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Erste Ergebnisse dieser Arbeit wurden als Poster am 27. DVG Kongress in Berlin
,rierseuchenbekampfung im  Spannungsfeld zwischen Wissenschaft und
offentlichem Interesse im April 2007 unter dem Titel ,Real-time PCR for the
detection of pathogenic Leptospira using LUX™ primers” vorgestellt.

Im Epidemiologischen Bulletin Nr. 9/2007 vom Robert Koch Institut (RKI) wird in dem
Fallbericht ,Leptospirose unter dem Bild eines Multiorganversagens nach Rattenbiss®
das Ergebnis einer Untersuchung mit dieser PCR erwdhnt. Ausfuhrlicher wird die
Vorgehensweise in dem Artikel ,Severe course of rat bite-associated Weil's disease
in a patient diagnosed with a new Leptospira-specific real-time quantitative LUX-
PCR” im Journal of Medical Microbiology (57/2008) beschrieben.
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1 Einleitung

In Indien ist die Leptospirose die haufigste Ursache einer infektiosen Uveitis beim
Menschen. Bis vor knapp zwanzig Jahren war sich dessen jedoch kaum einer
bewusst. Durch einen Wandel in der Epidemiologie erlangte die Leptospireninfektion
weltweit erhéhte Aufmerksamkeit. Die Einfuhrung molekularbiologischer Methoden
brachte eine Wende in das Verstandnis um die Genomstruktur und Taxonomie der
Leptospiren. Mit der Zeit werden die Pathogenese und Immunantwort,
Virulenzfaktoren und Wirt-Bakterium Interaktionen bekannt und bereiten den Weg fur
neue Ansatze in Diagnostik, Therapie und Prophylaxe. Leptospiren sind ein Genus
der Spirochéaten, einer der altesten Bakterienklassen auf der Welt. Der direkte
Erregernachweis in Form einer kulturellen Isolierung ist aufgrund ihres langsamen
Generationszyklus mihsam und eignet sich daher nur bedingt fir eine
Laboruntersuchung. Einen bemerkenswerten Fortschritt brachte die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und ist heutzutage aus der modernen Infektionsdiagnostik
sowohl in der Human-, als auch in der Veterindrmedizin nicht mehr wegzudenken.
Nun handelt es sich bei einer Leptospirose primar um eine systemische Erkrankung,
die jahrlich in der Tierzucht und Nutztierhaltung durch Fruchtbarkeitsstérungen,
Aborte, Geburt lebensschwacher Jungtiere sowie Rickgang der Milchleistung zu
hohen wirtschaftlichen Einbuf3en fihrt und in der Humanmedizin aufgrund der nicht
zu unterschatzenden Mortalitatsrate gefiirchtet wird. Genauso gut kann sie sich aber
auch als leichte ,Erkaltung® darstellen oder vollig symptomlos verlaufen. Die
Mannigfaltigkeit der Symptome lasst eine klinische Diagnose nicht zu und sorgt
daflr, dass eine Leptospireninfektion beinahe immer auf der Liste an
Differentialdiagnosen in  der Atiologie von Infektionskrankheiten steht.
Laboruntersuchungen in Deutschland weisen darauf hin, dass die Leptospirose die
haufigste Ursache einer infektiosen Uveitis beim Pferd darstellt. Immerhin gilt die
equine rezidivierende Uveitis (ERU) als eine Kklinische Ausdrucksform einer
intraokularen Leptospireninfektion und steht weltweit an erster Stelle der
bedeutendsten Augenerkrankungen beim Pferd.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, flr das Bayerische Landesamt flir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit (LGL) in OberschleiBheim eine quantitative ,real-time“
PCR (gPCR), auf Basis der ,Light Upon eXtension® (LUX™) Technologie, zum
Nachweis der Deoxyribonucleinsdure (DNA) pathogener Leptospiren in biologischen
Proben fur die Routinediagnostik zu entwickeln. Eine praktikable Extraktionsmethode
wurde ausgewahlt und optimiert. Eine interne Kontrolle wurde etabliert und fand
Anwendung, um mdogliche falsch negative Ergebnisse aufgrund einer PCR-
Hemmung zu erkennen. Das Verfahren wurde in erster Linie genutzt, um die Menge
an Leptospiren in Glaskdrper- und Kammerwasserproben aus der Klinik fur Pferde
der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU), Minchen, zu bestimmen. Die Anwendung
der neuen und kostengtinstigen gPCR hat sich auch bei einem aktuellen Zoonosefall,
ausgeldst durch infizierte Hausratten, bewahrt.



2 Literatur

2.1 Leptospiren

2.1.1 Morphologie

Leptospiren (gr., leptds: dunn, fein, zart; gr., speira: das Gewundene, die Windung)
sind bewegliche Bakterien der Klasse Spirochaetes. Sie sind etwa 6 um bis 30 um
lang und erreichen einen Durchmesser von 0,1 um bis 0,2 um. Damit gelingt es
ihnen selbst 0,22 um Filter zu passieren. Ihr Zellaufbau entspricht weitestgehend
dem gramnegativer Bakterien, weshalb sie heute noch diesen zugeordnet werden
(Levett, 2001).
Jeweils an einem Pol auflere Membran ,
entspringt ein Flagellum,
welches nach Durchtritt

periplasmatischer

der Peptidoglykanschicht Ravm

im periplasmatischem Flagellum
Raum in  Richtung Peptidoglykanschicht S<——= ' =S
gegenuberliegendem _ cronon R
Ende verlauft (Abbildung innere Membran :

1). Auf halber Strecke
enden beide Flagellen
ohne sich zu uberlappen.
Das proximale Ende des
Flagellums ist gebogen
und sorgt fur das unter
dem Mikroskop
charakteristisch,
erkennbare abgeknickte
Ende (,Kleiderbugel®) der
Leptospiren. Das
Flagellum, auch als
Axialfilament bezeichnet,
ist aus
Proteinuntereinheiten

aufgebaut (flaB  Gen), Abbildung 1. Das gebogene Ende eines Schraubenbakteriums mit der
welche von einer Hille Insertionsstelle fir ein Flagellum. Querschnitt mit Darstellung der Flagellum

. Protein Untereinheiten FlaB. Chromosome: ( . Modifiziert nach:
aus FlaA Proteinen  htp://afowler8.myweb.uga.edu/spirochaetes.htm; Charon et Goldstein,

umgeben sind. 2002

Leptospiren konnen rotierende, kreiselnde, beugende und vorwarts-gerichtete
Bewegungen durchfiihren. Eine Inaktivierung des flaB Genes zeigte, dass die
Bakterien sich nicht mehr bewegen kdnnen, weil die beiden polaren Flagellen fehlen.
AulRRerdem scheinen sie unter dem Mikroskop gerade, doch immer noch gewunden.
Die klassische helikale Form ist unabhangig von der Existenz der Flagellen (Bharti et
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al., 2003; Canale-Parola, 1977; Charon et Goldstein, 2002; Kan et Wolgemuth, 2007;
Li et al., 2000; Mitchison et al., 1991; Picardeau et al., 2001; Wolgemuth et al., 2006).
Die aulRere Membran der Leptospiren enthalt Proteine, Lipide, Lipoproteine und
Lipopolysaccharide (LPS). Im Vergleich zu Escherichia coli (E. coli) ist die
Konzentration von Proteinen um das Hundertfache niedriger (Haake et al., 1991).
Dafir enthalt die &uRere Membran eine grol3e Anzahl an Lipoproteinen, welche zum
Teil direkt in die Pathogenese und Immunantwort involviert sind (Babu et al., 2006;
Barnett et al., 1999; Cullen et al., 2002; Haake, 2000; Setubal et al., 2006; Sonrier et
al., 2000; Yang, 2007). Die Peptidoglykanschicht liegt der inneren Membran eng an.
Ihr wird eine Rolle in der Phagozytosestimulierung und Produktion von Tumor
Nekrose Faktor a (TNF-a) durch Monozyten zugesprochen (Cinco et al., 1996;
Dobrina et al., 1995). Penicillin bindende Proteine sind mit dem Peptidoglykan/innere
Membran Komplex assoziiert (Brenot et al., 2001).

2.1.2 Taxonomie und Nomenklatur

Traditionell werden die Leptospiren in zwei Spezies eingeteilt, den apathogenen
Leptospira (L.) biflexa (sensu lato) und den pathogenen L. interrogans (sensu lato).
Mithilfe von Hyperimmunseren, die aus Kaninchen gewonnen werden, kdnnen die
Bakterien Serovaren zugeordnet werden, die wiederum in Serogruppen
zusammengefasst sind (Levett, 2001).

Die Einfihrung molekularbiologischer Methoden brachte eine Wende in der
taxonomischen Einteilung (Abbildung 2). Mithilfe der DNA-DNA Hybridisierung und
der 16S rRNA Gen-Sequenzierung konnten den Leptospiren bisher 18 Genospezies
zugeordnet werden (Arzouni et al., 2002; Brenner et al., 1999; Chappel et al., 1998;
Levett et al., 2006; Morey et al., 2006; Paster et Dewhirst, 2000; Perolat et al., 1990,
1998; Petersen et al., 2001; Ramadass et al., 1992; Slack et al., 2006a; Yasuda et
al., 1987; Yersin et al., 1998). Grundsatzlich bedarf eine Spezies mindestens 70%
ahnlicher DNA mit hochstens 5% Divergenz, sprich ungepaarter Basen. Die
Genospezies L. interrogans (sensu strictu), L. kirschneri, L. borgpetersenii, L. fainei,
L. santarosai, L. noguchii, L. weilii und L. alexanderi, sowie L. genospecies 1 werden
der Gruppe der pathogenen Leptospiren zugeordnet. Dahingegen sind L. biflexa
(sensu strictu), L. meyeri, L. wolbachii, sowie L. genospecies 3, 4 und 5
Leptospirenspezies, die rein saprophytar leben und sich im Gegensatz zu den
pathogenen Leptospiren auch aullerhalb des Wirtsorganismus vermehren; sie
werden den apathogenen Leptospiren zugeordnet. Zu drei Genospezies, L. inadai, L.
broomii und L. licerasiae liegen dazu noch nicht ausreichende Informationen vor;
ihnen wird bisher eine intermediare Stellung zugesprochen. Je mehr
Leptospirenstamme klassifiziert werden, desto eher ist auch mit einer Umgruppierung
dieser Einteilung zu rechnen (Ganoza et al., 2006; Haake, 2006; Levett, 2001; Levett
et Smythe, 2006).
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Klasse

Ordnung

Spirochaetes

Spirochaetales

Familie Leptospiraceae

Genus Leptonema Leptospira

Spezies Leptospira
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. interrogans

. borgpetersenii
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. genospecies 1
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rrrrrrrrCrr-

Turneriella Brachyspira Brevinema Borrelia Cristispira  Spironema

traditionell genetisch traditionell
L. interrogans L. biflexa L. biflexa
Serogruppen: 31 L. meyeri Serogruppen: 3
Serovare: > 268 L. wolbachii Serovare: > 60

L. genospecies 3

L. genospecies 4

L. genospecies 5

Brachyspiraceae

Spirochaetaceae

Abbildung 2. Taxonomische Einteilung der Leptospiren. ? intermediar
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Nach internationaler Vereinbarung (,International Leptospirosis Society”, ILS:
www.med.monash.edu.au/microbiology/staff/adler/ils.html) wird folgende
Schreibweise verwendet, zum Beispiel: Leptospira interrogans Serovar Hardjo
Stamm Hardjoprajitno. Aber man beachte: Leptospira borgpetersenii Serovar Hardjo
Stamm Hardjobovis. Dieses Beispiel zeigt, dass zwei Spezies, die sich auf DNA-
Ebene eindeutig voneinander unterscheiden, sich antigenetisch, sprich auf LPS-
Ebene, gleichen und somit serologisch nicht eindeutig differenziert werden kénnen
(Hartskeerl, 2005; Hotka et al., 2007; Masri et al., 1997).

2.1.3 Ernahrung und Stoffwechsel

Leptospiren haben einfache, aber ungewdhnliche Bedirfnisse. Sie benétigen als
Kohlenstoffquelle langkettige Fettsduren, in der Regel C12 bis C18. Ihre Energie
gewinnen die Bakterien durch B-Oxidation. Mit ,Zucker (Kohlenhydraten) kénnen sie
nichts anfangen. Auch sind sie nicht in der Lage, langkettige Fettsduren de novo zu
synthetisieren. Gleichzeitig wirken freie Fettsauren toxisch auf die Leptospiren.
Daher enthalten Kulturmedien meist Sorbitolkomplexe (Tween) welche von bovinem
Serum-Albumin (BSA) adsorbiert werden. Dadurch werden den Leptospiren die
notwendigen Fettsauren in wohl dosierter Konzentration zur Verflgung gestellt.
Glycerol fordert bei manchen Leptospiren die Wachstumsrate. Auch der Zusatz von
Pyruvat kann, vor allem bei kleinen Ausgangsmengen einiger Stamme, hilfreich sein.
Als einzig bekannte Stickstoffquelle nutzen die Leptospiren Ammoniumionen, welche
sie aus dem Zusatz von Ammoniumsalzen oder der Desaminierung von
Aminosauren erhalten. Leptospiren sind Katalase und Oxidase positiv.
Cyanocobalamin (Vitamin Bi,) und Thiamin (Vitamin B;) sind lebensnotwendig, fur
manche Stdmme auch Biotin. SchlieBlich sind flr die Leptospiren Phosphate,
Magnesium, Calzium und Eisen essentiell, wobei ihnen das Eisen in Form von
dreiwertigen lonen (Fe*™™) oder als Ham-Verbindung, wie im H&amoglobin oder
Hamatin, am liebsten ist (Henneberry et Cox, 1970; Johnson et al., 1969, 1973,
Levett, 2001; Louvel et al., 2006; Ren et al., 2003; Sambasiva et al., 2003; Sritharan
et al., 2006; Velineni et al., 2006; WHO, 2003; Zou et al., 2007).

2.1.4 Vorkommen

Leptospiren kommen weltweit vor: Wo immer man sie auch sucht, werden sie
gefunden (Cachay et Vinetz, 2005). Apathogene Leptospiren sind in der Lage, sich
aul3erhalb eines Wirtsorganismus zu vermehren; anstatt dem Begriff apathogen, wird
auch héaufig von saprophytdr lebenden Leptospiren gesprochen. Pathogene
Leptospiren hingegen brauchen unter nattrlichen Bedingungen einen Wirt, um weiter
zu bestehen; nichtsdestotrotz konnen sie auch aufRerhalb eines Organismus unter
gunstigen Bedingungen mehrere Wochen Uberleben und infektios bleiben; eine
Ausnahme scheinen Leptospiren der Genospezies L. borgpetersenii zu bilden, die
aufgrund ihrer erheblichen Genomreduktion méglicherweise die Fahigkeit auRerhalb
des Wirtes zu uberleben verloren haben (Bulach et al., 2006; Matsunaga et al., 2007;
Trueba et al.,, 2004). Werden pathogene Leptospiren Uber einige Zeit in vitro
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subkultiviert, so mindert sich ihre Infektiositat erheblich, die sie nach einer in vivo
Passage jedoch wieder erlangen. Leptospiren kdnnen sich in allen Wirbeltieren
vermehren; die grof3te Bedeutung haben aber wohl die Kleinsauger (Ratten, Mause,
Sumpfbiber, Stinktiere) sowie fir den Menschen als bedeutsame Kontakttiere die
Nutz- und Haussaugetiere, insbesondere die Rinder, Schweine und Hunde sowie
Ratten und Mause (Colagross-Schouten et al., 2002; Everard et al., 1988; Hartskeerl
et Terpstra, 1996; Kik et al., 2006; Michel et al., 2001; Straube, 2007).

Ein Schmarotzer hat nicht viel davon, wenn er seinen Gastgeber erheblich schwécht,
krank macht oder gar totet. Daher haben die Leptospiren sich an das Leben einiger
Wirte soweit adaptiert, dass sie diese kaum bzw. selten schadigen. Die Nieren,
bevorzugt die proximalen Tubuli, kdnnen voll von Leptospiren sein, ohne dass
pathohistologisch Veranderungen sichtbar sind oder Antikdrper im Blut mittels einem
mikroskopischem Agglutinationstest (MAT) nachweisbar. Reservoirtiere, wie z.B. die
Ratten, kbénnen ein Leben lang Trager von Leptospiren sein, ohne scheinbar in ihrem
Verhalten, der Fortpflanzung und Lebenserwartung gestort zu sein (Bunnell et al.,
2000; Caley et Ramsey, 2001; Cox et al., 2005; Day et al., 1998; Leonard et al.,
1992; Mino, 1942; Sunbul et al., 2001; Thiermann, 1981).

Wenn Leptospiren den Wirt wechseln, gelangen sie vornehmlich mit dem Urin in die
Umwelt. Welche Faktoren Einfluss haben, ob und wie viele Bakterien mit dem Urin
ausgeschieden werden, sind noch Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.
Sicher ist, dass die Ausscheidung diskontinuierlich erfolgt und zwar nicht nur bei
Reservoirtieren, sondern auch bei erkrankten Tieren und Menschen (Ellis et al.,
1986a; Heath et Johnson, 1994; Michna, 1970; Thiermann, 1982). Fir ein Uberleben
in der Umwelt brauchen es die Bakterien wenigstens feucht, angenehm (moderat)
warm und weitestgehend pH neutral bis leicht alkalisch (Johnson et al.,, 2004;
Karaseva et al., 1973).

