8. ()@ 1,0 ml

3.6.3.8 Bebrutung und Uberprifung der Kulturen

Die Kulturen wurden bei 30 °C bebritet und sechs Wochen lang alle zwei Wochen sowie nach
drei und sechs Monaten unter dem Dunkelfeldmikroskop (Labolux K, Leitz, VergréRerung

250fach) auf das Vorhandensein von lebenden Leptospiren Uberprift.
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3.6.3.9 Leptospirenisolation und Serovarbestimmung

Die weitere Anziichtung der Leptospiren in den positiven Kulturen mit Bestimmung der Serovar
mit spezifischen Antiseren wurde vom Landesamt fiir das Gesundheitswesen und Lebensmittel-

sicherheit Stdbayern durchgefuhrt.

3.6.4 PCR - Untersuchung auf Leptospiren-DNA

Kammerwasser aus 120 gesunden Augen von 60 euthanasierten Pferden (Alter: 1-29 Jahre,
@ = 10,5 Jahre, s = 6,2; aus der Gruppe der 100 unter 3.1 genannten Pferde), bei denen nie der
Verdacht auf eine Augenerkrankung bestand, und aus an ERU erkrankten Augen (n = 14) von 14
Pferden wurden nach Ludwigsburg versandt. Dort erfolgte die Untersuchung auf Leptospiren-
DNA (hoch konservierte 16S-rRNA Gensequenz von Leptospira interrogans) durch das Vet-
Med-Labor (siehe 3.6). Zusatzlich wurde eine Kammerwasserprobe aus dem gesunden Auge
eines einseitig an ERU erkrankten Pferdes mit Hilfe dieser PCR auf Leptospiren getestet
(unabhéngig von den oben genannten 120 Proben augengesunder Pferde), da dieses

Kammerwasser in der MAR und im ELISA positiv reagierte (siehe 4.1.3).

3.7  Statistische Auswertung

Die beiden Gruppen ,,Gesunde* und ,, ERU“ wurden mit MINITAB fir Windows in der
Abteilung fir Biometrie des Instituts fur Tierzucht und Tierhygiene mittels Chi-Quadrat-Test
verglichen. Bei den Untersuchungen der intraokularen Proben wurde folgende Nullhypothese
aufgestellt: Die Gruppen ,,Gesunde” und ,,ERU* unterscheiden sich nicht im Hinblick auf
labordiagnostische  Hinweise fiir eine intraokulare Leptospireninfektion. War die
Wahrscheinlichkeit der Gultigkeit der Nullhypothese p (= Uberschreitungswahrscheinlichkeit des
Signifikanzniveaus o) kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau o, galt das Ergebnis als
signifikant. Das Signifikanzniveau wurde auf o = 0,01 festgesetzt, da durchaus Konsequenzen

fur Patienten mit ERU entstehen kénnen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Leptospirenbefunde

4.1.1 Antikorpertiter gegen Leptospiren im Serum

4.1.1.1 Vorkommen von Antikorpertitern ab 1:100 in der MAR

Die Serumuntersuchungen mittels MAR (siehe Tab. 4.1.) zeigten keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,066) zwischen den Pferden, die keine Anzeichen einer ERU aufwiesen (75 %
positiv), und Pferden mit ERU (92 % positiv).

Tab. 4.1.: Serumproben von 71 gesunden und 25 an ERU erkrankten Augen: positive und
negative Reaktionen in der MAR.

MAR-Serum Gesunde ERU
n 71 25
positiv 75 % (53/71) 92 % (23/25)

negativ 25% (18/71) 8% (2/25)
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Die meisten Seren reagierten bis zu einer Verdiinnung von 1:200 (siehe Abb. 4.1.).
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Abb. 4.1.: Vorkommen von Antikdrpern gegen Leptospiren im Serum von Pferden ohne (n = 71)

und mit (n = 25) ERU. Anteil der Proben, die in den jeweiligen Titerhthen positiv reagierten in

[%] (Antikdrpertiter als ganze Zahlen nach Tab. 3.1. angegeben).
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4.1.1.2 Vorkommen von Antikérpern gegen die einzelnen Serovare in der MAR

Bei Pferden ohne ERU war im Serum die Serovar icterohaemorrhagiae am haufigsten
nachweisbar, wéhrend bei an ERU erkrankten Pferden die Serovar grippotyphosa, gefolgt von
bratislava, im Vordergrund stand. Bei den Serovaren icterohaemorrhagiae (p =0,003) und
grippotyphosa (p = 0,002) bestanden signifikante Unterschiede zwischen Pferden ohne und mit
ERU (siehe Abb. 4.2.).

30 - Ml ERU -
O ERU+

N
(&)

]
]

[SEROVARE]

Abb. 4.2.: Vorkommen von Antikérpern gegen die einzelnen Leptospiren-Serovare im Serum
von Pferden ohne (n = 71) und mit (n = 25) ERU in [%)].
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4.1.2 Nachweis von Antikdrpern gegen Leptospiren in intraokularen Proben

4.1.2.1 Vorkommen von Antikdrpern in Augen von Pferden ohne Anzeichen fur eine ERU
und von Pferden mit ERU

MAR:

Bei Antikorpernachweis-Versuchen in Kammerwasser aus 168 klinisch gesunden Augen von 100
Pferden war ein Ansatz in der MAR positiv. Die positive Probe wurde im Zuge einer
diagnostischen Parazentese bei einem 4-jahrigen dunkelbraunen Araberhengst, der am anderen
Auge an ERU erkrankt war, gewonnen. Es konnte ein Antikorpertiter von 1:200 gegen die
Serovar grippotyphosa festgestellt werden. Diese Probe wurde deshalb zusétzlich mittels PCR
auf Leptospiren-DNA getestet (siehe 4.1.3). Alle Proben aus Augen, die an ERU erkrankt waren,
reagierten in der MAR positiv (siehe Tab. 4.2.). Damit besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen gesunden und an ERU erkrankten Augen (p < 0,001).