2.1.5 Genom

Bisher sind in der ,National Center of Biotechnology Information® (NCBI)
Gendatenbank (http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/) Vollsequenzen von vier
Leptospirenstdammen zu finden (Bulach et al., 2006; Fang et al., 2005; He et al.,
2007; Nascimento et al., 2004a, 2004b; Ren et al., 2003). Leptospiren haben zwei
DNA doppelstrangige, zu einem Ring geschlossene Chromosomen (Boursaux-Eude
et al.,, 1998). Das Chromosom | enthalt betrachtlich mehr Nucleotide als das
Chromosom II. Vergleicht man die Gro3e des Genoms der vier Leptospiren, so fallen
deutliche Unterschiede auf (Tabelle 1). Im Durchschnitt ergeben sich 4,3x10°
Basenpaare (bp). Wirde man die DNA beider Chromosomen von 200 Leptospiren
extrahieren, so erhielte man ungefahr eine Lésung von 1 pg/ul (Palaniappan et al.,
2005). Bourhy et al. (2007) konnten erstmals im Genom von Leptospira interrogans
Serovar Lai eine genomische Insel charakterisieren, welche sich aus dem
Chromosom l6sen und ein eigenstandiges Plasmid bilden kann.
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Tabelle 1. Ubersicht vollsequenzierte Leptospirenstimme

L. interrogans Serovar Lai L. interrogans Serovar L. borgpetersenii Serovar L. borgpetersenii Serovar
Stamm 56601 Copenhageni Stamm Hardjo-bovis Stamm Hardjo-bovis Stamm
Fiocruz L1-130 JB197 L550
Chromosom | 1l | Il | 1] | I
Refseq NC_004342  NC_004343 NC_005823 NC_005824 NC_008510 NC_008511 NC_008508 NC_008509
Genbank AE010300 AE010301 AE016823 AE016824 CP000350 CP000351 CP000348 CP000349
Lange nt 4.332.241 358.943 4.277.185 350.181 3.576.473 299.762 3.614.446 317.336
GC % 35 35 35 34 40 40 40 40
Kodierung % 77 79 74 74 72 74 73 73
Gene 4401 367 3481 272 2980 262 3003 270
Proteine 4360 367 3394 254 2645 235 2703 242
Struktur 41 keine 42 keine 40 keine 42 keine
RNAs
Pseudogene keine keine 1 keine 274 27 237 27
Andere keine keine keine 1 148 8 147 8

Informationen entnommen von http://www.ncbi.nim.nih.gov/, Stand Juli 2007

2.2 Leptospirose

2.2.1 Epidemiologie

Die Leptospirose ist die am weitesten verbreitete Zoonose der Welt. Nach einem
,World Health Organization® (WHQO) Bericht (1999) gehéren Lander wie Brasilien,
Barbados und Neukaledonien mit mehr als 100 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner im Jahr unter anderem zu den Landern mit der héchsten Inzidenz. Dort
machen allein die Patienten mit Leptospirose 8% aller Einlieferungen auf die
Intensivstation aus. Aber selbst in Australien, in dem Queensland mit einer Rate von
3 Personen pro 100.000 Menschen die hdchste Inzidenz aufweist, konnte man
nachweisen, dass die Halfte aller Menschen, die nachweislich an Leptospirose
erkranken, stationar behandelt werden missen und dieser Aufenthalt durchschnittlich
drei Tage dauert. Die Dunkelziffer an tatsachlich an Leptospirose erkrankter
Menschen wird als sehr hoch angenommen (Ashford et al., 2000; Bharti et al., 2003;
Bovet et al., 1999; Ciceroni et al., 1995; Everard et al., 1984; Ferguson, 1993; Levett,
2001; Martone et Kaufmann, 1979; Mérien et Perolat, 1996; Michel et al., 2002;
Slack et al., 2006¢; de Souza, 2006; Vinetz, 1997, 2001).

Bevor der Mensch dem Erreger einen Namen geben konnte, erkannte er doch bald
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer bestimmten Erkrankung und
zum Beispiel dem Arbeiten auf dem Feld (Feldfieber) oder dem Baden in einem
Fluss (Charentefieber). Man nimmt heute an, dass zumindest einige der seit Beginn
von Aufzeichnungen erwdhnten fieberhaften Erkrankungen mit Gelbsucht auf eine
Leptospirose zuriickzufihren sind. Immerhin gelten Spirochaten als eine der altesten
Bakterienklassen  Uberhaupt. |hre  phylogenetische  Abspaltung in  der
Bakterienevolution ereignete sich sehr friih (Paster et al., 1991). Die ersten
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klinischen Fallberichte von Leptospirosen, nach Bekanntwerden des Bakteriums
durch Inada und seine Kollegen 1914/1915, hatten zur Folge, dass man den
Leptospiren den Namen der verursachten Erkrankung zuteilte (Gsell, 1984;
Kobayashi, 2001); so war man zunachst der Uberzeugung, L. Grippotyphosa
verursacht klassischer Weise eine Magendarmgrippe bei Menschen, L. Canicola ist
fur die Leptospirose beim Hund zustdndig und L. Icterohaemorrhagiae 16st die
schwere ikterische Weil'sche Krankheit beim Menschen aus. Doch es stellte sich
heraus, dass in Australien L. Australis dieselbe Erkrankung ausloste, wie L.
Andamana auf den Andamaneninseln oder L. Autumnalis im Herbst (Tabelle 2).
Inzwischen ist bekannt, dass die meisten pathogenen Leptospiren nahezu jede Form
der Leptospirose bei jedem Wirbeltier auslésen konnen. Bestimmte
Leptospirenstamme haben sich im Laufe der Evolution unabh&ngig voneinander an
das Uberleben in bestimmten Wirtsspezies adaptiert und sich ihre bevorzugte
Okologische Nische gesucht. Daher ruhrt die unterschiedliche geographische
Haufigkeitsverteilung der Leptospiren von der vorherrschenden Wirtspopulation in
einer Gegend (Alexander et al., 1963; Bharti et al., 2003; Everard et al., 1976, 1980;
Jusatz, 1941; Levett et al., 1998; Matthias et Levett, 2002; Mino, 1942; Rimpau,
1942; Santa Rosa et al., 1975; Terpstra, 2006). Ein Beispiel: In Nord- und
Sudamerika verursacht L. Pomona jedes Jahr verheerende wirtschaftliche Verluste
bei den dortigen Pferdezlchtern. In Osteuropa respektive Deutschland dominieren
dagegen die Infektionen mit L. Grippotyphosa und in Grol3britannien sowie
Nordirland solche mit L. Bratislava (Anon, 2007; Brem et al., 1999, Donahue et
Williams, 2000; Ellis et al., 1983; Hajikolaei et al., 2005; Halliwell et al., 1985,
Hartskeerl et al., 2004). Eine Langzeitstudie in der Slowakei untersuchte den Einfluss
der Dezimierung (mittels Rodentiziden) von Feldmausen, die bis dato als das
wichtigste Reservoir fur L. kirschneri Serovar Grippotyphosa galten, auf die Epizootie
der Leptospirose in der Gegend. Von der Reduzierung der Feldmause profitierten die
Roételmaus und die Gelbhalsmaus; die Leptospiren wechselten kurzerhand den Wirt
und blieben von der ganzen Aktion relativ unbeeindruckt (Bakoss et al., 2007).

Tabelle 2. Eine Auswahl an Namen bzw. Synonymen im Zusammenhang mit einer Leptospireninfektion

Leptospirose

Stuttgarter Hundeseuche, Canicola Fieber, Hundetyphus

Mondblindheit, periodische Augenentziindung, Equine rezidivierende Uveitis (ERU), Panophthalmia equi,

Iridocyclochorioiditis recidiva (ICCH)

Morbus Weil, Weil'sche Krankheit, Mathieu Krankheit, bilidses Typhoid

Schweinehuter-, Erbsenpflickerkrankheit

Molkereigrippe

Ansteckende Gelbsucht der Rinder, Hardjo Fieber, Russische Rindergelbsucht

Schlamm-, Sumpf-, Wasser-, Charente-, Ernte-, Feld-, Zuckerrohrschneider-, Reisfeldfieber

Australisches Siebentagefieber, Japanisches Herbstfieber, Bushy - creek Fieber, Fort - Bragg Fieber,

Andamanenfieber
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Langzeitstudien auf Barbados, der oOstlichsten Insel der Kleinen Antillen, konnten
zeigen, dass die Pravalenz der Leptospirose fur Manner am hochsten ist und dass im
Allgemeinen die Wahrscheinlichkeit, im Blut Antikdrper gegen Leptospiren
nachzuweisen, mit dem Alter zunimmt. Da der Schweregrad der Erkrankung nicht nur
von der Virulenz des Erregers, sondern auch von einer frihen intensiven
Immunantwort reinfizierter Patienten abhangt, steigt demnach das Risiko fur (in
Barbados lebende) Manner mit dem Alter an Leptospirose zu sterben. Tatsachlich
hat das Geschlecht des Wirtes keinen Einfluss auf eine Erkrankung, wohl aber die
Exposition. Erkranken Frauen und Manner gleichermalRen und sind vor allem junge
Menschen unter 18 Jahren betroffen, so besteht ein allgemein hoher endemischer
Infektionsdruck. Werden die meisten Erkrankungsfélle dagegen bei Mannern im Alter
zwischen 18 und 60 Jahren registriert, kann von einem signifikanten Berufsrisiko
ausgegangen werden (Abdulkader et al., 2002; Colagross-Schouten et al., 2002;
Everard et al., 1984, 1995; Jansen et al., 2007a; Katz et al., 2002).

Im Juli 2007 gingen erschreckende Bilder durch die Presse: ,Zwei Milliarden“ Ratten
und Mause stromten auf der Flucht vor dem Hochwasser, durch die schweren
Unwetter in den vorangegangenen zwei Wochen, Uber Felder und durch die Stadte
der Provinz Hunan in China. Sie fralRen mehr als 1,6 Millionen Hektar Ackerflache mit
Getreide leer (Tageschau). Wenige Wochen spater wird mit einem Ausbruch von
Leptospirose unter den vielen von der Flut geplagten Menschen zu rechnen sein.
Denn Regen und Uberschwemmungen férdern die Verbreitung und den Kontakt zu
mit dem Nagerurin ausgeschiedenen Leptospiren. Die Inzidenz der Erkrankung steigt
zur ,Regenzeit* deutlich an (Berlioz-Arthaud et al., 2007; CDC, 2006; Gaynor et al.,
2007; Kinde et al., 1996; Kupek et al., 2000; Levett, 2004; Maskey et al., 2006;
Pappachan et al., 2004b; Rentko et al., 1992; Sanders et al., 1999; Sehgal et al.,
2002; Trevejo et al., 1998; Ward, 2002).

Mit der Industrialisierung setzte eine Landflucht ein. Viele Stadte wurden tbervolkert.
In Landern mit Slums, armsten Stadtvierteln, ohne ordentliche sanitdre Anlagen,
ohne eine Kanalisierung, ist die Inzidenz der Leptospirose inzwischen weitaus gréf3er
als auf dem Land (Bharti et al., 2003; Vinetz, 2004). Grof3stadte in Indien (Bharadwaj
et al., 2002; Jena et al., 2004), Lateinamerika, der Karibik (Brandling-Bennett et
Penheiro,1996) und Hawaii (Katz et al., 2003) stellen als endemische ,hot spots” ein
ernst zu nehmendes Problem der o6ffentlichen Gesundheit dar. Die Bevolkerung in
den Elendsvierteln kommt um einen Kontakt mit der kontaminierten Umwelt nicht
herum (Flannery et al., 2001b; Ganoza et Vinetz, 2006; Ko et al.,1999). Wahrend in
landlichen Gegenden die Leptospirose fur mehr als 50% der Betroffenen tatséchlich
noch eine Berufskrankheit darstellt, verhalt es sich in den Stadtgebieten genau
umgekehrt. Nicht bei der Arbeit, oder wahrend der Freizeit, sondern ,zu Hause"
werden die Menschen krank (Berlioz-Arthaud et al., 2007; Bovet et al., 1999).

Die Leptospirose ist eine moderne Krankheit, eine ,re-emerging disease“. Uber die
Halfte der jahrlich in Deutschland registrierten Erkrankungen finden sich bei
Menschen, die gerade im Ausland waren, sei es beruflich oder zwecks Erholung. Die
hohe Mobilitat und Flexibilitdt unserer Zeit bringen Lander wie Indien oder Brasilien
vor unsere Haustir (van Crevel et al., 1994; Gelman et al., 2002; Grobusch et al.,
2003; Jansen et al., 2005; Ricaldi et Vinetz, 2006; RKI, 2001; Steffens et al., 2006).
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Aber auch der Tiertourismus kennt kaum noch Grenzen; Hunde und andere Tiere
aus aller Herren Lander gelangen nach Deutschland. Zwar werden in Deutschland
die meisten Hunde noch geimpft, doch eine zunehmende Impfmudigkeit und der
Eintrag immer mehr ungeimpfter Tiere aus dem Ausland dinnt den prozentualen
Anteil gegen Leptospiren weitestgehend geschutzter Tier aus. Die
Durchseuchungsrate der wildlebenden Reservoirtiere wird jedoch nicht weniger, der
maogliche direkte und indirekte Kontakt zwischen den Hunden und den Wildtieren
auch nicht. Im Gegenteil, Waschbaren erobern Koéln, die Wildschweine ziehen durch
Berlins Vorgarten und Ratten und Mause gibt es sowieso uberall. Im Nordosten der
USA und Kanada steigt die Inzidenz der caninen Leptospirose und korreliert mit der
Seropravalenz der Vorstadt -Waschbaren, -Skunks und -Eichhérnchen. Der Kontakt
zu Hunden stellt damit fir den Menschen einen zunehmenden Risikofaktor dar (Barry
et al., 2006; Bharadwaj, 2004; Douglin et al., 1997; Ghneim et al., 2007; Harkin et
Gartrell, 1996; Harkin et al., 2003a, 2003b; Jansen et al., 2007b; Langston et Heuter,
2003; Moore et al., 2006; Prescott et al., 2002; Richardson et Gauthier, 2003;
Townsend et al., 2006; Vinetz et al., 1996; Ward et al., 2004).

Der moderne, gesunde Mensch bewegt sich, treibt Sport. Immer wieder kommt es
bei einem Triathlon oder ahnlichen Veranstaltungen wahrend des Schwimmens in
einem Fluss oder stehendem Gewasser zur Ansteckung mit Leptospiren. Nach
einem Triathlon in Springfield, lllinois, erkrankten alleine 12% der Teilnehmer; ein
signifikanter Zusammenhang bestand dabei nicht mit der Aufenthaltsdauer im
Wasser, sondern mit dem Schlucken desselben (Haddock et al., 2002; Morgan et al.,
2002; RKI, 2006; Sejvar et al., 2003). Aber auch jeder andere Wassersport, wie
Kanufahren oder Wasserski, zahlt heutzutage zu den Risikofaktoren. Die extremen
Schwankungen des Wasserpegels aufgrund des merklichen Klimawandels in den
letzten Jahren fihren dazu, dass die Konzentration an Leptospiren in den
Gewassern zunimmt (van den Berg et al., 2003; Haake et al., 2002; Levett, 2001;
Michot et al., 2007; Narita et al., 2005; Shaw, 1992; Sperhake et Schulz, 2006).
Grundsatzlich kann jedes Wirbeltier, jeder Mensch, in jedem Alter asymptomatisch
oder klinisch manifest Trager von Leptospiren sein. Naturlich gibt es fur den
Menschen immer noch die klassische Einteilung in Risikogruppen (Tabelle 3); doch
eigentlich lasst sich diese Liste beliebig fortsetzen: Bananenpflicker, Barfulllaufer, ...
Denn jeder Mensch wird im Laufe seines Lebens mit Erde, Oberflachengewasser
oder irgendwelchen Tieren in Kontakt kommen und damit die Mdglichkeit erlangen,
sich mit Leptospiren anstecken zu kénnen (Farr, 1995; Jansen et al., 2006;
Jauréguiberry et al., 2005; Levett, 2001; Morgan et al., 2002; Padre et al., 1988;
Smythe et al., 1997; Swapna et al., 2006; Wenz et al., 2001). Doch das Vorkommen
und die Haufigkeitsverteilung der Leptospirose bietet mehr: Es erzahlt eine
Geschichte Uber das Land, seine Wirtschaft, seine Traditionen, das
Gesundheitssystem, den Entwicklungszustand, die Vegetation, den Klimawandel und
damit verbundene Naturkatastrophen; erzahlt uns Geschichten Uber den Umgang
des Menschen mit seiner Umwelt, der Natur und den Tieren (Barwick et al., 1998;
Berlioz-Arthaud et al., 2007; Bharadwaj, 2004; Bharti et al., 2003; Bovet et al., 1999;
Cachay et Vinetz, 2005; Ganoza et al., 2006; Haake, 2006; John, 2005; Patel et al.,
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2006; Rathinam et Namperumalsamy, 2007; RKI, 2005; LaRocque et al., 2005;
Sehgal, 2006).

Tabelle 3. Menschen mit einer Pradisposition, an einer Leptospirose zu erkranken

Risikogruppen

Bauern/ Landwirte, Erntehelfer
Bewohner von Slums

Feldforscher

Fischer/ Angler

Gartner

Jager/ Forster

Melker

Opfer von Uberschwemmungen
Schlachter, Metzger, Fleischer, Koch
Soldaten

Tierarzte, - zichter, - pfleger, - halter
Wald -, Berg -, Feld -, Silo -, Kanalarbeiter

Wassersportler (Schwimmen, Kanufahren, u.v.m.)

2.2.2 Krankheitsbhild

Typischerweise sind die Symptome einer Leptospirose vielgestaltig und unspezifisch.
Im englischsprachigen Raum wird sie daher auch als ,great imposter® bezeichnet
(Bharadwaj, 2004). Die Liste an Differentialdiagnosen ist lang und ganz vorne weg
stehen z.B. die Borrelien und Influenzaviren. Warum manche Menschen und Tiere
genau an diesen oder jenen Symptomen erkranken und manche gar nicht, ist bis
heute ein Ratsel und Grundlage zahlreicher Spekulationen (Bharti et al., 2003;
Cachay et Vinetz, 2005; Jansen et al., 2007a; Thai et al., 2006). Nach Berichten aus
Brasilien und Indien, sowie anderen Landern mit vor allem endemischer Verbreitung
und zeitweise epidemischen Ausbrichen, wandelte sich in den letzten 20 Jahren das
klinische Bild der Leptospirose betrachtlich (Daher et al., 1999; Esen et al., 2004;
Heron et al., 1997; Monsuez et al.,, 1997; O'Neil et al., 1991; Segura et al., 2005;
Sehgal et al., 1995; Seijo et al., 2002, Singh et al., 1999; Trevejo et al., 1998; Vinetz,
2004; Yersin et al., 2000; Zaki et Shieh, 1996). Dabei werden die unterschiedlichsten
Leptospirenserovare nachgewiesen. Die Haufigkeit an Arthralgien, Dehydratation,
Dyspnoe, Lungenblutungen und Pneumonien nimmt zu. Erste Untersuchungen
lassen vermuten, dass dies mit der Immunantwort des Wirtes zusammenhangt.
Patienten mit schwersten Leptospiroseformen, mit Involvierung der Lunge, zeigten
signifikant hohere IgG und IgA Titer bereits zu Beginn der Untersuchung, als andere
an Leptospirose erkrankte Patienten mit weitaus milderer Symptomatik. Es wird
angenommen, dass Reinfektionen flr den ungunstigen Verlauf verantwortlich sind
(Abdulkader et al., 2002; Bharti et al., 2003). Eine weitere Erkenntnis der letzten
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Jahre ist, dass Leptospireninfektionen nicht selten eine Co-Infektion darstellen.
Insbesondere zusammen mit Viruserkrankungen, wie dem Dengue Fieber Virus,
Hantavirus, Subtyp Dobrava Virus, Subtyp Puumala Virus, Hepatitis E und B Virus,
Humanen Immundefizienz Virus, Herpes simplex Virus aber auch mit Malaria,
Melioidose, Streptococcus zooepidemicus und dem Tsutsugamushi Fieber konnte
eine Leptospirose diagnostiziert werden. Welcher Erreger zuerst infiziert, ist meistens
nicht festzustellen; das Problem ist die Vergesellschaftung der Symptome und
Komplikationen (Bal, 2005a; Bek et al., 1996; Chen et al., 2007; Cvetko et al., 2006;
Flannery et al., 2001b; Harkin et al., 2003a; Kaur et John, 2002; Kaushik et al., 1999;
Kudesia et al., 1988; Lee et Liu, 2007; Léon et al., 2006, Levett et al., 2000; Lu et
Tseng, 2005; Markotic et al., 2002; Murray et al., 2004; Parker et al., 2007,
LaRocque et al., 2005; Suttinont et al., 2006; Suzuki et al., 2003; Watt et al., 2003;
Wongsrichanalai et al., 2003).

Tabelle 4 gibt einen groben Uberblick tiber bisher beschriebene Phianomene im
Zusammenhang mit einer Leptospirose; auf daraus resultierende, verdnderte
Laborparameter, sowie pathohistologische Ergebnisse wird nicht weiter
eingegangen. Auch wird absichtlich keine Unterscheidung von Mensch und Tier
vorgenommen. Scheinbare Schwerpunkte bei Mensch und Tier entstehen weniger
aufgrund einer unterschiedlichen Pathogenese, als vielmehr aufgrund der
unterschiedlichen Lebens-, Ausdrucks- und Behandlungsweise (Bal, 2005a; Bharti et
al., 2003; Farr, 1995; Katz et al., 2001; Levett, 2001; Panicker et al., 2001; Pappas et
al., 2003; Plank et Dean, 2000; Straube, 2007; Vinetz, 2001; Yang, 2007; Yang et al.,
2006).

Tabelle 4. Bei Mensch und Tier beschriebene Phanomene im Zusammenhang mit einer Leptospireninfektion

von A bis V

Abort, Agalaktie, Agonie, Anamie, Anorexie, Aortenstenose, Apathie, Arteritis, Arthralgie, Arthritis, Ataxie,
Bauchschmerzen, Blutungsneigung, Brudzinski-Zeichen, Cerebellitis, Cholezystitis, Dehydratation, Delirium,
Diarrhoe, Dyspnoe, Enteritis, Enzephalitis, Enzephalomyelitis, Epididymitis, Erbrechen, Erschépfung, Erythema
nodosum, Exantheme, Fieber, Fruchtbarkeitstdrung, Frihgeburten, Geburt lebensschwacher Jungtiere/Kinder,
Gerinnungsstorung, Gewichtsverlust, Grippe, Guillain-Barré Syndrom, H&amoptysis, Halluzinationen,
Hamorrhagien, Hepathopathie, Hepatitis, Hepatomegalie, Herzrhythmusstérungen, Husten, Hyperéasthesie,
Hypotension, Ikterus, Imbalanzen des Elektrolythaushaltes, intrakranielle Blutung, kardiovaskularer Kollaps,
Kawasaki Syndrom, Koma, konjunktivale Suffusion, Konjunktivitis, Kopfschmerzen, Krampfe, Kreislaufschwéche,
Leistungsrickgang, Lungenblutung, Lustlosigkeit, Lymphadenopathie, Manien, Mastitis, Meningitis,
Meningoenzphalitis, Murphy-Zeichen, Myalgie, Myelitis, Myokarditis, Nackensteifigkeit, interstitielle Nephritis bis
Nierenversagen (akut/chronisch), Nervenldhmung, Neuralgie, Neuritis, Odem (GliedmaRen, Unterbauch),
Pankreatitis, Perikarditis, Peritonitis, petechiale Blutungen, Photophobie, Pneumonie, Psychose, Rhabdomyolyse,
Schuttelfrost, Schwindel, Schwitzen, Selbstmordversuche, Septikdmie, Somnolenz, Splenomegalie,
Thrombozytopenie, thrombotisch thrombozytopenische Purpura, Tod, Totgeburt, Ubelkeit, Urtikaria, Uveitis bis

Erblindung, Vaskulitis, Verstopfung
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In der Regel wird die Leptospirose nicht oder zu spat diagnostiziert, da es keine
pathognomonischen Krankheitsanzeichen gibt und eine Labordiagnose meist etwas
langer dauert oder zunachst nur unbefriedigende Ergebnisse liefert (Cumberland et
al., 1999; Salkade et al., 2005; Terpstra et al., 1980). Die Einleitung einer adaquaten
Therapie alleine auf Verdacht senkt nachweislich die Mortalitatsrate (Watt et al.,
1988; Bal, 2005b). Unglnstige prognostische Marker einer schweren
Leptospireninfektion  sind  eine  Hypotension,  Oligourie,  Hyperkaliamie,
Lungenrasseln, Dyspnoe, Herzrhythmusstérungen, Hamoptysis, Thrombozytopenie
und/oder eine metabolische Azidose (Daher et al., 1999; Dupont et al., 1997; Esen et
al., 2004; Marotto et al., 1999; Panaphut et al., 2002; Pappachan et al., 2004a;
Tantitanawat et Tanjatham, 2003).

2.2.3 Pathogenese

Gelangen Leptospiren auf die Haut oder Schleimh&ute, dringen sie aktiv in den
Organismus ein, ohne jedoch an der Eintrittspforte Spuren zu hinterlassen.
Pradisponiert sind natirlich Verletzungen der Haut und seien sie noch so klein, doch
das ist nicht einmal nétig. Eine einzige Leptospire ist ausreichend, um bei einem
empfanglichen Wirt eine fatale Infektion auszulésen. Es folgt eine Phase der
Bakteriamie; bereits einen Tag nach Infektion sind die Leptospiren im Blut
nachweisbar. Uber das Blut gelangen sie in samtliche Organe. Diaplazentar
uberschwemmen sie den Fo6tus und fihren zum Fruchttod. Bei Reservoirtieren wird
eine intrauterine Ubertragung toleriert (Bielanski et al., 1998; Caley et Ramsey, 2001;
Dadhwal et al., 2007; Donahue et al.,, 1991, 1992, 1995; Ellis, 1994; Kirkbride et
Johnson, 1989; Palaniappan et al., 2005; Szeredi et Haake, 2006; Thiermann, 1982).
Die Inkubationszeit betragt zwischen 2 Tagen und 30 Tagen (Farr, 1995). Dabei gilt
es zu berlcksichtigen, dass die Leptospirose in der Regel biphasisch verlauft und die
ersten Anzeichen gerne lUbersehen werden (Bharti et al., 2003). Bis zu 10 Tagen
nach Einsetzen der ersten Symptome sind die Leptospiren in nahezu allen
Organsystemen des Koérpers nachweisbar. Dann ziehen sie sich zurlck, vornehmlich
in die Nieren, den Geschlechtstrakt, die Augen und Uber den Liquor in das Gehirn
(Ellis et al., 1985, 1986b; Harkin et al., 2003a; Levett, 2001; Mancel et al., 1999;
Schonberg et al., 2005).

Sofern die Leptospiren sich ausschlief3lich in den Geschlechtstrakt oder die Nieren
zurlickgezogen haben, kann die Erkrankung bis zu diesem Zeitpunkt vollig
unbemerkt vorribergehen. Die Bakterien vermehren sich eine Zeit lang und werden
dabei Uber die natirlichen Koérperoffnungen ausgeschieden (Harkin et al., 2003b;
Heinemann et al.,, 1999; Sleight et Williams, 1961; Sleight et al., 1964). Zu
Spitzenzeiten kénnen tiber 10® Leptospiren mit 1 ml Urin in die Umwelt gelangen
(Ellis et al., 1986a; Heath et Johnson, 1994; Thiermann, 1982). Uber die Muttermilch
konnen Leptospiren auf den Séaugling Ubertragen werden (Bolin et Koellner, 1988;
Kumar et al, 2001; Songer et Thiermann, 1988). Dabei scheint die
Zusammensetzung der Milch, insbesondere der Fettgehalt eine Rolle zu spielen.
Eine sehr lipidreiche Milch fihrt zur Lyse der Leptospiren. Bei Seeléwen z.B.
vermutet man daher, dass eine Ubertragung mit der Milch auf den Welpen nicht
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funktionieren wirde (Acevedo-Whitehouse et al., 2003; Stalheim, 1965). In den
meisten Fallen werden die Bakterien friher oder spater wieder aus dem Korper
eliminiert (Bal et al., 1994; Bhatrti et al., 2003; Dierauf et al., 1985). Asymptomatische
Leptospirenausscheider spielen in der Tierzucht und -industrie eine bedeutende
Rolle (Alt et Bolin, 1996). Das Problem ist, sie mittels moderner Diagnostik ausfindig
zu machen. Eine einmalige PCR-Untersuchung, z.B. vom Urin, die zufallig negativ
ist, weil ausgerechnet an dem Tag keine Leptospiren ausgeschieden wurden, ist
wenig hilfreich (OIE, 2004). Genauso wenig zuverlassig erweist sich in dem Fall aber
auch der Antikérpernachweis. Man konnte feststellen, dass solche Tiere zum Teil gar
keine detektierbaren Antikorper im Blut aufweisen oder aber der Titer so niedrig ist
und suggeriert, dass eine Infektion bereits lange Zeit zuriick liegt. Nur selten sind mit
MAT oder einem ,Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay“ (ELISA) bei
symptomlosen Tragertieren aussagekraftige Antikorpertiter nachweisbar. Fur
Schweine, Rinder und Schafe eignen sich am besten Screeninguntersuchungen,
wobei Nierenproben (und/oder Urin-, Blut-, Leberproben) auf dem Schlachthof fir die
PCR entnommen werden (Cheema et al., 2007; Ellis et al., 1986a; Harkin et al.,
2003b; Myers, 1976; Silva et al., 2007; Talpada et al., 2003).

Neben einer symptomlosen Infektion gibt es alle anderen Krankheitsverlaufe:
perakut, akut, subakut, chronisch und chronisch rezidivierend. Die perakuten bis
subakuten Verlaufe durften es wohl sein, die am haufigsten diagnostiziert werden,
sofern man die Leptospirose als Differentialdiagnose uberhaupt in Betracht zieht
(Ashford et al., 2000; Bovet et al., 1999; Heath et al., 1965; Vinetz et al., 1996).
Schwere, lebensbedrohliche Erscheinungen der Leptospirose mit Thrombozytopenie,
Hepatopathie, Nierenversagen und Lungenblutungen gehen mit der Ausbildung einer
humoralen Immunantwort einher. Je mehr agglutinierende Antikérper vom
Organismus gebildet werden, desto schwerwiegender die Symptome (Abdulkader et
al., 2002; Davenport et al., 1989). Am unginstigsten ist es fur den Patienten, wenn er
erst kirzlich eine Leptospireninfektion durchgemacht hat und sich erneut infiziert.
Trucollo et al. (2001) unternahmen erstmals den Versuch, die Menge an Leptospiren
in einer Blutprobe von Menschen mit einer akuten Leptospirose zu quantifizieren.
Dabei stellten sie fest, dass trotz eines hohen Titers agglutinierender Antikorper eine
starke Bakteriamie mit bis zu 10° Leptospiren pro ml Blut méglich ist. Eine protektive
Immunantwort beim Menschen wird demnach nicht alleine durch die Bildung von
Antikdrpern gegen Leptospirenlipopolysaccharide erreicht. Als prognostisch
ungiinstig sahen sie eine Dichte von = 10* Leptospiren pro ml Blut an.

Wahrend der Phase der Bakteriamie sind Entzindungen der kleinen Gefalie
charakteristisch. Schdden am Endothel fihren zum Austritt von Flussigkeit und
Zellen. Bei schweren Verlaufsformen treten regelrechte Blutungen auf (Salkade et
al., 2005). Die Leptospiren lagern sich an die Wirtszellen an und flhren in den
betroffenen Geweben zu schweren Zellschdden, welche einerseits auf die
Schéadigung durch den Mikroorganismus selbst, andererseits durch die Interaktion
mit dem Wirtsorganismus zustande kommen (de Brito et al.,, 1979; Lomar et al.,
2000; Visith et Kearkiat, 2005). Ein 36 kDa Fibronektin bindendes Protein fordert die
Adhasion an das Gewebe (Mérien et al., 2000). Andere bakterielle Komponenten
kébnnen eine zytotoxische Aktivitat verursachen (Cinco et al.,, 1980b). Wird die
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Bakterienzelle zerstért und die Peptidoglykanschicht freigelegt, so induziert sie die
Produktion von TNF-a durch periphere mononukleare Blutzellen (PBMC, ,peripheral
blood mononuclear cells®) (Cinco et al., 1996). Je héher der Spiegel an TNF-a desto
schwerwiegender die Erkrankung (Estavoyer et al., 1991; Tajiki et Salomao, 1996).
Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese spielt ein Glykolipoprotein (GLP)
Komplex. GLP wirkt direkt zytotoxisch, perforiert die Zellmembran, fuhrt zum Austritt
von Zellinhaltstoffen und schlieBlich zum Tod der Zelle (Vinh et al.,, 1986).
Dosisabhangig konnte in Nierenepithelzellen von Kaninchen die Hemmung der
Na*,K*-ATPase nachgewiesen werden (Younes-lbrahim et al., 1995, 1997a, 1997b).
Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zu Herzrhythmusstérungen (Bal,
2005a). Nach einer experimentellen Infektion von Meerschweinchen mit pathogenen
Leptospiren fand sich GLP in den geschadigten Geweben an den Endothelzellen und
epithelialen Membranen wieder (Alves et al., 1991). GLP fuhrt zu einem signifikanten
Anstieg an TNF-a und Interleukin 10 (IL-10) und induziert die Expression von CD69
(,Cluster of Differentiation“) auf T-Lymphozyten und Monozyten sowie von HLA-DR
(Humanes Leukozyten Antigen D ,Related”) auf Monozyten (Diament et al., 2002).

2.2.4 Immunantwort

Das dominierende Antigen der Leptospiren ist das LPS; die immundominanten
Epitope stellen einen Komplex aus Oligosacchariden mit phosphorylierten
Kohlenhydraten und Aminozuckern dar. In einem immunkompetentem Wirt stimuliert
LPS zun&chst die Bildung von spezifischen Immunglobulinen der Klasse M (IgM)
(Jost et al., 1989; Midwinter et al., 1994; Vinh et al., 1994). Die Antikbrper machen
die Leptospiren schmackhaft (Opsonisierung); daraufhin nehmen Phagozyten die
Bakterien in den retikuloendothelialen Organen, wie Leber, Lunge, Milz und den
Lymphknoten auf und sorgen fur eine rasche Beseitigung der zirkulierenden
Leptospiren aus dem Blutstrom. Doch die Bakterien sind in der Lage an bestimmten,
immunprivilegierten Orten des Korpers zu persistieren, nachdem sie aus allen
anderen Organen durch Antikorper und phagozytierende Zellen entfernt wurden.

Die Ausbildung und der Charakter einer Immunantwort gegen Leptospiren hé&ngt von
der Wirtsspezies, dem Alter, Geschlecht, der individuellen genetischen Grundlage,
dem Hormonstatus, dem Erndhrungs-, dem Gesundheitszustand, einer
Medikamenteneinnahme und natdrlich von dem infizierendem Leptospirenstamm ab.
Beim Menschen sind die ersten IgM bereits am dritten Tag nach Auftreten der
Symptome im Serum detektierbar. Kurz darauf, ab dem 5. Tag bis 9 Monate nach
der Infektion, kbnnen zusatzlich IgA nachgewiesen werden. Handelt es sich um eine
Erstinfektion, sind 1gG etwa ab der zweiten Erkrankungswoche im Serum
nachweisbar. Werden schon friher spezifische 1gG mit einer hohen Aviditat
zusammen mit IgM detektiert, so gilt dies als Hinweis fur eine Reinfektion. Solche
Patienten leiden haufiger unter schwerwiegenden Folgeerscheinungen der
Leptospirose als Erstinfizierte. Es wird vermutet, dass die IgG Subklasse den
entscheidenden Einfluss darauf hat, ob die Immunantwort eher protektiv (IgG3) oder
zerstorend (IgG1) wirkt. Nicht jeder Patient bildet 1gG, manches Mal sind die IgG
aber auch die ersten detektierbaren Antikorper. Spezifische IgM und IgG kénnen im
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Blut lange persistieren und zum Teil auch noch einige Zeit, Monate bis Jahre nach
Uberstandener Infektion nachgewiesen werden (Abdulkader et al., 2002; Adler et al.,
1980; Bharti et al., 2003; Brandao et al., 1998; Cumberland et al., 2001; Lupidi et al.,
1991, Silva et al., 1995; da Silva et al., 1997; Terpstra et al., 1985; Vinetz, 2004).