Tab. 4.2.: Intraokulare Proben aus 168 gesunden und 14 an ERU erkrankten Augen: positive und

negative Reaktionen in der MAR.

MAR-KW/GK Gesunde ERU
n 168 14
positiv 1% (1/168) | 100 % (14/14)
negativ 99 % (167/168) 0% (0/14)

ELISA:

Im ELISA auf Antikdrper gegen Leptospiren von 168 intraokularen Proben aus gesunden Augen
reagierte ein Ansatz positiv, in der Gruppe der an ERU erkrankten Augen zeigten 92 % der
Proben eine positive Reaktion (siehe Tab. 4.3.). Im Chi-Quadrat-Test wurde ein signifikanter
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Unterschied errechnet (p < 0,001). Die positive Probe stammte aus dem gleichen Auge wie die
Probe, die in der MAR einen Antikdrpertiter von 1:200 aufwies.

Tab. 4.3.: Intraokulare Proben aus 168 gesunden und 14 an ERU erkrankten Augen: positive und

negative Reaktionen im ELISA.

ELISA-KW/GK Gesunde ERU
n 168 14
positiv 1% (1/168) | 92% (13/14)
negativ 99 % (167/168) 8% (1/14)

Die Verteilung der Reaktionen der Proben aus ,ERU“-Augen auf Anti-lgM- und Anti-lIgG-
Antikorper der Serovare grippotyphosa und bratislava sind in Tab. 4.10. gezeigt, und werden

unter 4.2.3 besprochen.
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In Tab. 4.5. sind die Mittelwerte der Proben aus gesunden und kranken Augen, die im ELISA
negativ bzw. positiv reagierten, aufgefihrt. Die errechneten Cut-off-Werte sind ebenfalls
aufgelistet. Es besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den positiven Proben aus Augen mit
ERU und den negativen aus gesunden Augen.

Tab. 4.5.: Mittelwerte der ELISA-Einheiten aus Proben, die im ELISA negativ bzw. positiv
reagierten und ELISA-Grenzwerte.

ELISA-Enheiten IgM-Gripp 1gG-Gripp IgM-Brat 1gG-Brat
Negativ (Gesunde) 8 2 11 2
Negativ (ERU) 17 8 22 1
Cut-off-Wert 77 15 112 6
Positiv (Gesunde) 69
Positiv (ERU) 904 1224 350 696

4.1.3 Leptospiren-Erregernachweis

Kultur:

Bei Kulturversuchen aus intraokularen Proben von 168 klinisch gesunden Augen
(Kammerwasser aus 168 Augen und Glaskorper aus 138 Augen) war kein Ansatz positiv. Von
den 14 Kulturen mit Glaskorper aus Augen, die an ERU erkrankt waren, erbrachten 57 %
innerhalb von zwei bis acht Wochen ein positives Ergebnis (siehe Tab. 4.6.). Im Chi-Quadrat-
Test bestand ein signifikanter Unterschied (p < 0,001). Bei den isolierten Leptospiren handelte es

sich um Leptospiren der Serovar grippotyphosa (n = 8).
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Tab. 4.6.: Intraokulare Proben aus 168 gesunden und 14 an ERU erkrankten Augen: positive und

negative Kulturergebnisse.

PCR:

Kultur Gesunde ERU

n 168 14
positiv 0% (0/168) 57 % (8/14)
negativ 100 % (168/168) 43% (6/14)

\Von 120 Proben aus Augen von 60 ophthalmologisch gesunden Pferden reagierten 5 % der

Ansatze positiv, wobei 2 positive Proben von einem Pferd stammten (8,3 % der augengesunden

Pferde zeigten damit Hinweise auf ein intraokulares Vorkommen von Leptospiren-DNA). Bei

den 14 Proben aus an ERU erkrankten Augen wiesen 57 % eine positive Reaktion auf (siehe

Tab. 4.7.). Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Gesunden und den an ERU

erkrankten Augen (p <0,001). Der zusétzlich durchgefiihrte Nukleinsédurenachweis-\Versuch in

Kammerwasser (mit positivem Antikorpernachweis, siehe 4.1.2.) das aus dem gesunden Auge

eines Pferdes mit einseitiger ERU stammite, verlief in der PCR negativ (siehe Tab 4.9.).

Tab. 4.7.: Intraokulare Proben aus 120 gesunden (von 60 Pferden) und 14 an ERU erkrankten

Augen (von 14 Pferden): positive und negative Reaktionen in der PCR.

PCR Gesunde ERU
n 120 14
positiv 5% (6/120) 57 % (8/14)

negativ

95% (114/120)

43% (6/14)
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4.2  Zusammenfassung der einzelnen Untersuchungsergebnisse

4.2.1 Vergleich der Ergebnisse zwischen gesunden und an ERU erkrankten Augen

Alle vier angewandten Testmethoden auf Hinweise einer intraokularen Leptospireninfektion,
erbrachten im Vergleich zwischen Proben aus gesunden und Proben aus an ERU erkrankten

Augen signifikante Unterschiede (siehe Tab. 4.8.).

Tab. 4.8.: Vergleich der Ergebnisse von 168 gesunden und 14 an ERU erkrankten Augen in den

einzelnen Testverfahren auf Leptospiren.

Test Positive Positive Irrtums-
“Gesunde* [%0] “ERU* [%] |Wahrscheinlichkeit
P
MAR 1 100 <0,001
ELISA 1 93 <0,001
Kultur 0 57 < 0,001
PCR 5 57 <0,001
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4.2.2 Vergleich der Ergebnisse eines gesunden Auges mit positivem Antikdrper-Nachweis

Ein Auge von den 168 gesunden zeigte in der MAR und im ELISA einen positiven Nachweis
von Antikorpern gegen die Serovar grippotyphosa. Die Kultur und die zusatzlich durchgefihrte
PCR verliefen negativ (siehe Tab. 4.9.).

Tab. 4.9.: Untersuchungsergebnisse der Kammerwasserprobe aus dem gesunden Auge eines
einseitig an ERU erkrankten 4-jahrigen dunkelbraunen Araberhengstes. Bei den Ergebnissen der
MAR wurden die Antikorpertiter und beim ELISA der Mittelwert der ELISA-Einheiten

angegeben.

Test Probe Ergebnis

MAR SERUM Brat (1:200)
Gripp (1:100)

MAR KW Gripp (1:200)
ELISA KW Gripp 1gG (69)
Kultur KW negativ

PCR KW negativ

4.2.3 Vergleich der Ergebnisse der Augen mit ERU

Bei den aus an ERU erkrankten Augen reagierte die in der MAR bestimmte Serovar in 13 von 14
Proben auch im ELISA positiv. Es traten parallel lebende Leptospiren und Antikdrper gegen die
jeweilige Serovar auf. Die Pferde 2, 3, 9, 10,12 und 13 reagierten in allen 4 Tests positiv. Beli
positiver Kultur stimmte die Serovar mit der ,,Antikérper“-Serovar tberein. Bei zehn Pferden mit
ERU stimmten die Ergebnisse in Kultur und PCR Uberein. Die PCR verlief bei zwei Proben mit
positivem Kulturergebnis negativ, umgekehrt war die PCR bei zwei Proben positiv, die in der

Kultur keine Reaktionen zeigten (siehe Tab. 4.10.).
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Tab. 4.10.: Intraokulare Proben aus Augen von 14 an ERU erkrankten Pferden: Reaktionen in

der MAR, im ELISA, in der Kultur und der PCR.

Pferd MAR ELISA IgM 1gG Kultur PCR

1. Gripp 1:400 Gripp + + Gripp -
(Brat negativ) Brat - +

2. Gripp 1:3200 Gripp + + Gripp +
(Brat negativ) Brat - +

3. Gripp 1:6400 Gripp + + Gripp +
(Brat negativ) Brat - +

4. Gripp 1:200 Gripp - + negativ -
(Brat negativ)

5. Gripp 1:51200 Gripp + negativ +
(Brat negativ) Brat -

6. Gripp 1:100 negativ - - Gripp -
(Brat negativ)

7. Brat 1:200 Brat - + negativ -
(Gripp 1: 100) Gripp - (+)

8. Gripp 1:6400 Gripp + + negativ -
(Brat 1:200) Brat - +

9. Gripp 1:3200 Gripp + Gripp +
(Brat negativ) Brat +

10. | Gripp 1:12800 Gripp + Gripp +
(Brat 1:3200) Brat +

11. Gripp 1:400 Gripp - + negativ -
(Brat negativ)

12. Gripp 1:800 Gripp - + Gripp +
(Brat negativ)

13. Gripp 1:3200 Gripp + + Gripp +
(Brat negativ) Brat - +

14, Gripp 1:100 Gripp - + negativ +
(Brat negativ)
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5 Diskussion

Im Vordergrund der Arbeit stand die Untersuchung Kklinisch gesunder Pferdeaugen auf
intraokular vorhandene Leptospiren oder Leptospirenantikdrper. Im Folgenden werden die
Untersuchungsergebnisse dieser Gruppe (n = 168) der Kontrollgruppe mit 14 an ERU erkrankten
Augen gegeniibergestellt und diskutiert. Intraokulare Proben aus Augen mit ERU wurden schon
in groBem Umfang untersucht (WOLLANKE, 2002). Sowohl in der MAR als auch in der Kultur
und der PCR waren die Ergebnisse &hnlich zu denen, die in der vorliegenden Arbeit in der
Kontrollgruppe auftraten. Daher erscheint trotz der geringen Anzahl von 14 untersuchten Augen
mit ERU ein Vergleich zwischen der Gruppe mit ,,gesunden® Augen und der Kontrollgruppe
berechtigt.