Die Immunantwort gegenuber Leptospiren ist zunéchst von der B-Zellreaktivitat
dominiert. Es gibt Spezies, bei denen spezifische Antikérper gegen das LPS des
Leptospirenserovares der Infektion eine ausreichende protektive Immunantwort
darstellen. Diese Individuen sind vor einer Reinfektion mit dem gleichen Serovar
geschitzt. Eine erneute Erkrankung weist auf eine Infektion mit einem anderen
Serovar hin. Meerschweinchen und Hamster zum Beispiel sind fir dieses Modell
hervorragend geeignet (Adler et Faine, 1977; Adler et Bragger 1979; Jost et al.,
1986; Pena-Moctezuma et al., 1999, 2001; Schoone et al., 1989). Rinder hingegen
kénnen noch so hohe Antikorpertiter gegen Leptospiren spezifisches LPS aufweisen,
sie erkranken trotzdem (Bolin et al., 1989a, 1989b, 1991). Eine protektive
Immunantwort bei Rindern besteht in einer Kombination aus humoraler Immunitat
und einer durch T-Helferzellen vom Typ 1, Thl-Zell mediierten Immunantwort. Eine
Immunisierung der Tiere mit einer Vollvakzine getdteter Leptospiren des Serovar
Hardjo, aktiviert in hohem Masse PBMC vom Typ af CD4" T-Zellen und yd T-Zellen
zur Produktion von Interferon y (IFN-y) (Baldwin et al., 2002; Blumerman et al.,
2007a, 2007b; Brown et al., 2003; Naiman et al., 2001, 2002). Auch beim Menschen
scheint die zellulare Immunantwort bei einer Leptospireninfektion eine wichtige Rolle
zu spielen (Barry et al., 2006; Bharti et al., 2003; Flannery et al., 2001b; Klimpel et
al., 2003). De Fost et al. (2007) fanden im Plasma von Menschen mit einer akuten
Leptospirose einen erhdhten Spiegel an Granzymen, Interferon induzierendes
Protein 10 (IP-10) und ,Monokine induced by“ IFN-y (Mig). Inzwischen existiert
bereits das erste Hamstermodell zur Induktion einer Thl Immunantwort durch
virulente Leptospiren (Vernel-Pauillac et Mérien, 2006). Augen von Pferden, die unter
einer rezidivierenden Uveitis leiden, einer klinischen Manifestation einer chronisch,
organbezogenen Leptospirose, sind mit CD4" T-Zellen infiltriert, welche eine erhohte
Genexpression fur IL-2 und IFN-y gegenuber IL-4 aufweisen (Gilger et al., 1999).

Verschiedene Proteine von Leptospiren induzieren eine Bildung von IgM und/oder
IgG (Bharadwaj, 2004). Im Serum Leptospirose erkrankter Menschen konnten
Antikdrper gegen sieben Proteine (p76, p62, p48, p45, p4l, p37 und p32)
nachgewiesen werden (Guerreiro et al., 2001). Das haufigste Lipoprotein der
aulBeren Membran pathogener Leptospiren, LipL32 (p32, Hapl = ,Hemolysis
associated protein“ 1), scheint das starkste, immundominante Protein zu sein,
welches bei einer naturlichen Infektion eine humorale Immunantwort auslost.
Gleichzeitig wird eine Kreuzprotektion zu heterologen Serovaren gebildet (Branger et
al.,, 2001; Haake et al., 2000, 2004). Die Immunisierung von Gerbils mit LipL32
alleine, zeigte im Vergleich zu LPS (100%) nur eine Schutzwirkung von 87%. Bei den
Proteinen kommt es vielmehr auf die Kombination an, um eine optimale
Immunantwort zu erzielen. So induziert OmpL1, ein Protein der aul3eren Membran
(OMPs = ,Outer Membrane Proteins®), keine nachweisbare Immunantwort, verstarkt
aber die Antikorperproduktion gegen LipL41 (p41). In einem Hamstermodell konnte
auf diese Weise eine Schutzwirkung von 71% erreicht werden (Amutha et al., 2006;
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Haake et al., 1999; Shang et al., 1995, 1996; Sonrier et al., 2000). Inzwischen
wurden weitere aul3ere Membranproteine identifiziert, kloniert und charakterisiert
etwa LipL21, LipL36, LipL45, LipL48 und das ,immunoglobulin-like“ Protein LigA;
insbesondere unterscheidet sich das Expressionsmuster der OMPs und anderer
Proteine und Lipoproteine bei Kulturleptospiren und Leptospiren, welche eine
Infektion induzieren (Barnett et al., 1999; Cheema et al., 2007; Cullen et al., 2002,
2003, 2004, 2005; Haake et al., 1991, 1993, 1998; Haake et Matsunaga, 2002, 2005;
Matsunaga et al., 2002, 2003; Nally et al., 2001a, 2001b, 2007; Natarajaseenivasan
et al., 2004; Neves et al., 2007; Palaniappan et al., 2002, 2004; Zuerner et al., 2000).
Welche Leptospirenproteine an der Ausbildung einer protektiven und Serovar
ubergreifenden Immunantwort beteiligt sind, ist Grundlage intensivster Forschung.

2.2.5 Virulenzfaktoren

Das Verstehen um die pathogenen Wirkmechanismen der Leptospiren gleicht einem
Puzzlespiel. Das Resultat ist weitestgehend bekannt, alleine der Weg dorthin liegt
noch im Dunkeln (Haake, 2000). Die beiden Axialflamente machen die Bakterien
mobil und ermdglichen ihnen, die Haut bzw. Schleimhaut zu penetrieren und sich
aktiv durch den Korper zu bewegen (Greenberg et Canale-Parola, 1977; Trueba et
al., 1992). Virulente Leptospiren lagern sich in vitro Tubulusepithelzellen der
Mausniere an (Ballard et al., 1986). Spezifische Antikorper verstarken die Adhasion
an kultivierte Fibroblasten (Ito et Yanagawa, 1987; Vinh et al., 1984). Ein Adha&sin
konnte jedoch in beiden Féllen nicht ausgemacht werden. In einem naiven Wirt
entgehen  virulente  Leptospiren den  bakteriziden = Bemihungen  des
Komplementsystems und der neutrophilen Granulozyten (Wang et al., 1984a,
1984b). In Anwesenheit von spezifischen Antikorpern werden die Bakterien durch
beide Mechanismen jedoch rasch vernichtet (Farrelly et al., 1987). Bisher fehlt ein
zweifelfreier Beweis fur sekretorische Toxine von Leptospiren (Arean et al., 1964).
Jedoch konnten de Brito et al. (1992) bei Meerschweinchen nachweisen, dass die
Anwesenheit der Bakterien in den Nieren mit multiplen Endothelschaden assoziiert
ist. Virulente Leptospiren konnen in Vero Zellen (Nierenzelllinie griner Meerkatzen)
eindringen und in Makrophagen eine Apoptose oder Nekrose induzieren. Eine
einzige Subkultivierung in vitro reicht aus, um diese Eigenschaft zu verlieren (Li et
al., 2007; Mérien et al., 1997). Leptospiren durchdringen epitheliale und endotheliale
Barrieren, um hamatogen verbreitet zu werden und sich schlie3lich an
immunprivilegierte Orte des Korpers zurtickzuziehen. Sie sind keine intrazellularen
Erreger (Ballard et al., 1986; Marangoni et al., 2000; Miller et al., 1970; Miller et al.,
1966; Thomas et Higbie, 1990; Tsuchimoto et al., 1984). Offenbar ohne Stdrung
zytoskeletaler Strukturen gelingt es den Bakterien, virulenten besser als avirulenten,
mittels Transzytose eine Wand aus polarisierten ,Madin Darby Canine Kidney*
(MDCK) Zellen zu durchdringen (Barocchi et al., 2002). Die Fahigkeit, ATPasen von
Wirtszellen zu hemmen, wird einer Fraktion zytotoxischer Glykolipoproteinen
zugesprochen (Younes-lbrahim et al., 1995). Virulente Leptospiren zeigen eine
Chemotaxis zu Hamoglobin (Yuri et al., 1993). Ein 36 kDa Fibronektin bindendes
Protein wurde ausschlief3lich bei virulenten Spezies identifiziert; seine Aufgabe wird
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mit der initialen Adhasion und Invasion der Haut und Schleimhaut in Verbindung
gebracht (Bharti et al., 2003; Mérien et al., 2000). Barbosa et al. (2006) identifizierten
als Adhasin ein 24 kDa Lipoprotein (Lsa24), mit der Fahigkeit an Laminin zu binden.
Inzwischen wurden weitere Gene identifiziert, die Homologien zu Sequenzen
aufweisen, deren Proteine eine bekannte Funktion der Anlagerung und Invasion
besitzen (Palaniappan et al., 2002; Ren et al., 2003). Bisher konnten acht
verschiedene Sphingomyelinasen (SphA, ..., SphH) bei pathogenen Leptospiren
nachgewiesen werden. Die Anzahl aber auch die Lokalisation (zellassoziiert
und/oder extrazellular) variiert dabei zwischen den einzelnen Stdammen. lhnen wird
vor allem eine hamolytische Aktivitat auf Erythrozyten und eine zytotoxische Aktivitat
auf das Endothel zugesprochen, dennoch bleibt ihre Rolle in der Pathogenese und
Immunantwort noch weitestgehend ungeklart. In Hamster l6sten SphA und SphB
keine protektive Immunantwort aus (Bernheimer et Bey, 1986; Lee et al.,, 2002;
Segers et al., 1990, 1992; Trowbridge et al., 1981). Seren von Stuten, die abortiert
hatten, wiesen Antikdrper gegen ein Sphingomyelinase éhnliches Protein Lk73,5 auf
(Artiushin et al., 2004); in vitro exprimierten Leptospiren dieses Protein jedoch nicht.

Lipopolysaccharide bilden die Hauptkomponente der &uferen Membran von
Leptospiren. Der MAT nutzt den Nachweis agglutinierender Antikbrper in einer
Patientenprobe gegen die LPS. lhre antigenetische Variabilitdt bildete die Grundlage
fur die Einteilung der Leptospiren in Serovare und Serogruppen. Der rfb Genlokus
des O-Antigenes ist an seinem 3° Ende hoch konserviert, wohingegen das 5' Ende
eine klare genetische Differenz zwischen den Serovaren aufzeigt. Die Expression
des O-Antigenes kann reguliert werden. Erste Infektionsversuche bei
Meerschweinchen konnten zeigen, dass im Gegensatz zu Kulturleptospiren, bei einer
Infektion das O-Antigen herunter reguliert wird (Bulach et al., 2000a, 2000b; Nally et
al., 2005b; Nascimento et al., 2004b; Pefia-Moctezuma et al., 1999, 2001; Ren et al.,
2003). Im Vergleich zu den LPS anderer gramnegativer Bakterien ist deren Wirkung
zehnmal weniger toxisch (Shimizu et al., 1987a, 1987b; Vinh et al.,, 1986). Die
Aktivierung der Makrophagen geschieht nicht tber den ,Toll-Like“ Rezeptor 4 (TLR4)
sondern, wie z.B. bei grampositiven Bakterien Uber den TLR2. Die Wirkung als B-
Zell-Mitogen ist ungemindert (Isogai et al., 1990; Schroppel et He, 2006; Werts et al.,
2001; Yang, 2007). So ganz Pauschalisieren mit einer ausschlie3lichen Wirkung auf
den TLR2 der Wirtszellen lasst sich das wohl nicht; mdglicherweise spielt es eine
Rolle ob in Abhangigkeit vom Wirtsorganismus die Zellen auch partiell in der Lage
sind Leptospiren-LPS Uber den TLR4 zu erkennen (Nahori et al., 2005; Viriyakosol et
al., 2006). Immunoblots und immunhistochemische Untersuchungen am
Hamstermodell konnten zeigen, dass verschiedene Lipoproteine pathogener
Leptospiren wahrend einer Infektion verstarkt exprimiert werden. Inzwischen sind
einige Proteine, wie die hoch immunkompetenten LipL32 und LipL41 oder LigA,
Qlp42 (P31ipas) und Loa22 bekannt, auf die das zutrifft; andere Lipoproteine
dagegen, wie das LipL36, werden in ihrer Expression in vivo herunter reguliert
(Barnett et al., 1999; Haake, 2000; Haake et Matsunaga, 2002, 2005; Haake et al.,
1991, 1998, 2000; Nally et al., 2001a, 2001b, 2005a; 2007; Palaniappan et al., 2002).
Dosisabhangig stimuliert in vitro rekombinantes LipL32 Mausnierenzellen zur
Expression von ,Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und
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Stickstoffmonoxid Synthase mRNAs und aktiviert die Transkriptionsfaktoren ,Nuclear
Factor kB“ (NF-kB) und ,Activating Protein 1“ (AP-1); anti-TLR2 Antikorper
supprimieren im Gegensatz zu anti-TLR4 Antikdrpern die Expression der
proinflammatorischen Zytokine (Yang, 2007; Yang et al., 2000, 2002, 2006).
Schlief3lich wirkt LipL32 als Hamolysin auf die Erythrozyten (Branger et al., 2005;
Hauk et al., 2005).

2.2.6 Therapie

Eine Erkrankung mit Leptospiren wird haufig als selbst limitierend bezeichnet. Diese
Aussage trifft mit Sicherheit auf die zahlreichen asymptomatischen, subklinischen
und sich als eine ,Erkaltung oder Ahnliches tarnenden Verlaufe einer
Leptospireninfektion zu, bei denen eine Diagnose alleine auf dem
Antikorpernachweis beruhte. Gelingt jedoch der direkte Erregernachweis oder liegt
eine akute bis chronische, klinisch manifeste Leptospirose vor, so sollte immer,
frihzeitig und konsequent therapiert werden. Wird der richtige Zeitpunkt verpasst, ist
die Mortalitat einer Leptospirose, unabhéngig ob bei Mensch oder Tier, nicht zu
unterschatzen (Bal, 2005b; Bharadwaj, 2004; Bharti et al., 2003; Dupont et al., 1997;
Kobayashi, 2005; Kuo et al.,, 2003; Lomar et al.,, 2000; Panaphut et al., 2002;
Steffens et al., 2006; Takafuji et al., 1984; Turhan et Cavuslu, 2006; Vinetz, 2003;
Vinetz et al., 1996; Watt, 1997; WHO, 1999).

Generell sind Leptospiren in vitro empfindlich gegenuber 3-Lactamantibiotika (z.B.
Penicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Cephalosporine ab der 3. Generation z.B.
Ceftriaxon), Tetracycline (z.B. Oxytetracyclin, Doxycyclin), Makrolide (z.B. Tylosin,
Azithromycin), Lincosamiden (z.B. Clindamycin), Fenicole (z.B. Florfenicol),
Chinolone  (z.B.  Ciprofloxacin,  Ofloxacin) und  Aminoglykoside (z.B.
Dihydrostreptomycin, Streptomycin) (Ahmad et al., 2005; Baburaj et al., 2006;
Hospenthal et Murray, 2003; Laber et Schutze, 1977; Oie et al., 1983; Prescott,
1991; Schonberg, 1981; Stalheim, 1966; Takashima et al., 1993; Theodoridis et al.,
2007). Zwischen und innerhalb der einzelnen Leptospirengenospezies kbénnen aber
deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit bestehen (Faine et Kaipainen, 1955;
Yoshimori et al., 1965). In vivo entscheidet die erkrankte Spezies (Hamster, Pferd,
Mensch, Elefant, etc.), der Zustand des Patienten und das Stadium der Erkrankung
(akut, chronisch, systemisch, organbezogen) sowie der infizierende
Leptospirenstamm Uber die Wahl des richtigen Medikamentes (Alexander et Rule,
1986; McClain et al., 1984; Dadhawal et al., 2007; Griffith et al., 2006; Munnich et
Lakatos, 1976; Pappas et Cascio, 2006; Shalit et al.,, 1989; Vinetz, 2003).
Untersuchungen an mit L. interrogans Serovar Pomona persistent infizierten
Schweinen zeigten, dass z.B. Ceftiofur oder Ampicillin nicht in der Lage waren die
Leptospiren aus der Niere zu eliminieren, wohingegen akut infizierte Hamster, mit
dem gleichen Serovar, erfolgreich mit Ampicillin therapiert werden konnten,
Enrofloxacin aber keine Wirkung zeigte (Alt et Bolin, 1996). Die Behandlungsdauer
betrug in jedem Fall drei bis funf Tage. Die Wirkung der Medikamente war sehr
dosisabhéangig; die Empfehlungen auf der Packungsbeilage reichten oft nicht aus.
Das beste Ergebnis, sowohl bei Hamster als auch Schwein, wurde mit einer
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Kombination von Dihydrostreptomycin/Penicillin G erreicht. Truccolo und seine
Kollegen (2002) beschreiben die Anwendung eines quantitativen Mikrotiterplatten
,2Assays“ bei der Untersuchung der Wirkungsweise von Ofloxacin, Ampicillin und
Doxycyclin auf die ,Clearance“ von L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae
Stamm Verdun aus dem Blut sowie Leber, Lunge, Nieren, Milz und Herz von
experimentell infizierten Syrischen Goldhamstern. Doxycyclin (10 mg/kg) sorgte
bereits nach zwei Tagen dafiir, dass keine Leptospiren mehr detektiert werden
konnten. Nur fur die Leber waren es drei Tage. Unter der Behandlung mit Ampicillin
(100 mg/kg) waren selbst nach sechs Tagen noch mindestens 100 Leptospiren pro g
Herz- bzw. Nierengewebe nachweisbar und Ofloxacin (30 mg/kg) war nicht in der
Lage die Bakterien aus dem Blut und den Nieren zu entfernen. Fazit aus solchen und
anderen &hnlichen Untersuchungen: Es ist nicht ganz einfach das richtige
Medikament auszuwahlen, insbesondere wenn es sich um eine chronische Infektion
handelt (Alexander et Rule, 1986; Alt et al., 2001; Bal et al., 1994; Emmanouilides et
al., 1994; Gerritsen et al., 1994; Guidugli et al., 2000; Katz et al., 2001; Kingscote,
1986; Mérien et al., 1993; Panaphut et al., 2003; Watt et al., 1988). Da sich die
Diagnose einer Leptospirose oftmals als genauso schwierig darstellt, dient in der
Regel alleine der klinische Gesundheitszustand des Patienten als Therapiekontrolle.
Dahinter verbirgt sich die Gefahr, dass eine Behandlung zu friih abgebrochen wird.
Funf Tage werden grundsatzlich nicht als ausreichend empfunden; als Empfehlung
gilt mindestens eine 10-tdgige Antibiotika Gabe. Als Folge auf eine Antibiotika
Therapie kann sich eine Jarish-Herxheimer Reaktion einstellen; in keinem Fall darf
eine derartige Komplikation von einer antibiotischen Behandlung abhalten (Arzouni et
al., 2002; Baitchman et al., 2006; Chappel et al., 1998; Faucher et al., 2004; Hong et
Foster, 2006; Langston et Heuter, 2003; Sambasiva et al., 2003; Yersin et al., 1998).