5.1 Antikorpertiter gegen Leptospiren im Serum

Ebenso wie in vorangegangenen Untersuchungen (WOLLANKE 2002), zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Auftreten von Serumantikdrpern zwischen Pferden ohne und mit
ERU. Die gemessenen Titerhohen stimmten anndhernd Uberein. Bei 75 % der augengesunden
und tber 90 % der an ERU erkrankten Pferde lieRen sich Antikérper im Serum nachweisen. Es
bestétigt sich also, dass sich ein grolRer Anteil gesunder Pferde mit Leptospiren auseinander setzt.
Die Serovar icterohaemorrhagiae trat in der Gruppe der augengesunden Pferde signifikant
haufiger auf als bei an ERU erkrankten Pferden. Andererseits zeigen Pferde mit ERU ein
signifikant haufigeres Vorkommen der Serovar grippotyphosa. Aus an ERU erkrankten Augen
wurden in Kulturversuchen sowohl in der vorliegenden Arbeit (n=14) als auch bei den
Untersuchungen von WOLLANKE (2002) (n = 358) zu einem hohen Prozentsatz Leptospiren
der Serovar grippotyphosa, nie aber die Serovar icterohaemorrhagiae isoliert. Es ware denkbar,
dass die Serovar icterohaemorrhagiae fur das Pferdeauge weniger pathogen ist, als die Serovar
grippotyphosa. Dies kdnnte bedeuten, dass innerhalb der Gattung kreuzreagierende Antikorper
(FATHALLA u. COGHLAN 1980) der Serovar icterohaemorrhagiae im Blut systemische
Infektionen mit Leptospiren der Serovar grippotyphosa verhindern oder zu einer schnellen
Eliminierung der Leptospiren fiihren. Bei einer Erstinfektion mit der Serovar

icterohaemorrhagiae wéren Augen vor der Serovar grippotyphosa geschitzt, zumal
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Leptospirenantikorper Uber lange Zeit im Blut nachweisbar sind (ROBERTS, 1958; FAINE,
1994).

5.2 Antikorpertiter in der MAR gegen Leptospiren in intraokularen Proben

Es besteht in der MAR von Kammerwasser ein signifikanter Unterschied im Auftreten von
Antikdrpern bei gesunden Augen und ,,ERU*-Augen. Insbesondere auch im Vergleich zu den
Untersuchungen von WOLLANKE (2002), bei denen etwa 90 % der 460 Proben aus an ERU
erkrankten Augen in der MAR ab einem Titer von 1:100 reagierten. Der ursdchliche
Zusammenhang zwischen der ERU und einer intraokularen Leptospireninfektion wird mit der

vorliegenden Untersuchung nochmals untermauert.

5.3 Antikorpernachweis im ELISA gegen Leptospiren in intraokularen

Proben

Auch im ELISA zum Leptospirenantikdrper-Nachweis in Kammerwasser besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen gesunden Augen und ,,.ERU*“-Augen. Nur eine Probe aus den
168 gesunden Pferdeaugen zeigte im ELISA eine positive Reaktion, wahrend 93 % der an ERU
erkrankten Augen positiv reagierten. Es bestehen deutliche Unterschiede in den Mittelwerten der
ELISA-Einheiten von Proben aus Augen mit und Proben aus Augen ohne ERU. Weitere
Untersuchungen an Augen mit ERU waéren sinnvoll, um Infektionsverlaufe darstellen und einen

Vergleich mit gesunden Augen treffen zu kénnen.

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der indirekten Nachweismethoden
MAR und ELISA

167 von 168 Kammerwasserproben zeigten weder in der MAR noch im ELISA Hinweise auf
intraokulare Leptospirenantikérper in gesunden Augen. Nur in einem von 168 gesunden Augen
lieBen sich Leptospirenantikérper nachweisen. Es handelte sich um das gesunde Auge eines

4-jahrigen dunkelbraunen Araberhengstes, bei dem im Zuge einer Vitrektomie des an ERU
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erkrankten Auges aus diagnostischen Griinden eine Parazentese in Vollnarkose erfolgte. Sowohl
die MAR als auch der ELISA verliefen positiv.

Unterschiedliche Ursachen kdnnen dafir infrage kommen:

1. eine Antikdrperdiffusion tber die Blut-Augen-Schranke (HALLIWELL und HINES 1985)

2. eine Verunreinigung des Kammerwassers mit Leptospirenantikdrpern aus dem Blut im Zuge
der Entnahme

3. eine falsch positive Reaktion oder Kreuzreaktion mit nicht primédr gegen Leptospiren
gerichtete Antikorper

4. a) eine intraokulare Leptospiren-Infektion ohne klinische Symptome
b) eine intraokulare Leptospiren-Infektion mit einsetzender Antikérperproduktion und

Erregereliminierung

Eine Diffusion ist sehr unwahrscheinlich, da bei 167 von 168 gesunden Augen keine Antikorper
nachweisbar waren, obwohl ein Grofteil (75 %) der gesunden Pferde AntikOrper gegen
Leptospiren im Blut aufwies. Untersuchungen von intraokularen Proben, auch auf gegen andere
Bakterien gerichtete Antikorper, die im Blut der Pferde vorhanden waren, ergaben keinen
Hinweis auf eine mogliche Antikorperdiffusion durch die Blut-Augen-Schranke (WITMER et
al., 1953; WOLLANKE, 1995).

Insbesondere bei der limbalen Kammerwassergewinnung tiber eine Tunnelung der Hornhaut sind
Blutungen unwahrscheinlich. Durch Verletzungen der Iris kénnen zwar nennenswerte

Blutungen entstehen, treten aber bei der Entnahme in VVollnarkose kaum auf.