2.2.7 Prophylaxe

Personalhygiene, das Tragen von Schutz- bzw. Arbeitskleidung sind wichtige
Malnahmen, die der Mensch fir sich selber treffen kann, um grundsatzlich den
Kontakt zu potentiellen Krankheitserregern zu vermindern. Im Bezug auf die
Leptospirose gilt ferner: Schadnagerbekampfung, sichere und trockene Lagerung
von Lebens- und Futtermitteln, Weidehygiene, Trockenlegung von Weiden und
Feldflachen, Hochwasserprophylaxe, Vermeidung zu Kontakt mit potentiell
kontaminiertem Wasser, Trankehygiene, Stallhygiene, Mechanisierung der
Arbeitsvorgange und im Hinblick auf eine mdgliche Ubertragung der Leptospiren mit
Samenflussigkeit respektive Genitalschleim die Zuchthygiene bei Tieren (Barwick et
al., 1998; Caley et Ramsey, 2001; John, 2005). Die Schadnagerbek&dmpfung muss
umfassend sein, es reicht nicht aus nur eine Spezies zu dezimieren (Bakoss et al.,
2007; Holt et al., 2006; Rao, 2006). Gerade fur Urlaubsreisende gilt ein umsichtiger
Kontakt mit streunenden Hunden (Berlioz-Arthaud et al., 2007). Der prophylaktische
Einsatz von Antibiotika sollte sich auf ausgewahlte Risikogruppen wie Soldaten
beschranken (Bharadwaj et al., 2002; Bharti et al., 2003; Rathinam et al., 1997;
Sanders et al.,, 1999; Sehgal et al., 2000; Takafuji et al.,, 1984). Es gibt durchaus
weltweit erhaltliche Impfstoffe fir Mensch und Tier (Barr et al., 2005; Green et al.,
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2007; Hill et Wyeth, 1991; Laurichesse et al., 2007; Martins Soto et al., 2007; Nufez,
et al., 2005; Rohrbach et al., 2005). Wahrend jedoch beim Tier die Anwendung mehr
oder weniger regelmaliig erfolgt (z.B. in Deutschland fur den Hund), so sind beim
Menschen die Impfungen aufgrund des Allergiepotentials nur als Prophylaxe fir
Risikogruppen wie Kanalarbeiter vorgesehen. Das Problem bei den im Moment
erhaltlichen Impfstoffen (auf LPS-Basis) sind die kurzen Impfintervalle (schlechte
,LCompliance) und der geringe protektive Effekt gegen eine Leptospirose im
Allgemeinen. Ein MAT erlaubt a) keine Unterscheidung zwischen einem Geimpften,
Ungeimpften oder naturlich Infizierten und b) keine Aussage Uber eine protektive
Immunantwort bzw. den Impfstatus (Bolin et Alt, 2001; Branger et al., 2005; Hodges
et Day, 1987; Mackintosh et Marshall, 1980; Millar et al., 1987b; Sanford et Morris,
1990). Die Impfung ist Serovar-abhéngig und schitzt nur vor einer klinischen
Manifestation mit diesen Serovaren. Trotzdem kénnen auch Geimpfte fir eine kurze
Zeit eine Leptospirurie durchmachen. Vor einer Infektion und auch schweren
Erkrankung mit anderen Serovaren ist man nicht gefeit (Andre-Fontaine et al., 2003;
Feigin et al., 1973; Geisen et al., 2007; Mackintosh et al., 1980). Genauso wie in der
Diagnostik wird die Hoffnung in neue, sich in der Entwicklung befindliche, Impfstoffe
mit rekombinanten Proteinen gesetzt, welche spezifisch flir pathogene Leptospiren,
jedoch Serovar Ubergreifend, auch das Potential besitzen sollen, eine
asymptomatische Leptospirurie zu vermeiden (Branger et al. 2001; Gamberini et al.,
2005; Haake et al., 1999; Koizumi et Watanabe, 2005; Maneewatch et al., 2007,
Palaniappan et al., 2006, 2007; Seixas et al., 2007; Sonrier et al., 2000; Srivastava,
2006; Wiwanitkit, 2007; Yan et al., 2003; Yang et al., 2006).

2.3 Leptospiren bedingte Augenveranderungen

2.3.1 Vorkommen

Die Leptospirose ist eine weltweit verbreitete Erkrankung bei Mensch und Tier;
dementsprechend kann auch angenommen werden, dass durch Leptospiren
bedingte Augenveranderungen weltweit vorkommen. Tatsachlich existieren mit
englischem Sprachgebrauch Berichte aus Deutschland, Frankreich, Tschechien,
Rumanien, Ungarn, Finnland, Russland, Schweiz, Italien, Holland, England,
Brasilien, Australien, Israel, Japan, China, Nordamerika, Kanada, Indien und
Neukaledonien (PubMed: leptospir* and uveitis). Lange Zeit wurden jedoch
Augenveranderungen als Zeichen einer Leptospirose weitestgehend ignoriert (Bharti
et al., 2003; Chu et al., 1998; Levett, 2001). Welch ein Irrtum sich dahinter verbirgt,
zeigt ein ,Review“ von Rathinam et Namperumalsamy (2007): Gleich hinter der
idiopathischen Uveitis mit 44,6% machen die infektiosen Uveitiden mit 30,5% den
Grof3teil der Augenentziindungen bei Menschen in Indien aus. Und an aller erster
Stelle stehen die Leptospiren bedingten Uveitiden mit 9,7% noch vor den
Mykobakterien (5,6%) und den Herpesviren (4,9%). Signifikant war dabei die
Altersgruppe von 17 bis 59 Jahren am haufigsten vertreten. Bisher konnten die
Genospezies L. interrogans und L. kirschneri, seltener L. borgpetersenii, aus Augen
erkrankter Tiere und Menschen isoliert bzw. deren DNA in Kammerwasser oder
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Glaskdrper erkrankter Augen nachgewiesen werden (Tabelle 5) (Brem et al., 1998,
1999; Bulach et al., 2006; Hartskeerl et al., 2004; Lucchesi et al., 2002; Niedermaier
et al., 2006; Wollanke, 2002; Wollanke et al., 2001, 2004a).

Tabelle 5. Serovare, die mit einer Leptospiren bedingten Augenveranderung in Verbindung gebracht werden

Leptospira (L.) Genospezies Serovar

L. borgpetersenii Serovar Javanica

L. interrogans Serovar Australis

L. interrogans Serovar Autumnalis

L. interrogans Serovar Bataviae

L. interrogans Serovar Bratislava

L. interrogans Serovar Canicola

L. interrogans Serovar Copenhageni

L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Serovar Pomona

L. interrogans Serovar Saxkoebing

L. kirschneri Serovar Grippotyphosa

Die meisten Berichte Uber eine Leptospiren bedingte Augenverdnderung
beschranken sich auf den Menschen und die Pferde. Doch auch Hund und Katze,
Rind und Schwein, sowie Silberfuchs, Meerschweinchen, Hamster und Kaninchen,
sind von einer intraokularen Leptospireninfektion, und sei es auch nur experimentell,
nicht ausgenommen (Alexander et al., 1952; Dziezyc, 2000; Gleiser, 1957; Green et
Arean, 1964; Greenlee et al., 2004; Gutman et al., 1983; Hanno et Cleveland, 1949;
Hartwigk, 1953; Hoag et Bell, 1954; Townsend et al., 2006; Witmer; 1954b). In der
Humanmedizin werden zunehmend Uveitiden nach epidemischen Leptospirose-
Ausbrichen registriert (Pappachan et al., 2007). Mdglicherweise liegt dies jedoch an
der erhohten Aufmerksamkeit fur die Leptospirose im Allgemeinen, an der
inzwischen routinemé&Rig durchgefuhrten ophthalmoskopischen Untersuchung bei
Verdacht auf eine Leptospireninfektion, dem Hinweis bei Patienten mit Leptospirose
auf Augenverdnderungen in naher Zukunft zu achten, sowie einer verbesserten
Diagnostik nach Einfuhrung der PCR. Retrospektiv wird hinter zahlreichen einst
idiopathischen Uveitiden eine Leptospirose vermutet (Rathinam, 2005; Rathinam et
Namperumalsamy, 2007; Rathinam et al., 1997). Chu et al. (1998) untersuchten 46
Patienten mit einer Uveitis, die wissentlich vor einiger Zeit eine Leptospireninfektion
durchgemacht hatten. Als Kontrolle dienten Patienten mit einer Uveitis unbekannter
Genese oder mit einer Katarakt. Diesen Patienten war ein Kontakt mit Leptospiren
nicht bewusst. Die Untersuchung fand allerdings in einem Leptospirenendemiegebiet
statt, mit landesweit hoher Inzidenz. So war es auch nicht verwunderlich, dass
immerhin bei 8% der Kontrollpatienten im Kammerwasserpunktat DNA pathogener
Leptospiren mittels PCR nachgewiesen wurde. Im Nachhinein konnte eine
Untersuchung des Kammerwassers auf Antikérper nicht mehr durchgefihrt werden,
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doch eine Uberprifung des Serums zeigte, dass viele der Kontrollpatienten eine
Immunantwort gegen Leptospiren ausgebildet hatten.

Beim Pferd ist man inzwischen sicher, dass sich hinter einem Grol3teil der seit
Jahrhunderten beschriebenen Ophthalmien, wie der Mondblindheit (,moon
blindness®, Morbus lunaticus), periodischen Augenentzindung (,periodic
ophthalmia®“, fluxion périodique), Panophthalmia equi, nonulzerativer Keratouveitis,
Iridocyclochorioiditis recidiva (ICCH), equiner rezidivierender Uveitis (,equine
recurrent uveitis“, ERU), die Erscheinungsform einer intraokularen Leptospirose
verbirgt (von den Driesch et Peters, 2003; Jones, 1942; Paglia et al., 2004;
Sandmeyer et al., 2007; Sova, 1964b; Wada et al., 2003; Wollanke, 2002; Wollanke
et al., 1998, 2000, 2001, 20044a).

2.3.2 Krankheitsbild

Typischerweise sind die Symptome einer Leptospirose vielgestaltig und unspezifisch.
Das Gleiche gilt auch fiur eine organspezifische Leptospirose. Vorbericht und Klinik
lassen meist nur eine Verdachtsdiagnose zu (Bal, 2005a). Wahrend einer akuten,
systemischen Leptospirose sind eine Konjunktivitis, Vaskulitis, ikterische Skleren
und/oder konjunktivale Einblutungen klassische Symptome (Barkay et Garzozi, 1984;
Bharti et al., 2003; Farr, 1995; Hanno et Cleveland, 1949; Heath et al., 1965; Levett,
2001; Mathew et al., 2006; Wagenaar et al., 2000). Manch einer beschreibt gerade
die konjunktivale Suffusion, mit einer Haufigkeitsverteilung von 20% bis 99%, als das
einzig existierende, pathognomonische Krankheitszeichen einer Leptospirose. Eine
schwere Augenentziindung in Form einer Panuveitis mit oder ohne Hypopyon ist in
dieser Phase selten. Andererseits konnten Chandrasekaran et al. (1998) in 82% der
Blutproben, bei Patienten mit einer Panuveitis, Leptospiren unter einem
Dunkelfeldmikroskop sehen (Costa et al., 2000; Katz et al., 2001; Lin et al., 2006;
Martins et al., 1998; Rathinam, 2005; Rathinam et Namperumalsamy, 1999;
Townsend et al, 2006). In der Regel werden Leptospiren bedingte
Augenveranderungen als eine Spatfolge bzw. eine chronische Manifestation einer
Leptospireninfektion angesehen. Dabei ist ,die Folge“ den Betroffenen meist gar
nicht bewusst. Wie soll man auch eine Augenentzindung mit einem ,Schnupfen®
oder noch harmloser, unspezifischer Klinik, welche vor einem halben Jahr oder
langer plagte, in Verbindung bringen. Noch weniger erzahlt uns ein Tier und wir
Menschen Ubersehen die Zusammenhénge bei uns und den Tieren. Wie ernst die
Erkrankung jedoch zu nehmen ist, belegen tber 35% der Menschen, die in ihrer
Sehfahigkeit dauerhaft eingeschrankt wurden bzw. erblindeten (Dziezyc, 2000;
Hartwigk, 1953; Kotorii, 1935; Mancel et al., 1999; Morter et al., 1969; Pietruschka et
Hergt, 1974; Rathinam et al., 1997; Roberts, 1958; Shpilberg et al., 1990; Sturman et
al., 1959; Williams et al., 1971).

Tabelle 6 gibt eine grobe Ubersicht (ber bisher beschriebene Phanomene im
Zusammenhang mit einer Leptospiren bedingten Ophthalmie bei Mensch und Tier.
Generell kbnnen ein Auge, beide Augen gleichzeitig oder zeitlich versetzt betroffen
sein. Dabei werden samtliche Verlaufsformen beobachtet: Eine milde Uveitis, die
nach ein bis zwei Wochen ausheilt und keinen nennenswerten Schaden hinterlassen
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hat bis hin zu einer hochgradigen Uveitis, die innerhalb von wenigen Wochen zur
Erblindung fuhrt; kaum merkliche schleichende Verlaufsformen, die langsam aber
sicher mit einem Visusverlust einhergehen; rezidivierende Entzindungen in
unterschiedlichen Intervallen, die zunehmend eine Zerstorung intraokularer
Strukturen bewirken (Bal, 2005a; Barkay et Garzozi, 1984; Chu et al., 1998; Doret et
Rohm, 1951; Dwyer et al., 1995; Faber et al., 2000; Fischer et al., 1955; Gsell et al.,
1946; Gupta et al., 2007; Levin et al., 1994; Mancel et al., 1999; Pappachan et al.,
2007; Rathinam, 2002; Sandmeyer et al., 2007; Wada et al., 2003; Wollanke, 2002).

Tabelle 6. Bei Mensch und Tier beschriebene Phadnomene im Zusammenhang mit einer Leptospiren bedingten
Augenveranderung

von B bis V

Blaublindheit, Blepharospasmus, Blutungen, Bulbusatrophie, Chorioretinitis, ,Cotton-wool“ Herde, Doppeltsehen,
Drohreflex (vermindert, negativ), Dyskorie, Epiphora, epiretinale Membranen, Episkleritis, Erblindung, Fibrin in der
vorderen Augenkammer, Gesichtsfeldausfall, Glaskérpereinlagerung, Glaskérpermembranen, Glaskorpertriibung,
Glaskorperverflissigung, Glaukom, hintere Uveitis (posterior), Hornhautdefekt, Hornhautddem, Hornhauttriibung,
Hornhautvaskularisation, Hyalitis, Hypopyon, Hypotonie, lkterus, intermediare Uveitis, Augeninnendruck
erniedrigt, Iridozyklitis, Iridozyklochorioiditis, Irisatrophie, Irisdédem, Irisresiduen, Iritis, Katarakt, Keratitis,
Keratouveitis, konjunktivale Suffusion, Konjunktivitis, Kammerwassertriibung, Nervenlahmung, Lakrimation,
Linsenluxation/-subluxation, Linsenruptur, Miosis, Netzhautabldsung, Netzhautfalten, Netzhautnekrose,
Netzhautédem, Neuroretinitis, Optikusatrophie, Optikusneuritis, Panuveitis, Papillenédem, Papillitis, Photophobie,
Phthisis bulbi, Prazipitate auf Hornhautendothel, Prazipitate auf Linsenriickflache, Pupillenreflex (negativ,
verzdgert), Retinitis; retinale Periphlebitis, Rotblindheit, Rubeosis iridis, Schmerzen, Seclusio pupillae, Synechie
(hintere/vordere), Vaskulitis, verminderte Sehschérfe, vordere Uveitis (anterior)

Beim Menschen stellt die haufigste Uveitisform im Allgemeinen eine Uveitis anterior
(57,4%) dar, gefolgt von einer Panuveitis (22,4%), der Uveitis posterior (10,6%) und
schlie3lich der intermediaren Uveitis (9,5%). Das Verhaltnis bei einer Leptospiren
bedingten Uveitis ist jedoch signifikant umgedreht. Es dominiert bei weitem die
Panuveitis, vor der Uveitis anterior, gefolgt von der intermediaren Uveitis und das
Schlusslicht bildet die Uveitis posterior. Immerhin 31% beidseitiger Uveitiden waren
auf eine Leptospireninfektion zurtickzufihren (Rathinam et Namperumalsamy, 2007).
Beim Menschen wird die Leptospirose als eine der wenigen Erkrankungen registriert,
bei denen eine Katarakt reversibel sein kann. Wahrend einer Uveitis wurden sehr
schnelle EintrUbungen der Linse beobachtet, die nach Abheilung der Entziindung
aber wieder absorbierten (Rathinam et al., 2000).