Von einem Ablesefehler in der MAR ist nicht auszugehen, da ein Titer von 1:200 nicht die
niedrigste Verdinnungsstufe darstellt. Wegen des gleichzeitig positiven Antikorper-Nachweises
in der MAR und im ELISA ist eine falsch positive Reaktion auf Grund eines Fehlers in der
Durchfiihrung oder eine Verwechslung unwahrscheinlich, zumal im ELISA zwei Anséatze je

Probe untersucht werden.
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Sowohl die MAR, als auch der ELISA gelten als spezifische Untersuchungsmethoden auf
Leptospirenantikorper (BREM et al., 1999 b; LEPTOSPIROSIS REFERENCE LABORATORY,
2004). Mogliche Kreuzreaktionen mit Borrelienantikdrpern sind unwahrscheinlich, da diese
weder in gesunden noch in erkrankten Augen, trotz positiver Antikorpertiter im Blut,
nachgewiesen wurden (WOLLANKE, 1995). Reaktionen mit korpereigenen Strukturen, wie
z. B. der Hornhaut, kommen im Antikorpernachweis nicht infrage, da es sich um korpereigene
Antigene handelt, bei denen Ahnlichkeiten zu Leptospiren bestehen (LUCCHESI u. PARMA
1999). Antikorper, die gegen diese Hornhautstrukturen gerichtet sind, reagieren nicht mit
vollstandig intakten Leptospiren, da die zur Hornhaut &hnlichen Epitope der Leptospiren
intrazellular gelegen sind (PARMA et al., 1997).

Eine mogliche intraokulare Infektion mit Leptospiren ohne Auftreten klinischer Symptome

wird weiter unten im Text diskutiert (siehe 5.7 und 5.8).

Die Ergebnisse des ELISA werden durch die Gold-Standard-Methode MAR bestétigt. Alle
Proben, die in der MAR negativ reagierten, waren im ELISA ebenfalls negativ. Bei der bei
beiden Verfahren positiv getesteten Probe herrschte Ubereinstimmung in der Serovar (siehe
Tab. 4.9.). Die Starke der Reaktion befand sich jeweils nahe der unteren Nachweisgrenze. Der
niedrige Antikorpertiter in der MAR (1:200, siehe Tab. 4.9.) und die im Vergleich zu den an
ERU erkrankten Augen deutlich schwéchere Extinktion im ELISA (69, siehe Tab. 4.5.) kdnnten
fir eine langer zurlckliegende Infektion bzw. fir eine Erregerelimination nach intraokularer

Infektion sprechen (siehe 5.7 und 5.8).

5,5 Kultur

Aus 168 gesunden Augen wurden tiber 4500 Kulturansatze mit unterschiedlichen Verdinnungen
und Hemmstoff-Zusatzen angefertigt und jeweils Uber sechs Monate auf ein
Leptospirenwachstum untersucht. In keinem Ansatz waren Leptospiren nachweisbar, wahrend
die Kulturen mit Proben aus an ERU erkrankten Augen innerhalb von zwei bis acht Wochen zu
57 % ein positives Ergebnis zeigten. Dies beweist den urséchlichen Zusammenhang zwischen
einer intraokularen Leptospireninfektion und der ERU, zumal die Untersuchungsergebnisse mit
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denen von WOLLANKE (2002) fast exakt Gibereinstimmen und zusammen mit der vorliegenden
Studie sowohl gesunde als auch an ERU erkrankte Augen in hoher Anzahl in der Kultur
untersucht wurden. Fir die Diagnostik bietet sich diese Untersuchungsmethode wegen der
niedrigen Sensitivitat, des langsamen Wachstums der Leptospiren (FAINE, 1982; BREM et al.,
1988) und des groRen Zeitaufwandes nicht an.

5.6 PCR

Von 60 augengesunden Pferden wiesen 5 (8,3 %) Hinweise fiur intraokular vorhandene
Leptospiren-Nukleinsduren auf, was in etwa der Haufigkeit des Auftretens der ERU entspricht.
Dies konnte ein Hinweis auf intraokular vorhandene Leptospiren bei noch nicht erfolgter
Antikorperproduktion sein oder Hinweise auf abgestorbenes Erregermaterial darstellen (siehe
5.8). Leider wurden diese Proben von frisch euthanasierten Pferden entnommen, so dass eine
weitere Beobachtung im Hinblick auf eventuell einsetzende Augenentziindungen, sofern es sich
um lebende Leptospiren gehandelt haben sollte, nicht méglich war (die Kulturansatze der Proben
waren negativ, siehe Tab. 4.6.). Auf dem Gebiet der Leptospiren-PCR ist noch intensive
Forschung vonnoten (BOLIN, 2003), bis diese Untersuchungsmethode sichere und spezifische
Ergebnisse mit geringem, fiur klinische Labors vertretbarem Aufwand erbringt. Dennoch
bestehen auch in der PCR signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der gesunden Augen
(5 % positiv) und der Gruppe mit ,,ERU“-Augen (57 % positiv).