2.3.3 Pathogenese

Eine Leptospirose stellt zunachst immer eine systemische Infektion dar. Dies
beweisen zahlreiche experimentelle Untersuchungen, nachdem als
Standardmethode die konjunktivale Instillation von Leptospiren dazu fuhrt, dass
bereits ein paar Stunden spéter die Leptospiren im Blut und kurz darauf in sdmtlichen
Organsystemen nachweisbar sind (Alexander et al.,, 1952; Alt et Bolin, 1996;
Bielanski et al., 1998; Branger et al., 2005; Greenlee et al., 2004; Inzana et Dawe,
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1979; Masri et al., 1997; Rowen, 1957; Thiermann et Handsaker, 1985; Williams et
al., 1971). Nun sind die Leptospiren in der Lage sich langfristig in den proximalen
Tubuli der Nieren, dem Geschlechtstrakt, dem Gehirn oder dem Auge anzusiedeln
(Sambasiva et al., 2003). Noch ist nicht bekannt, welche Einflisse aus den Wirt-
Bakterium Interaktionen eine Rolle in der Organbesiedelung spielen. Sicher ist in
jedem Fall, dass die Anwesenheit von Leptospiren im Organismus nicht den
Nachweis agglutinierender Antikorper gegen Leptospiren-LPS im Serum mittels MAT
oder ELISA voraussetzt (Brown et al., 2003; Chu et al., 1998; Mérien et al., 1995).
Die klimatischen Bedingungen im Auge sind fir Leptospiren an sich sehr ginstig. Die
etwas niedrigere Temperatur kommt ihnen dabei besonders entgegen. Leptospiren
verandern in Abhangigkeit ihrer Umwelt (Osmolaritdt, pH-Wert, Temperatur,
Viskositat, Konkurrenz- oder Infektionsdruck) ihr Expressionsmuster (Haake, 2000;
Lo et al., 2006; Matsunaga et al., 2005, 2007; Nally et al., 2001a, 2001b; Petrino et
Doetsch, 1978; Qin et al., 2006; Trueba et al., 2004). So beschreiben Verma et al.
(2005) die Identifizierung neuer immunogener Lipoproteine der inneren Membran,
LruA und LruB, welche wéahrend einer ERU von pathogenen Leptospiren exprimiert
werden. Gleichfalls werden die immunkompetenten ,immunoglobulin-like“ Proteine
LigA und LigB, potente Adhasine, exprimiert (Choy et al., 2007; Koizumi et
Watanabe, 2004; Lin et Chang, 2007; Matsunaga et al., 2003, 2005, 2007,
Palaniappan et al., 2002, 2004, Silva et al., 2007). Als Folge der bakteriellen Invasion
in das Auge, der Toxizitat der Komponenten der &ulReren Membran, der Bildung von
Chemokinen, Zytokinen (z.B. IL-6, IL-8, TNF-a) sowie der zellularen Infiltration mit
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen in
differenter Menge und Zusammensetzung entsteht eine Augenentziindung (Brandes
et al., 2007; Kalsow et Dwyer, 1998; Witmer, 1954b). Aktivierte CD4" T-Zellen (IL-2,
IFN-y) weisen auf die Bedeutung einer Thl vermittelten Immunantwort hin (Gilger et
al.,, 1999). Die ,Anterior Chamber-Associated Immune Deviation* (ACAID) ist
beeintrachtigt, die Blut-Augen-Schranke wird geschadigt. Die Leptospirenuveitis wird
als eine nichtgranulomatdse Form der Augenentziindung beschrieben (Rathinam et
Namperumalsamy, 2007; Williams et al., 1971). Neben intraokular gebildeten 1gG,
IgM und/oder IgA gegen Leptospiren konnten bei Pferden mit einer ERU gleichfalls
Immunglobuline (Autoantikérper) gegen Proteine der Linse, Retina (z.B. S-Antigen =
S-Ag; Interphotorezeptor Retinoid bindendes Protein = IRBP; zellulares Retinaldehyd
bindendes Protein = cRALBP) und Kornea detektiert werden (Abrahamian et al.,
1997; Deeg et al., 2001, 2006). LruA Antiseren reagieren gegen Linsen- und
Ziliarkorperextrakte, wahrend LruB Antiseren stark gegen ein Retinaextrakt reagieren
(Verma et al., 2005). Kreuzreaktionen von Antikdrpern gegen Leptospirenlysaten mit
der Hornhaut oder Linse wurden auch in anderen Untersuchungen beschrieben
(Lucchesi et Parma, 1999; Lucchesi et al., 2002; Parma et al., 1985, 1987, 1992a,
1992b, 1997a). Eine Katarakt ist eine haufig vermerkte Folge einer
Leptospirenuveitis. Nach Abheilung derselben traten beim Menschen aber auch
schon spontane Kataraktabsorptionen auf (Rathinam et al., 2000). Mdglicherweise
werden Autoantikdrper nicht nur bei einer Leptospiren bedingten Augenerkrankung
gebildet, sondern spielen auch bei der Neuroleptospirose eine Rolle. Erstmals
beschrieben Lepur et al. (2007) den Nachweis von Anti-Gangliosid Antikdrpern (anti-
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GM1 und anti-GD1a) bei einem Patienten, der seit drei Wochen an einer akuten und
sehr schweren Leptospireninfektion mit Meningomyeloencephalopolyneuritis und
unter Nierenversagen litt. Weitere Autoantikorper, die bereits im Zusammenhang mit
einer Leptospireninfektion detektiert wurden, sind Antineutrophile zytoplasmatische
Antikérper (ANCA), Anticardiolipin (ACL) Antikdrper sowie anti-beta2 Glycoproteinl
(anti-B2 GP1) Antikdrper (Constantin et al., 1996; de Francesco Daher et al., 2002;
Roda, 2003; Rugman et al., 1991; Santiago et al., 2001, 2004, 2006; Tattevin et al.,
2003). Pathogene Leptospiren aktivieren das Komplementsystem. Dementsprechend
findet sich auch eine relativ hohe Konzentration an C3 in Augen von Pferden mit
einer Leptospiren bedingten Uveitis. Uber den C3 Rezeptor werden die Bakterien
von aktivierten Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten internalisiert. Solange
noch keine spezifischen Antikorper gegen Leptospiren im Auge vorhanden sind, ist
dieser Weg allerdings recht ineffizient und reicht nicht aus, die Leptospiren zu
vernichten. Das liegt daran, dass besonders die Komplement-resistenten Leptospiren
die Komplement-Inhibitoren Faktor H bzw. die Faktor H ahnlichen Proteine binden
kénnen. Faktor H inhibiert die C3-Konvertase und inaktiviert C3b zu iC3b (Brandes et
al., 2007; Cinco et Banfi, 1983; Cinco et al., 1981, 1982, 2002, 2006; Deeg et al.,
2007a; Meri et al., 2005; Nally et al., 2004; Verma et al., 2006; Wada et al., 2003).
Torten et al. (1967) infizierten Hunde mit L. Canicola oder L. Grippotyphosa. Nach
120 Tagen injizierten sie den Hunden homologes Leptospirenantigen in das eine
Auge und heterologes Leptospirenantigen in das andere Auge. Das Auge mit dem
homologen Antigen entwickelte eine Uveitis, wahrend das andere Auge mit dem
heterologen Antigen reizfrei blieb. Proteine der &aufRReren Membran pathogener
Leptospiren erhéhen die Expression von mRNA der Chemokine MCP-1 und
,Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted“ (RANTES) in
proximalen Tubuluszellen der Mausniere (Yang et al., 2002). Dies fuhrt zu einer
verstarkten Rekrutierung von Leukozyten. Zwar wurde der Bezug zu den Leptospiren
von Gilger et al. (2002) nicht hergestellt, doch konnten bei Pferden mit einer
rezidivierenden Uveitis eine erhohte Expression von RANTES mMRNA im
Ziliarkorperepithel nachgewiesen werden.

2.3.4 Labordiagnose

Primar gilt es fur eine zuverlassige Diagnostik, in Abhangigkeit der Lokalisation einer
Erkrankung, die richtigen Proben auszuwédhlen. Demnach bietet sich die
Untersuchung der Augenflissigkeiten, wie Kammerwasser, Glaskorper und
Tranenflussigkeit, bei einer Augenentzindung an. Doch ist es viel einfacher und
meist risikodrmer eine Blutuntersuchung durchzufiihren. Sie eignet sich auch sehr
gut fur Bestandsuntersuchungen bzw. Screeningverfahren ganzer Tierpopulationen,
um einen Uberblick von der Seropréavalenz der Leptospirose zu gewinnen. Zahlreiche
Untersuchungen an Pferden mit charakteristischer Augenentztindung (Mondblindheit,
periodische Augenentzindung, ERU, ICCH, Panophthalmia equi) konnten belegen,
dass die Wahrscheinlichkeit Antikorper im Blut gegen Leptospiren bei kranken
Pferden zu detektieren viel héher ist, als bei augengesunden Pferden. Da die
Leptospirose im Allgemeinen jedoch eine Erkrankung ist, die zum grol3ten Teil
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asymptomatisch verlauft, war es nicht verwunderlich, wenn man Antikorper gegen
Leptospiren auch bei vollig gesund erscheinenden Pferden oder Pferden, die unter
einer anderen Erkrankung litten, nachweisen konnte (Alexander et al., 1990; Dwyer
et al., 1995; Hartwigk, 1953; Kalisch, 1952; Matthews et al., 1987; Park et al., 1992;
Rimpau, 1947; Sova, 1965; Wollanke, 2002; Wood et Davis, 1950; Yager et al.,
1950). Letztlich ist die Bestimmung der Seropravalenz nur ein
populationsdynamischer diagnostischer Marker, der, unabhéngig ob Mensch oder
Tier, einen Hinweis Uber die Durchseuchungsrate mit Leptospiren gibt. Fir die
Diagnose einer Leptospiren bedingten Augenentzindung ist die alleinige
Blutuntersuchung genauso wenig geeignet, wie bei einer chronischen Besiedelung
anderer immunprivilegierter Organe des Korpers, wie der Niere, dem
Geschlechtstrakt oder dem Gehirn. In diesen Fallen ist auch klar, dass der Urin,
Liquor oder etwa die Samenflissigkeit zu untersuchen ware. Dennoch, wenn zum
Beispiel die Seropravalenz 60% betragt, kann genauso gut mit einer Haufigkeit einer
Leptospiren bedingten Augenentzindung von mindestens 60% gerechnet werden
(Fischer et al., 1955; Priya et al., 2003; Rathinam, 2005; Rathinamsivakumar et al.,
1996).

Handelt es sich also um eine organlokalisierte Erkrankung, sind auch
organspezifische Proben zu untersuchen. Doch niemals wird eine Entnahme von
Kammerwasser- oder Glaskdrperflissigkeit zur gleichen Routine werden, wie eine
Blutentnahme (Thurau, 2003). Hinzu kommt, dass in Abhangigkeit der Wirtspezies
die Probenmenge sehr limitiert ist. Beim Pferd zum Beispiel besteht immerhin die
Mdoglichkeit der Entnahme von bis zu 1 ml Kammerwasser, wohingegen sich beim
Menschen das Probenvolumen bei einer Punktion der vorderen Augenkammer auf
200 pl  beschrankt; haufig sind dann nicht, wie empfohlen 2zwei
Untersuchungsmethoden, ein direktes und indirektes Nachweisverfahren, fur die
Diagnose einer Leptospirose mdglich (de Groot-Mijnes et al., 2006; Mancel et al.,
1999; Wollanke, 2002). Ein negatives Testergebnis mit derzeit durchfihrbaren
Methoden schliel3t jedoch niemals eine Leptospiren bedingte Augenentziindung aus.
Die Sensitivitat der Verfahren nimmt mit der Untersuchung von Glaskdrper zu
Kammerwasser bis hin zur Tranenfllissigkeit ab, sofern es sich um eine chronische
Entzindung handelt. In einem akuten Stadium, kommt es auf den hauptsachlich
betroffenen Augenabschnitt an. Becker et al. (2003) empfehlen bei Verdacht einer
malignen oder infektibsen Genese, einem atypischen Krankheitsverlauf oder einer
therapieresistenten Augenveranderung, eine diagnostische Vitrektomie in Erwagung
zu ziehen. Der Vorteil einer Vitrektomie gegeniber einer Parazentese liegt in der
groReren Probenmenge flir Laboruntersuchungen und dem therapeutischen Effekt.
Selbst wenn die Ursache nicht ganzlich beseitigt werden konnte, so wird dem
Patienten doch Linderung verschafft.

Die Augenflissigkeiten eignen sich hervorragend zur Bestimmung einer
intraokularen Antikorperproduktion gegen Leptospiren mittels MAT oder ELISA. Es
wird davon ausgegangen, dass im Auge eine etwaige Gleichverteilung der Antikorper
vorliegt und somit kein wesentlicher Unterschied bestehen sollte, ob Kammerwasser
oder Glaskoérperproben untersucht werden (Gsell et al., 1946; Sandmeyer et al.,
2007; Thurau, 2003; Vo3, 1952; Witmer, 1954a). Bedauerlicherweise schlief3t ein
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negatives Testergebnis eine intraokulare Leptospireninfektion nicht aus (Brandes et
al., 2007; Gesell, 2004). Besteht der Verdacht der Diffusion serologischer Antikdrper
ins Auge, zum Beispiel bei einer Einblutung, so kénnen Uber die Bestimmung des
Goldmann-Witmer Koeffizienten der serologische und intraokulare Antikorpertiter
verglichen werden (Becker et al., 2003; Davidson et al., 1987; Faber et al., 2000; de
Groot-Mijnes et al., 2006; Gsell et al., 1946; Halliwell et Hines, 1985; Halliwell et al.,
1985; Schwink, 1992; Thurau, 2003; Wollanke, 2002; Wollanke et al., 2000, 2001,
2004a).

Bereits seit 1990 wird die PCR zur Diagnose okularer Erkrankungen verwendet und
noch nicht einmal drei Jahre spéater erfolgreich zum Nachweis von Leptospiren-DNA
im Kammerwasser von Menschen eingesetzt (Crouse et al., 1990; Mérien et al.,
1993). Doch auch bei dieser hoch sensitiven Methode gilt es zu bertcksichtigen,
dass pro ml zumindest 10 bis 100 Leptospiren vorhanden sein sollten, um nicht ein
falsch negatives Testergebnis zu riskieren (Becker et al., 2003). Thurau (2003)
empfiehlt fur die Verarbeitung von intraokularem Material in der PCR, die vom
Patienten entnommene Probe nicht umzufillen, sondern direkt in dem original
Sammelgefal}, selbst wenn es eine Spritze ist, zu belassen. Erstens férdert Umfullen
den Verlust an Leptospiren und zweitens die Kontaminationsmdglichkeit. Als
Dringlichkeit der Weiterverarbeitung wird noch derselbe Tag angegeben; dann kann
die Probe auch ungekuihlt in das Labor verbracht werden. Ist dies nicht moéglich, wird
der Transport mit Kiihlung empfohlen, bzw. das unmittelbare Verbringen der Probe
auf Trockeneis oder schockgefrieren in flissigem Stickstoff. Die Art und Weise hangt
unter anderem auch von der Methodik der DNA-Extraktion ab, die das Labor
anwendet. Wenn denn die Wahl besteht, ist fur die PCR, als auch die Kultur,
Glaskorpermaterial dem Kammerwasser vorzuziehen (Bodaghi et LeHoang, 2002;
Lohmann et al.,, 2000; Rothova et al., 2007). Im Gegensatz zur Kultur und mit
Einschrankungen auch fir den Antikdrpernachweis, ist die Verwendung von
Glaskadrperspiilflissigkeit fur die PCR kein Problem, sofern die Verarbeitung vor dem
Uberwuchern der Probe mit Fremdkeimen durchgefiihrt wird (van Gelder, 2001b).
Die PCR ist der Kultur weitaus Uberlegen, da sie einerseits viel schneller ein
Ergebnis liefert und andererseits die Leptospiren nicht nach ihrer Vitalitat beurteilt
werden mussen. Faber et al. (2000) konnten immerhin bei 70% (21) von an ERU
leidenden Pferden Leptospiren-DNA im Kammerwasser nachweisen; die kulturelle
Isolierung gelang hingegen nur bei sechs dieser Pferde; dabei fanden Uber 1,0 ml
Kammerwasser fur die PCR Verwendung, wahrend 0,3 ml Kammerwasser in ein
Transportmedium Uberfihrt wurden und dieses im Labor weiter auf Kulturmedien
verimpft. Da fur die PCR keine Kontrolle moglicher Hemmstoffe durchgefuhrt wurde,
sind falsch negative Ergebnisse nicht auszuschliel3en. Mancel et al. (1999) erhielten
positive PCR-Resultate aus Kammerwasserproben von Menschen, die seit funf
Tagen oder bereits sieben Jahren mit bis zu acht Schiben an einer
Augenentziindung litten. Schlief3lich erlaubt die Untersuchung eines Kulturansatzes
mittels PCR eine Aussage dartber, ob sich eine zeitaufwandige kulturelle
Erregerisolierung tberhaupt lohnt (Mérien et al., 1995; Wollanke et al., 2004a). Nicht
zu vernachlassigen ist, dass Kammerwasser- und Glaskorperproben reich an PCR-
Inhibitoren sind; bei Proben von Menschen wird ein hitzestabiler Hemmstoff
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vermutet, da selbst eine Kochzeit von 15 Minuten keinen klarenden Effekt brachte.
Weiterhin berichten Wiedbrauk et al. (1995), dass die Taq (Thermus aquaticus) DNA-
Polymerase gegen den Hemmstoff aul3erst empfindlich ist, wahrend die Tth
(Thermus thermophilus) und die Tfl (Thermus flavus) DNA-Polymerasen kaum in
ihrer Aktivitat beeinflusst werden. Hodge et al. (1996) untersuchten nur die Seren von
Menschen, die nach ein bis zwei Monaten, nach einer Leptospireninfektion eine
Panuveitis entwickelten und konnten trotz detektierbarer Antikdrpertiter in den
Proben Leptospiren-DNA mittels PCR bei immerhin 41% nachweisen. Uber die
Dunkelfeldmikroskopie konnten diese Befunde nicht nur bestatigt werden, sondern
die Empfindlichkeit war mit 74% sogar hoher als mit der PCR. Ob es sich dabei um
falsch negative PCR-Ergebnisse aufgrund einer Hemmung handelte oder um falsch
positive Ergebnisse der Dunkelfeldmikroskopie, ist nicht klar; ebenso wenig, ob die
Leptospiren wieder aus dem Augen in das Blut zuriickgeschwemmt wurden oder ob
die Phase der Leptospirdmie tatsachlich so lange anhielt. Von Toxoplasmen
bedingten Uveitiden kennt man das Phanomen der ,Reaktivierung® und dem
maoglichen direkten Erregernachweis im Blut bei einer Augenentziindung (Bou et al.,
1999). Mérien et al. (1995) konnten ebenfalls Leptospiren-DNA im Blut bei Patienten
nachweisen, die bereits behandelt wurden und auch Antikdrper im Serum
detektierbar waren. Auch diese Autoren halten es fiir moglich, dass die Leptospiren
ab und zu aus ihren Rickzugsgebieten, wie Niere, Auge, Gehirn oder Genitaltrakt ins
Blut Ubertreten und daflr sorgen, dass Antikorpertiter zum Teil Jahre lang auf dem
selben Niveau gehalten werden (Adler et Faine, 1978; Blackmore et al., 1984;
Pietruschka et Hergt, 1974; Priya et al., 2003; Roberts, 1958; Sova, 1964a; Swart et
al., 1982).