5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

5.7.1 Vergleich der Ergebnisse zwischen gesunden und an ERU erkrankten Augen

Zusammenfassend muss bemerkt werden, dass bei allen vier Untersuchungsmethoden auf
intraokular vorhandene Leptospiren (MAR, ELISA, Kultur und PCR) signifikante Unterschiede
zwischen gesunden Augen und an ERU erkrankten Augen bestehen (Tab. 4.8.). Augen mit
»ERU" weisen zu einem hohen Prozentsatz Leptospiren oder Antikorper gegen Leptospiren auf
(WOLLANKE, 2002). Gesunde Augen dagegen reagieren nur vereinzelt oder gar nicht in den
angegebenen Tests. Die Richtigkeit der Ergebnisse des ELISA wurden mit der MAR bestatigt.
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5.7.2 \ergleich der Ergebnisse eines gesunden Auges mit positivem Antikorper-Nachweis

Die Ergebnisse der Probe aus dem gesunden Auge mit positivem indirekten Nachweis (MAR
und ELISA) bei gleichzeitig negativem Ausgang in den direkten Verfahren (Kultur und PCR)
sprechen aus labordiagnostischer Sicht flr eine vor langerer Zeit abgelaufene intraokulare
Leptospireninfektion mit Erregerelimination. Anamnestisch und klinisch lielen sich keine
krankhaften  Verdnderungen feststellen. Dies ware durch eine Resorption der
Entzindungsprodukte nach einer vom Besitzer unbemerkt abgelaufenen Entziindungsreaktion
mit anschliefender Erregerelimination zu erklaren. Die Besitzerin konnte etwa ein Jahr nach der
Entlassung des Patienten berichten, dass in der Zwischenzeit keinerlei Anzeichen einer

Entzlindung aufgetreten waren.

5.7.3 Vergleich der Ergebnisse der Augen mit ERU

Der Vergleich der MAR mit dem ELISA bestétigt die Richtigkeit der im ELISA festgestellten
Ergebnisse, so dass bei Untersuchungen einer groBeren Anzahl von ,,ERU“-Augen mit dem
ELISA Erkenntnisse Uber die Infektionsverlaufe zu erwarten sind. Die Ubereinstimmung der
nachgewiesenen Serovare in MAR, ELISA und Kultur unterstreicht die Ergebnisse von
WOLLANKE (2002), bei deren Untersuchungen die Spezifitat der Antikdrper in 96 % (179/187)
der angeziichteten Serogruppe entsprach. In funf Féllen stimmten die Ergebnisse der positiven
Kulturen mit der PCR Uberein. Es traten sowohl negative Kulturen bei positiver PCR (Pferd 5.
und 14.) als auch positive Kulturen bei negativer PCR auf (Pferd 1. und 6.). Es sind weitere
Untersuchungen von Augen mit und ohne ERU in der PCR nétig, um die

Untersuchungsergebnisse richtig deuten und damit klinisch nutzbar machen zu kdnnen.
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5.8  Schlussfolgerung

Mit der vorliegenden Arbeit sind jetzt auch gesunde Augen in groRer Anzahl (168 Augen von
100 Pferden) auf intraokulare Leptospireninfektionen untersucht worden. Der ursdchliche
Zusammenhang zwischen der ERU und einer intraokularen Leptospireninfektion wird weiter

untermauert.

Allerdings bleibt weiterhin ungeklart, welche Umstande dazu fiihren, dass die Erreger in das
Augeninnere gelangen koénnen. Ebenfalls sind die Vorgange im Auge, die zu rezidivierenden
Entztindungen fihren, und inwieweit Autoimmunreaktionen hierbei eine Rolle spielen, noch
nicht eindeutig verstanden. Auch der genaue Ort, wo sich die Leptospiren im Auge befinden, ist
unklar. Obwohl in der Literatur Hinweise fir schiitzende Umhullungen erwahnt werden (FAINE,
1994; NIEDERMAIER, 2002), ist die Frage, wie es moglich ist, dass Leptospiren und spezifisch
gegen diese Erreger gerichtete AntikOrper gleichzeitig im Auge auftreten, nicht geklart.
WOLLANKE (2002) hat sich intensiv dieser Thematik gewidmet und Antwortmdglichkeiten,
insbesondere zur Pathogenese und zu mdglichen Orten der Leptospiren-Persistenz, nachdem der

erste Entziindungsschub stattgefunden hat, aufgezeigt.

Ob es mdglich ist, dass Leptospiren zunéchst in das Auge gelangen und dort Uber langere Zeit
persistieren kdnnen, ohne eine Abwehr- oder Entziindungsreaktion auszuldsen, konnte mit dieser
Arbeit nicht sicher geklart werden, es ergaben sich jedoch Hinweise auf eine Leptospiren-

infektion bei gesunden Augen.

Hinweise, die fir eine mdgliche asymptomatische intraokulare Leptospireninfektion sprechen,

sind:

1) Das positive PCR-Ergebnis in 5% der untersuchten gesunden Augen bzw. 8 % der
untersuchten gesunden Pferde bei gleichzeitig negativen Ergebnissen der Antikorper-
Nachweisversuche.

2) Die Ubereinstimmung der Haufigkeit der positiven PCR bei Proben aus gesunden Augen mit
der in der Literatur angegebenen Prévalenz der ERU (CROSS, 1966; GELATT, 1972;
BISTNER u. SHAW, 1980; LAVACH, 1990; SPIESS, 1997, SZEMES u. GERHARDS,
2000).
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3) Die lange Zeit (Monate bis Jahre) zwischen systemischer Infektion und dem Auftreten von
klinischen Anzeichen am Auge (ROBERTS, 1958; WILLIAMS, 1971), zumal lebende
Leptospiren nur fir kurze Zeit (etwa 9 Tage) im Blut nachweisbar sind (WILLIAMS, 1971).