Leptospiren kdnnen unabhéngig von der Dauer und dem Stadium der Erkrankung
aus dem Auge mittels Kultur isoliert werden. Selbst ein anhand der MAT ermittelter
sehr hoher intraokularer Antikdrpertiter schliel3t eine erfolgreiche Isolierung nicht aus.
Besonders gut gelingt der Versuch einer kulturellen Isolierung aus
Augenflussigkeiten post mortem, sowohl bei Verdacht einer akut-systemischen als
auch chronisch-organbezogenen Leptospirose. Da das Wachstum der Leptospiren
allerdings langsam ist und die Bakterien sensibel sind, eignet sich eine kulturelle
Isolierung weniger zur Diagnose als vielmehr fir epidemiologische und
experimentelle Untersuchungen. Zudem besteht in der Veterindrmedizin die
Mdoglichkeit, sofern auf dem Markt kein Impfstoff erhaltlich ist, in Ausnahmefallen fur
einen Tierbestand aus einem Isolat eine Vakzine herstellen zu lassen (Abrahamian
et al., 1997; Alexander et al., 1952; Brandes et al., 2007; Brem et al., 1998, 1999;
Brown et al., 2003; Ellis et al., 1982; Faber et al., 2000; Fischer et al., 1955; Green et
Arean, 1964; Greenlee et al., 2004; Hartskeerl et al., 2004; Hoag et Bell, 1954; Ryan
et al., 1977; Uzal et al., 2002; Wollanke, 2002; Wollanke et al., 2001, 2004b).

2.3.5 Therapie

Die Therapie richtet sich in erster Linie an dem Stadium der Erkrankung sowie dem
Zustand und der Spezies des Patienten aus. Grundsatzlich wird, solange die
Ursache einer Uveitis nicht bekannt ist, eine symptomatische Therapie eingeleitet.
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Doch spatestens wenn die Entzindung nicht abklingt, sich als therapieresistent
erweist oder die Uveitis immer wiederkehrt, die Schdden am Auge und der Psyche
des Patienten zunehmen, sollte eine Alternative zu der rein symptomatischen
Therapie in Erwdgung gezogen werden (Gerard et al., 2006; Gerhards et Wollanke,
2001; Gilger et Allen, 2001; Gilger et Michau, 2004; Gilger et al., 2000, 2001, 2006;
Matthews, 1999; Praditpornsilpa et al., 2006; Schwink, 1992; Spiess, 1997).
Angeblich wirden die meisten Leptospiren bedingten Augenentziindungen beim
Menschen wieder von selber ausheilen. In diesem Zusammenhang ist es jedoch
nicht klar, ob die Patienten aufgrund der Diagnose einer Leptospirose eine
systemische Antibiose erhalten haben (Barkay et Garzozi, 1984; Chu et al., 1998;
David et Barkay, 1976; Martins et al., 1998). In einem Fall, bei einem 16-jahrigen
jungen Mann, der unter einer bilateralen Uveitis anterior, Glaskorpertribung,
aseptischen Meningitis und einer tubulointerstitiellen Nephritis litt, erfolgte eine 14-
tagige intravendse Therapie mit Penicillin G und anschliel3end einen Monat lang die
Gabe von Dexamethason Augentropfen (van den Berg et al.,, 2003). In einem
anderen Fall litt ein 25-jahriger Mann an einer beidseitigen Keratouveitis, sowie
Fieber, Myalgie und Muskelschwache; er wurde zweimal am Tag, eine Woche lang
mit 1 g Ceftriaxone intravends behandelt und erhielt zusatzlich zwei Wochen topisch
0,3% Ciprofloxacin sowie 0,1% Dexamethason (Gupta et al., 2007). Mancel et al.
(1999) empfehlen zur Behandlung einer intraokularen Leptospireninfektion eine
dreiwbchige Einnahme von einer Kombination aus Amoxicillin und Clavulanséure
(1,5 g pro Tag) sowie Pefloxacin (800 mg pro Tag) und zur Linderung der
Augenentziindung topisch Kortikosteroide. Das ist deshalb interessant, als die
systemische Gabe von Chinolonen zur Behandlung einer Leptospirose umstritten ist
(Bal, 2005b; Faucher et al., 2004). Das Problem, Leptospiren alleine durch eine
systemische oder topische Gabe von Antibiotika aus dem Auge zu entfernen, dirfte
ahnlich veranlagt sein, wie bei einer infektidsen Arthritis, zum Beispiel bei der Lyme
Borreliose. Ein Jack Russel mit beidseitig hochgradiger akuter Uveitis erhielt
Doxycyclin per os, Prednisolon per os sowie topisch Atropin und Prednisolon. Aul3er
mit Atropin erfolgte die Behandlung Uber beinahe sechs Wochen (Townsend et al.,
2006). Die Augenentziindung war abgeheilt. Der zu Beginn mittels MAT gemessen
Antikorpertiter im Serum lag bei 1:12800 fir das Serovar Canicola und 1:200 fir
Icterohaemorrhagiae; dabei handelte es sich um einen gegen Leptospiren nicht
geimpften Hund, der au3er der beidseitigen Augenentziindung wenig Anzeichen flr
eine systemische Infektion zeigte. Eine Nachuntersuchung nach neun Monaten
ergab im Serum einen Titer von 1:800 fur Canicola, 1:800 fur Hardjo und 1:200 fur
das Serovar Icterohaemorrhagiae. Den Autoren zur Folge ein deutlicher Hinweis fur
eine erfolgreiche Therapie; allerdings gilt es zu berlcksichtigen, dass die Therapie
Einfluss auf die Immunantwort nehmen kann und daher eine Interpretation der
Serumtiter als schwierig gestaltet (Rathinam, 2002).

Pappachan et al. (2007) konnten bei 174 Patienten, welche aufgrund einer akuten
Leptospirose stationdr aufgenommen und antibiotisch behandelt wurden, eine
Folgestudie von 30 Monaten durchfiihren. Bei allen Patienten wurde die Leptospirose
aufgrund eines positiven Serum Antikorpertiters (IgM/IgG ELISA, MAT) diagnostiziert.
Die Patienten wurden sieben Tage mit Benzylpenicillin (1,5 Millionen Einheiten alle 6
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Stunden intra vents) bzw. bei Patienten (6) mit einer Penicillin-Allergie mit
Doxycyclin (100 mg zweimal taglich per os) behandelt. 18,4% entwickelten eine
Uveitis, im Median etwa nach vier Wochen. Es bestand kein Zusammenhang
zwischen dem Schweregrad der akuten Leptospirose und der Ausbildung einer
Uveitis. Immerhin  18,8% der an Uveitis erkrankten Patienten hatten
Visuseinschrankungen. Patienten mit einer Uveitis anterior (65,6%) erhielten
Fluoromethalon (0,1%) und Homatropin (2%) Augentropfen; die Ausheilungszeit
betrug etwa zwei Wochen. Patienten mit einer Uveitis posterior wurden nicht
therapiert, in diesem Fall dauerte die Ausheilung bis zu zwei Monate. Letztlich
vermuten die Autoren, dass Patienten nach einer antibiotischen Behandlung einer
akuten Leptospirose eher eine milde Uveitis entwickeln. Ob die Gabe von
Benzylpenicillin oder Doxycyclin beim Menschen einen Einfluss auf die Besiedelung
des Auges mit Leptospiren hat oder nicht ist unbekannt. Mit Sicherheit spielt die
Behandlungsdauer und auch die Dosis eine wichtige Rolle (Hanno et Cleveland,
1949). Beim Pferd gibt es eine Untersuchung, ob nach flnftagiger oraler Gabe von
Doxycyclin (10 mg/kg zweimal taglich) im Auge ein antibiotischer Wirkspiegel
nachweisbar ist. Die Untersuchung fand an gesunden Pferden statt; es wurde von
einer intakten Blut-Augen-Schranke ausgegangen und Kkeine angemessene
Doxycyclin Konzentration im Glaskdrper oder Kammerwasser erreicht (Gilmour et al.,
2005).

Eine diagnostische Vitrektomie wird spatestens dann therapeutisch, wenn
Glaskdrpertribungen und membrantdse Einlagerungen eine potentiell vorhandene
Sicht behindern (Becker et al., 2003). Doch jede diagnostische Vitrektomie im
Zeichen einer Leptospirose ist gleichzeitig auch eine Therapie, da die Bakterien aus
dem Glaskorperraum gespult, die okulare ,Clearance verbessert, das Auge
antibiotisch abgedeckt und damit das Immunsystem in der restlichen Beseitigung
vorhandener Bakterien unterstitzt wird (Frihauf et al., 1998; Werry et Gerhards,
1992; Wollanke, 2002).

2.4 Labordiagnostik

Eine schnelle und sichere Diagnose im Falle einer akuten Leptospireninfektion ist
unbedingt notwendig; bedenke man nur die schweren Komplikationen wie
Pankreatitis, Vaskulitis, Blutungen in die Lunge oder in das Gehirn u.a., welche eine
intensive Therapie fordern. Hinzu kommt, dass diese Erkrankung héufig nicht als
jene erkannt wird; sei es weil in einigen Landern, wie z.B. Deutschland, die Inzidenz
recht niedrig ist und somit die Arzte vielleicht nicht gleich daran denken, oder sei es
in Landern mit einer hohen Inzidenz, wie z.B. Brasilien, andere Erkrankungen
insbesondere das Dengue Fieber u.a. kaum in der Symptomatik von einer akuten
Leptospirose unterscheidbar sind (Ko et al., 1999; Laras et al., 2002).

Fur einen verantwortungsvollen Umgang mit der Diagnose, bei Verdacht auf eine
Leptospireninfektion, sind immer mindestens zwei verschiedene Testverfahren
anzuwenden. Die Entscheidung, welche Analysen angebracht sind, hangt von der
verfigbaren Probe und dem Stadium der Erkrankung ab. Der direkte
Erregernachweis fur die Diagnostik mittels Tierversuch ist heutzutage obsolet.
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Dennoch sind Meerschweinchen, Hamster, Ratte und Co fir die klinische Forschung
von Bedeutung und Versuche mit ihnen konnen wichtige Erkenntnisse zum
Verstehen der Erkrankung liefern (Palaniappan et al., 2007; Pereira et al., 2005).

2.4.1 Mikroskopischer Agglutinationstest (MAT)

Vom Prinzip her ist der MAT eine einfache und leicht verstandliche Methode. Die
WHO schrieb ihn zur Referenzmethode (,Goldstandard®) aus, nachdem lange Zeit
keine Alternative fur eine schnelle und spezifische Diagnostik der Leptospirose zur
Verfligung stand (Bajani et al., 2003; WHO, 2003).

Der MAT wird in der Regel nach den allgemeinen Empfehlungen der WHO
durchgefthrt (OIE, 2004; WHO, 2003). Danach werden als Antigen eine moglichst
umfassende Palette von Leptospirenreferenzstammen genutzt, welche die haufigsten
Serovare einer Region vertreten. Als Probe dient meist Serum, genauso gut kdnnen
aber auch alle anderen Korperflissigkeiten, welche Immunglobuline gegen
Leptospiren-LPS enthalten, Verwendung finden. Heutzutage wird der MAT meist in
Mikrotiterplatten durchgefiihrt (Cole et al., 1973). Dazu werden die Proben in
Zweierschritten verdinnt und die Verdinnungen im gleichen Volumenverhaltnis mit
den einzelnen Leptospirenkulturen vermischt. Nach einer Inkubationszeit wird der
MAT unter dem Dunkelfeldmikroskop bei einer 100fachen VergroRerung
ausgewertet. Wenn die in einer Probe enthaltenen spezifischen Antikérper = 50% der
Leptospiren agglutinieren, so gilt dies als eine positive Reaktion. Der Antikdrpertiter
einer Probe richtet sich, in Abhangigkeit des Leptospirenstammes, nach der
Verdinnung, bei der die Reaktion gerade noch positiv ist. Dabei kdnnen Reaktionen
gegen ein oder mehrere Serovare abgelesen werden.

Die MAT Positiv-/Negativgrenze, der ,Cut-off, hangt von der jeweiligen Situation ab
und kann beliebig gesetzt werden. Bezieht sich die Untersuchung auf den Verdacht
einer klinisch manifesten Leptospirose, wird meist ein Wert von 1:100 gewahlt
(Gulland et al.,, 1996). Fur populationsdynamische Untersuchungen von
Reservoirtieren auf die Pravalenz bestimmter Serovare ware dies allerdings schon
viel zu hoch, da selten Titer von mehr als 1:50 erreicht werden; darum wird der ,Cut-
off moglichst niedrig gehalten und haufig bereits eine MAT-Reaktion ab 1:25 als
positiv bewertet (Acevedo-Whitehouse et al., 2003; Aguirre et al.,, 2007; Caley et
Ramsey, 2001; Godinez et al., 1999; Hathaway et al., 1978; Masri et al., 1997). Zu
jedem Zeitpunkt einer Leptospireninfektion und unter jeder klinischen Erscheinung,
aber auch nach bereits Uberstandener Infektion, konnen folgende MAT-Ergebnisse
entstehen: Keine Antikdrper nachweisbar, niedriger (< 1:100) bis sehr hoher MAT-
Titer gegen nur ein oder aber Reaktionen gegen mehrere Serovare (Adler et Faine,
1978; Bajani et al., 2003; Blackmore et al., 1984; Cumberland et al., 2001; Kalisch,
1952; Lupidi et al., 1991; Luzzi et al., 1987; Mérien et al., 1995). Eindeutig sind
lediglich ein mindestens vierfacher Titeranstieg gepaarter Serumproben bzw. bei
entsprechender Symptomatik ein Titer > 1:800 (Russell et al., 2003; Segura et al.,
2005). Ansonsten schliel3t ein noch so niedriger MAT-Titer eine Leptospirose niemals
aus (Brown et al., 2003; Ellis et al., 1986a; Harkin et al., 2003b; Kmety et al., 1956;
Silva et al., 2007). Das qilt insbesondere auch fir Liquor-, Glaskérper- oder
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Kammerwasserproben, sofern sie zur Untersuchung auf eine Leptospiren bedingte
Mening(0)-, Enzephalitis bzw. Uveitis herangezogen werden.

Haufig kommt es vor, dass die Antikorper in einer Patientenprobe gegen mehrere
Leptospirenserovare reagieren. In den seltensten Féllen handelt es sich tatsachlich
um eine Mischinfektion, sondern vielmehr um Kreuzreaktionen. Ein Vorteil davon ist,
dass der MAT auch positiv ist, selbst wenn nicht das richtige Serovar als Antigen flr
den Test ausgewahlt wurde. Ein Nachteil ist allerdings, dass nicht immer der hochste
Titer tatséchlich das Serovar der Infektion anzeigt. Vergleicht man das Ergebnis der
kulturellen Isolierung mit dem zuvor in dem MAT ermittelten Serovar, so kann zum
Teil bei tiber 50% mit einer falschen Vorhersage gerechnet werden. Uberlegt man
sich, dass die meisten Untersuchungsergebnisse seit Uber 85 Jahren auf dem MAT
beruhen, wird klar, wie schwierig ein Vergleich mit heutzutage gewonnen Daten aus
der molekularbiologischen Typisierung ist (Ahmad et al., 2005; Arimitsu et al., 1987,
Barry et al., 2006; Bharti et al., 2003; Hathaway et al., 1981; Kmety, 1958; Levett,
2001, 2003; Mulla et al., 2006). Je langer eine Erkrankung dauert und insbesondere
in chronischen Féllen, reagieren die Antikorper haufig nur noch einfach. Als ein
Hinweis auf eine Leptospirose am Ubergang vom subakuten in das chronische
Stadium verbunden mit klinischen Symptomen, wird bei gepaarten Serumproben ein
fallender MAT-Titer mit zunehmender Konzentration der Immunantwort auf nur noch
ein Serovar angesehen (Bal, 2005a; Bal et al., 2002, 2003).

Ein groRer Nachteil des MAT ist die Notwendigkeit frische Kulturen mehrerer
Stamme von Leptospiren vorratig zu halten, sprich eine gewissenhafte und
dauerhafte Subkultivierung zu betreiben. Obwohl die Virulenz potentiell pathogener
Leptospiren bei Laborstammen als gering eingestuft wird, ist der tagliche Umgang
mit den Bakterien doch mit einem gewissen Risiko verbunden (Biosicherheitsstufe I1).
Abgesehen davon, dass die Kulturpflege einen erheblichen zeitlichen Aufwand
bedeutet und sich daher nur noch wenige Labore auf den MAT spezialisiert haben
(Levett et al., 2005). Zur Vermeidung einer Kreuzkontamination ist unbedingt darauf
zu achten, dass die Leptospirenstamme rein bleiben und nicht Mischkulturen
entstehen. Eine regelmallige Kontrolle der Stamme ist notwendig. Ein weiterer
Nachteil, der nahezu jedem diagnostischen Verfahren fiir die Leptospirose anhaftet,
ist die schwierige Vergleichbarkeit der Ergebnisse. Jedes Labor in den
verschiedenen Gegenden der Erde macht den Test mit verschiedenen Serovaren in
unterschiedlicher Anzahl egal ob fir Mensch oder Tier. SchlieBlich wird der MAT-
Titer auch vom Kulturmedium, indem die Leptospiren wachsen, beeinflusst. Die
Auswertung des Testes ist sehr subjektiv (Ahmad et al., 2005; Ellis et al., 1991).
Bereits 1951 fand eine Diskussion zu diesem Thema statt und der Vorschlag aus den
Reihen der Experten belief sich darauf, die Seren ofters und gleichzeitig in
verschiedenen Laboren untersuchen zu lassen (Vol3, 1952). Selbst zwei fir den MAT
erfahrene Diagnostiker unterscheiden sich schon einmal in einer Titerstufe. Genauso
gut gibt es tatsachlich Proben, die an ein und dem anderen Tag vollig unterschiedlich
reagieren. Einen interessanten Beitrag hierzu liefert die Auswertung eines
internationalen Ringversuches (Chappel et al., 2004).

Der MAT eignet sich aufgrund seiner niedrigen Sensitivitat (29% bis 69%) in einem
frihen Krankheitsstadium (< 7 Tage), aber auch wahrend der Konvaleszenz-Phase
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(= 15 Tage bis 93,8%) nicht allein zur Diagnose einer Leptospireninfektion. Angaben
zur Spezifitat bewegen sich um die 95% bis 98,4% (de Abreu Fonseca et al., 2006;
Bajani et al., 2003; Bharadwaj et al., 2002; Levett et Branch, 2002; Palaniappan et
al., 2007; Smits et al., 2000).