4) Die Eigenschaft des Auges, schadigende Entziindungsreaktionen zu unterdriicken (ALLEN
etal., 1996; NUSSENBLATT u. GERY, 1996).

5) Die Abgrenzung des Glaskorpers vom humoralen (Immun-) System beim ,,gesunden* Auge
(NUSSENBLATT u. GERY, 1996).

6) Die geringe direkte gewebeschédigende Wirkung der Leptospiren (FAINE et al., 2000).

7) Die Mdoglichkeit, dass Leptospiren aktiv in Zellen eindringen kénnen (THOMAS und
HIGBIE, 1990) und intrazelluldr nachgewiesen wurden (BARNETT et al., 1999). Im Auge
kédmen Hyalozyten oder Fibrozyten in Betracht, Leptospiren zu beherbergen (WOLLANKE,
2002).

8) Die Hinweise darauf, dass Leptospiren im Urin wirtseigene Proteine und Polysaccharide, die
eine Agglutination durch Antikdrper verhindert, aufweisen (FAINE, 1994).

Dagegen spricht, dass sich aus keinem der in der Kultur untersuchten gesunden Augen

Leptospiren anziichten lieRen, auch nicht aus denen mit positivem Nukleinsdure-Nachweis.

Allerdings konnte der Lebendnachweis von Leptospiren durch eine geringe Anzahl bzw. ein

intrazellulares Vorkommen dieser Erreger in gesunden Augen erschwert sein.

Mit dieser Untersuchung hat sich gezeigt, dass ophthalmologisch gesunde Augen auf
Leptospirenantikorper-Nachweisversuche in der MAR zu 99 % negativ reagierten, wahrend sich
in 100 % der Augen mit ERU intraokulare Antikdrper gegen Leptospiren nachweisen lielien.
Aus diesem Grunde ist die MAR abgesehen davon, dass mit lebenden Leptospiren gearbeitet
werden muss, als relativ einfache, schnelle und preisglnstige Methode gut geeignet fiir die ERU-

Diagnostik und Indikationsstellung zur Vitrektomie in unklaren Fallen.

Die Indikation zu einer diagnostischen Parazentese muss wegen Narkoserisiken, Infektions- und
Verletzungsgefahren &uRerst kritisch gestellt werden. Vorsorgeuntersuchungen von vor-
berichtlich und ophthalmoskopisch gesunden Pferdeaugen erscheinen nicht ratsam, da die
Wahrscheinlichkeit, Leptospiren oder Leptospirenantikdrper nachzuweisen, laut dieser

Untersuchung sehr gering ist.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine akut auftretende, chronisch rezidivierende
serohaemorrhagische Entziindung der Uvea, die durch Entfernung des Glaskorpers und Spiilung
des Augeninneren (Vitrektomie) mit groflem Erfolg therapiert werden kann. Durch die
Einflihrung dieser Operationstechnik und der Parazentese bei Pferdeaugen wurde intraokulares
Material in grofem Umfang der labordiagnostischen Untersuchung zu Forschungs- und
Diagnosezwecken zuganglich. Es hat sich gezeigt, dass Pferdeaugen mit rezidivierender Uveitis
in allen Krankheitsstadien zu einem hohen Anteil (>50 %) Leptospiren und gleichzeitig
spezifische Antikorper gegen diesen Keim aufweisen. Obwohl Leptospiren nach experimenteller
Infektion nur bis zum neunten Tag im Blut nachweisbar sind, treten Augenveranderungen oft erst
Monate bis Jahre nach (spontaner und experimenteller) systemischer Infektion auf. Es stellte sich
die Frage, ob lebende Leptospiren die Mdglichkeit besitzen, im Stadium der Leptospirdmie aktiv
in gesunde Augen einzudringen und dort, ohne sofort eine Abwehrreaktion zu provozieren,

intraokular persistieren kénnen.

Ziel

Ein Lebend- oder DNA-Nachweis im vorberichtlich und ophthalmoskopisch gesunden Auge bei
gleichzeitig negativem Antikdrpernachweis konnte die lange Zeit zwischen dem Ende der
Leptospirdmie und dem Beginn der Uveitis erkldren. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es
daher, zu klaren, ob in ophthalmologisch gesunden Pferdeaugen Hinweise auf intraokulare
Leptospireninfektionen vorhanden sind.

Patienten und Methoden

Intraokulares Probenmaterial aus 168 ophthalmologisch gesunden Augen von 100 Pferden
konnte mittels MAR, indirektem ELISA und Kultur auf eine intraokulare Leptospireninfektion
untersucht werden. In der PCR wurden 120 Proben von 60 augengesunden Pferden auf
Leptospiren-DNA getestet. Als Kontrollgruppe dienten Proben aus 14 Augen mit ERU.
Zusétzlich wurde die MAR zum Antikérpernachweis bei 71 Serumproben von Pferden ohne
ERU und 25 Seren von Pferden mit ERU durchgefiihrt.
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Ergebnisse

\Von 168 Proben aus gesunden Augen zeigte ein Auge (0,6 %) positive Antikdrpernachweise in
der MAR und im ELISA, wobei kulturelle Versuche in keiner (0,0 %) der 168 Proben positiv
verliefen. Mittels PCR lie sich in 6 von 120 gesunden Augen (5,0 %) bei gleichzeitig negativem
Antikdrpertest Leptospiren-DNA nachweisen. Die Kontrollgruppe wies in 14 von 14 Fallen (100
%) in der MAR und in 13 von 14 Fallen (93 %) im ELISA positive Antikdrpernachweise auf.
Sowohl Kultur als auch PCR verliefen 8-mal positiv (57 %). Der Vergleich der gesunden mit den
an ERU erkrankten Augen zeigte im Chi-Quadrat-Test in allen vier angewandten Methoden
signifikante Unterschiede (p <0,001). Bei Serumuntersuchungen in der MAR war mit 75 %
positiven Proben (53/71) bei Pferden ohne und 92 % (23/25) bei Pferden mit ERU kein
signifikanter Unterschied festzustellen (p = 0,066).

Schluf3folgerungen

1) Eine asymptomatische Besiedlung des Glaskdrpers scheint, wenn (berhaupt mdglich, auf
Einzelfalle beschrankt zu sein. Die DNA-Nachweise in ophthalmologisch gesunden Augen bei
gleichzeitig negativem Antikorpernachweis konnten Hinweise auf eine vom korpereigenen
Abwehrsystem nicht erkannte intraokulare Leptospireninfektion darstellen. Lebende Leptospiren
lielRen sich allerdings nicht anziichten.

2) Der Zusammenhang zwischen der ERU und einer intraokularen Leptospireninfektion wird
nochmals untermauert.

3) Im Hinblick auf die Tatsache, dass bei 168 ophthalmologisch gesunden Augen sich nur in
einem Auge Antikorper nachweisen lielen, sollte die Indikationsstellung fir die diagnostische

Kammerwasserpunktion bei ,,gesunden* Augen auf Ausnahmefélle beschréankt bleiben.
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7 SUMMARY

Does a subclinical intraocular leptospiral infection exist in the horse?

Stefan Gesell

Introduction

Equine recurrent uveitis presents as an acute manifestation of a chronic recurrent
serohemorrhagic inflammation of the uvea. This disease can be treated with great success using
the pars plana vitrectomy technique. Introduction of this surgical technique as well as routine
diagnostic aqueocentesis performed on equine eyes has provided substantial intraocular material
for diagnostic evaluation and scientific research. In equine eyes with recurrent uveitis it was
possible to concomitantly isolate leptospires as well as leptospira specific antibodies regardless
of the stage of disease. In comparison, leptospires can only be detected in the blood of
experimentally infected horses for up to nine days. Clinical signs of recurrent uveitis often first
appear months, or even years, after spontaneous or experimental systemic infection has occurred.
Is it possible for leptospires to actively invade the eye during the stage of bacteremia and persist

without initiating an immediate local immune response?

Objective

Isolation of leptospires or their DNA from anamnestic and ophthalmoscopic inapparent eyes
revealing no antibody titers possibly explains the long period of incubation in this disease. The
objective of this study was to provide evidence of leptospiral presence in ophthalmologic healthy

equine eyes.

Materials and methods

Intraocular material from 168 ophthalmologic healthy eyes from 100 horses were subjected to
MAT, indirect ELISA and culture testing for the presence of intraocular infection with
leptospires. PCR was implemented to screen 120 specimens from 60 horses determined to be
free from ocular disease for the presence of leptospiral DNA. Intraocular samples from 14 eyes

obtained from horses diagnosed with ERU served as the control group. Additionally, the serum
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from 71 horses without ERU, and the serum from 25 horses with ERU were tested for the

presence of leptospiral antibodies using the MAT.

Results

From the 168 specimens taken from the healthy eyes, only one eye (0.6 %) revealed a positive
antibody titer in the MAT and ELISA, whereas, none of the cultures were positive (0.0 %). The
PCR was positive for leptospiral DNA in 6/120 eyes (5.0 %) with concomitantly negative
antibody test results. In the control group 14/14 cases in the MAT (100 %) and 13/14 cases
(93.0 %) in the ELISA revealed antibodies. Culture and PCR were positive simultaneously in 8
samples (57.0 %). Comparison of the healthy eyes and eyes with ERU in the chi-square-test
revealed a significant difference (p < 0,001) independent of the method used (MAT, ELISA,
culture, PCR). No significant difference (p=0,066) could be detected between the 53/71
(75.0 %) horses without signs of ERU and the 23/25 (92.0 %) horses with signs of ERU in the
serological MAT.

Conclusions

1) A subclinical leptospiral infection of the vitreous body, if at all possible, is restricted to
isolated cases. The appearance of DNA in ophthalmologic healthy eyes with simultaneously
negative antibody results could possibly be interpreted as an intraocular leptospiral infection that
has evaded recognition from the host’s immune system. Nevertheless, it was not possible to
culture living leptospires.

2) Further evidence of the relationship between ERU and intraocular leptospiral infection was
presented.

3) Because antibodies were only detected in the aqueous humor of 1/168 ophthalmologically
asymptomatic eyes included in this study, diagnostic agueocentesis should only be carried out on

such eyes in exceptional situations.
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