2.4.2 ,,Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay” (ELISA)

Ein ELISA zum Nachweis spezifischer IgM, IgG oder IgA gegen Leptospirenantigene
ist das zurzeit sensitivste indirekte Testverfahren in der Leptospirosediagnostik. Bis
vor gar nicht allzu langer Zeit standen fir den ELISA und auch andere serologische
Testverfahren ausschlief3lich Antigene von Leptospiren zur Verfiigung, welche durch
die Praparation der kompletten Bakterienzelle gewonnen wurden. Dadurch bot sich
zwar den Antikorpern ein breites Spektrum reaktiver Epitope an, jedoch sowohl
pathogener, wie auch apathogener Leptospiren. Selbst ein ELISA mit einer
Sensitivitat von 100% musste damit in seiner Spezifitat (89,1%) erheblich einbufRen.
Angaben zur Sensitivitdt verschiedener ELISA reichen von 35% bis 100%. Dabei
spielt es eine Rolle, in welcher geographischen Gegend der ELISA etabliert wird, zu
welchem Zeitpunkt der Erkrankung die Probenentnahme statt findet und ob nur auf
IgM oder auch auf IgG und IgA untersucht wird. Meist werden die Proteingemische
von bis zu funf verschiedenen Leptospirenserovaren, welche am haufigsten im MAT
zu Reaktionen fuhren, zusammengemischt. Mochte man eine direkte Aussage uber
die Serovarspezifitat der Probe erhalten, so werden die Proben gegen die
Proteingemische einzelner Leptospirenstamme getestet. Kommerziell erhaltliche
ELISA Testkits beschranken sich in der Regel auf die Darbietung des apathogenen
Stammes L. biflexa Patoc | als Antigen; das senkt die Spezifitat. Angaben zur
Spezifitat verschiedener ELISA reichen von 89,1% bis 98%. Die Ubereinstimmung
der Ergebnisse zwischen dem MAT und dem ELISA (0,72 < k < 0,87) werden
zumeist als gut bewertet (de Abreu Fonseca et al., 2006; Adler et al., 1980; Ahmad et
al., 2005; Bajani et al., 2003; Blacksell et al., 2006; Brandao et al., 1998; McBride et
al., 2005, 2007; Cinco et al., 1992; Cumberland et al., 1999; Effler et al., 2002;
Fonseca et al., 2006; Gussenhoven et al., 1997; Levett et Whittington, 1998; Matsuo
et al., 2000; Mendoza et Prescott, 1992; Mulla et al., 2006; Ooteman et al., 2006;
Ribotta et al., 2000; Russell et al., 2003; Smits et al., 2000; Terpstra et al., 1980,
1985; Vijayachari et Sehgal, 2006; Winslow et al., 1997; Yersin et al.,, 1999;
Zochowski et al., 2001).

Eine Variante, um die Spezifitdt des ELISA zu erhdhen, ist das Waschen der ELISA
Platten nach Zugabe der Probe mit einer Harnstoff-haltigen Waschlosung. Harnstoff
fuhrt zur L6sung der Verbindung von Antikbrpern mit einer weniger starken Affinitat
zu dem Antigen. Abdulkader et al. (2002) testeten 13 IgG positive Serumproben, von
seit 14 Tagen an Leptospirose erkrankten Menschen mit einem ELISA und wuschen
die Platten einmal mit und einmal ohne Harnstoff. Dabei stellten sie eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse von 98% (+ 14%) fest. Die hohe Bindungsstarke
der IgG wurde als ein moglicher Hinweis einer Reinfektion der Patienten gedeutet.
Der hierfir verwendete ELISA hatte als Antigen ein Gemisch aus
Ganzzellpraparationen von Leptospirenspezies funf verschiedener Serovare, die
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nicht den Serovaren der haufigsten Reaktionen in dem MAT entsprachen. Ein
Nachteil hierbei ist, dass die Immunantwort des Patienten nicht auf ein spezifisches
Serovar eingegrenzt werden kann. Neben 1gG wurde auch der IgM und IgA Gehalt
der Probe bestimmt.

Seit einiger Zeit besteht nun die Moglichkeit der Produktion rekombinanter Antigene
der auflereren Membran ausschliel3lich pathogener Leptospiren und diese flr
serologische Testverfahren zu verwenden (Bharadwaj, 2004; Bomfim et al., 2005;
Boonyod et al., 2005; Croda et al., 2007; Dey et al., 2004; Flannery et al., 2001a;
Neves et al., 2007; Okuda et al., 2005; Srivastava et al., 2006; Surujballi et Mallory,
2004; Tahiliani et al., 2005). Hierfur war es notwendig Antigene zu finden, die
immundominant sind und wahrend einer Infektion ausreichend exprimiert werden.
Die LipL32 und LipL41 (in Kombination mit OmpL1) scheinen hierfur geeignet zu sein
(Amutha et al., 2007; Barnett et al., 1999; Haake et al., 2000, 2004; Matsunaga et al.,
2003; Shang et al., 1996; Smits, 2005; Theodoridis et al., 2005). Mariya et al. (2006)
verglichen den MAT mit einem indirekten IgG ELISA auf Basis von rekombinantem
LipL41 Antigen und konnten bei einer Sensitivitdit von 100% eine Spezifitdt von
85,3%, bei einer Genauigkeit von 88,4%, erreichen. Damit steht dieser ELISA mit nur
einem rekombinanten Antigen dem ELISA mit einem Pulk an Ganzzellantigenen in
keinster Weise mehr nach. Naito et al. (2007) beschreiben einen ELISA auf Basis
von rekombinantem LipL32 Antigen zur Untersuchung von Serumproben des
Schweines. Beim Vergleich mit dem MAT wurde eine Spezifitat von nur 63%
ermittelt. Mehr als 70% der im ELISA positiven Proben waren im MAT negativ. Sie
fuhrten dies darauf zurtick, dass im MAT nur 12 verschiedene Serovare getestet
wurden, wahrend der LipL32 ELISA Serovar-unabhéngig Antikbrper gegen
pathogene Leptospiren detektiert. Fur die Validierung neuer ELISA-Systeme auf
Basis rekombinanter Antigene kdnnte sich herausstellen, dass sich der MAT nicht als
Vergleichsmethode eignet, wenn Uber die verwendeten Referenzstamme in
ungenugender Weise die Immunantwort des Wirtes erkannt wird.

2.4.3 Mikroskopie

Ein Dunkelfeldmikroskop eignet sich hervorragend, um schnell und ohne jeden
Aufwand Leptospiren nachzuweisen (Arzouni et al., 2002; Othman et al., 2007).
Dazu einfach einen Tropfen der Flissigprobe auf einen Objekttrager geben und eine
100fache VergréRerung reicht aus, um die Probe auf das Vorhandensein von
Leptospiren zu priifen. Nachteil: Es miissen mindestens 10* Leptospiren pro ml
enthalten sein, um mit viel Mihe in dem Tropfen auf dem Objekttrager pro
Gesichtsfeld wenigstens eine Leptospire zu finden (Turner, 1970). Das ist manches
Mal gar nicht so einfach, wenn die Leptospire sich nicht bewegt und Fibrin oder
andere Beimengungen einer toten Leptospire (ein Strich) sehr ahnlich sind. Daraus
folgt, dass nicht nur schon eine ganze Menge Leptospiren in der Probe enthalten
sein mussen, sondern diese sich auch noch mdglichst bewegen sollten. Hinzu
kommt das Verhalten der Leptospiren, sich nicht homogen in einer Losung zu
verteilen, sondern Haufen bzw. Nester zu bilden. Dieses Phdnomen kann man sehr
schon bei einem halbflissigem Nahrmedium, in dem viele Leptospiren gewachsen
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sind, beobachten: Eine Wolkenbildung oder im Englischen auch als ,dinger zone*
bezeichnet (Branger et al., 2005; LeFebvre et al., 1985; Levett, 2001; Sambasiva et
al., 2003; Trueba et al., 2004). Wirde man mit einer Impfése einen Tropfen Kultur
neben der Wolke entnehmen, so finden sich unter dem Mikroskop vielleicht ein, zwei
einzelne Leptospiren; fahrt man dahingegen mitten in die Wolke oder hat die
Flissigkeit vorher homogenisiert, dann sieht man auf einmal Millionen Bakterien
unter dem Mikroskop. Wie in der Kultur, so auch in der Probe. Ein Labor, welches die
Dunkelfeldmikroskopie fur die Diagnostik einsetzt wird daher vorher die Probe, sofern
maoglich, abzentrifugieren und das Sediment auf Leptospiren untersuchen. Damit hat
man zwar mogliche Bakterien konzentriert, jedoch auch mehr Beimengungen im
Blickfeld. Andersherum wirde man mit einer nur geringen
Zentrifugationsgeschwindigkeit den geklarten Uberstand mit den Leptospiren
erhalten. Fir die alleinige Untersuchung klinischer Proben, wie Blut, Liquor, Milch,
Kammerwasser, Glaskorper, Urin sowie Dialysaten reicht die Dunkelfeldmikroskopie
aufgrund der geringen Sensitivitdt und Spezifitat oft nicht aus (Ahmad et al., 2005;
Bielansky et al., 1998; Chandrasekaran et Gomathi, 2004; Chandrasekaran et al.,
1998; Effler et al., 2002; Hodge et al., 1996; Kumar et al., 2001; Ramadass et al.,
1997; Vinetz, 2001). Unersetzlich wird sie jedoch immer fur eine schnelle Beurteilung
von Kulturen, sowie fir die Durchfuhrung des MAT bleiben. Fir die Beurteilung der
Bakterienmorphologie ist die einfache Dunkelfeldmikroskopie selbst bei starkerer
Vergrof3erung weniger geeignet. Es ist nicht mehr zu erkennen, als die Beweglichkeit
der Leptospiren und ob sie dinner oder langer sind. Doch tatsachlich variieren das
Erscheinungsbild und die Motilitat der Leptospiren in Abhangigkeit ihrer Umgebung
(Bharti et al., 2003; Ellis et al., 1983). Schone Detailaufnahmen erhalt man mit Hilfe
der Elektronenmikroskopie. Dabei wurden nicht nur Kulturisolate untersucht, sondern
auch Leptospiren in klinischen Proben. Erste Hinweise existieren, die vermuten
lassen, dass immunologisch und molekularbiologisch nachweisbare Veranderungen
der Oberflache von Leptospiren wahrend einer Infektion sogar morphologisch im
Elektronenmikroskop sichtbar sind. So eignet sich diese Methode, um Leptospiren an
verschiedenen Orten des Korpers, in Zellen (wie Makrophagen) und Geweben (wie
Nierenparenchym) sowie Flussigkeiten zu identifizieren und deren Veranderungen zu
dokumentieren (Barocchi et al., 2002; Bharti et al., 2003; Brandes et al., 2007; de
Brito et al., 1992; Czekalowski et Eaves, 1955; Li et al., 2007; Liu et al., 2007; Miller
et Wilson, 1966; Niedermaier et al., 2006; Swain, 1955; Trueba et al., 1992).

2.4.3.1 Histologie

Spezifische immunhistochemische Untersuchungen, finden heutzutage eher aus
wissenschaftlichem Interesse als flr die Routinediagnostik statt; hierflr sind besser
Screeningverfahren, wie die Silberfarbung bzw. die Versilberung nach Warthin und
Starry geeignet. Zwar sind diese Farbungen weniger spezifisch, aber wesentlich
preiswerter und einfacher in der Anwendung. Die Silberfarbung von Nieren eines
Menschen, der an einer fieberhaften Gelbsucht litt, erméglichte Stimson 1907 das
erste Mal die Bakterien zu beschreiben (Ahmad et al., 2005; Barnett et al., 1999;
Gsell, 1984; Kobayashi, 2001; Salkade et al., 2005; Szeredi et Haake, 2006).
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2.4.4 1solierung und Vermehrung in Kultur

L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae Stamm Ictero No. | (ATCC 43782),
friher als Stamm Yamasaki bezeichnet, konnte am 23. November 1914 von einem
Patienten mit Weil’'scher Krankheit isoliert werden. Dies gelang dem japanischen
Professor Inada und seinen Kollegen, nachdem sie die Methode von Noguchi, einem
japanischen Bakteriologen, zur Kultivierung von Spirochaten modifizierten. Dazu war
eine entscheidende Erkenntnis notwendig: +37°C ist fur die Anzucht von Leptospiren
ungeeignet, viel besser sind Temperaturen zwischen +22°C bis +25°C (Kobayashi
2001; Smabasiva et al., 2003).

Doch auch 100 Jahre spater bleibt die kulturelle Isolierung von Leptospiren eine
Kunst fur sich. Die Vermehrung der Bakterien ist zeitaufwandig und die Anspriche
an das Ausgangsmaterial sind hoch. Im gunstigsten Fall werden die Proben gleich
nach der Entnahme vom Patienten unverziglich in ein Transportmedium Uberflhrt
und bei Raumtemperatur dem Labor zugesandt (Ahmad et al., 2005). Steht kein
Transportmedium zur Verfugung sollte auf jeden Fall ein Kulturansatz mit der
Nativprobe innerhalb der ersten 24 Stunden erfolgen und die Probe bis dahin nur bei
Raumtemperatur gelagert werden (Bharti et al., 2003). Um ein Uberwuchern der
Kultur mit schnell wachsenden Bakterien (,bacterial overgrowth®) zu vermeiden,
werden die Proben so steril wie moglich entnommen; d.h. aber auch, dass Proben,
die von Natur aus schon gar nicht keimarm sein kdnnen, wie zum Beispiel
Kotproben, sich wenig fir eine Leptospirenisolierung eignen. Die Begleitflora wachst
schneller als die Leptospiren und verdrangt diese schlie3lich ganz. Eine Mdglichkeit
unerwiinschte Bakterien aus dem Kulturansatz zu entfernen, ist die Filtration durch
sehr feine, 0,22 um oder 0,45 um, Filter und eine anschlielRende Subkultivierung in
frischem Medium (Ahmad et al., 2005; Arzouni et al., 2002). Doch das ist sehr
zeitaufwandig und haufig nur dann erfolgsversprechend, wenn bereits Leptospiren
mikroskopisch sichtbar waren. 1977 kamen Ryan et al. auf die Idee von abortieren
Ferkeln Glaskérper fur eine Leptospirenkultur zu entnehmen. Der Erfolg gab ihnen
recht; die Isolierung gelang viel haufiger und mit weniger Aufwand als sonst, weil die
Augenflissigkeiten nach dem Tod der Tiere noch viel langer keimarm blieben als die
Ubrigen Organe des Fetus (Brown et al., 2003; Ellis et al., 1982; Uzal et al., 2002).
Auch sonst gelingt die Isolierung von Leptospiren aus Glaskorperflissigkeit recht gut
(Brandes et al., 2007; Brem et al., 1999; Hartskeerl et al., 2004; Niedermaier et al.,
2006; Wollanke, 2002). Besser zumindest als zum Beispiel aus Urinproben von
Mensch und Hund. Das liegt an dem pH-neutralen Milieu. Leptospiren halten sich in
dem sauren Urin vom Menschen nicht besonders lang und werden rasch
vermehrungsunfahig; daher ist es auch nicht moéglich eine Kultur mit viel Urin
anzusetzen; da mag es allein schon aufgrund der Volumenverhaltnisse einleuchtend
sein, warum ein Kulturversuch von 100 pl Urin eines Menschen weniger
erfolgversprechend ist, als ein Versuch von 100 pl Glaskérperflissigkeit eines
Ferkels (Ahmad et al., 2005; Bharadwaj, 2004; Harkin et al., 2003a, 2003b; Wéachtler
et al., 1998). Wahrend bei Blutproben auch eher das Volumenverhaltnis (5 pl bis 500
pl) ein Problem darstellt, eignen sie sich ansonsten ganz gut fur eine Isolierung,
sofern die Probe tatsachlich in der Bakteriamiephase und steril gewonnen wurde.
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Zitratblut sollte jedoch nicht verwendet werden. Wie lange eine Bakteriamiephase
anhalt, kann wohl nicht pauschal festgelegt werden, nachdem Meérien et al. (1995)
noch 56 Tage seit Beginn der Symptome Leptospiren aus dem Blut von Menschen
isolieren konnten. Uber die Sensitivitat einer Leptospirenisolierung aus einer
Blutkultur erhélt man Angaben von 14,3% bis 62% (de Abreu Fonseca et al., 2006;
Bal et al., 1994; Bharti et al., 2003; Brown et al., 2003; Gravekamp et al., 1993; Katz
et al., 2003; Mino, 1942; Truccolo et al., 2001; Wuthiekanun et al., 2007). Neben
Glaskorperproben wird der schnellste und beste Erfolg mit einer Isolierung aus
Nierenproben erzielt. Insbesondere bei infizierten Kleinsaugern, wie Ratten und
Mausen kann eine Sensitivitat von nahezu 100% erreicht werden (Doungchawee et
al., 2005; Kositanont et al.,, 2007b). Auch unter kontrollierten Bedingungen
experimentell infizierter Hamster und Schweine mit L. Pomona war die Kultur aus
Nierenproben in allen Fallen positiv (Alt et Bolin, 1996). Im Prinzip eignet sich, unter
Bertcksichtigung des Krankheitsstadiums, flr eine Leptospirenisolierung jedes
Organ; interessant sind die unterschiedlichen Angaben zur inokulierten
Probenmenge; sie reichen von einer Feinnadelaspiration bis zu 2 g. Grundsatzlich
steigert der Ansatz mehrerer Kulturen, z.B. mit unterschiedlichen Mengen an
Probenmaterial und/oder verschiedener Zusammensetzung der Medien, die
Erfolgsrate (Ahmad et al., 2005; Ellis et al., 1981, 1983).

Der Erfolg einer Kultur hangt im Wesentlichen davon ab, ob die Leptospiren in der
Probe lebensfahig und vermehrungsfahig sind. Daher sollten die Kulturen mdglichst
vor dem Beginn einer antibiotischen Therapie angesetzt werden. Eine kulturelle
Isolierung gelingt in den wenigsten Fallen, wenn eine Probe oder gar das
Transportmedium irgendwann einmal gekuhlt wurden; daher ist es immer schwierig
wenn Proben von Leichen wahrend der Sektion genommen werden, denn entweder
sind die Kérper schon einmal gekihlt gewesen, oder aber seit dem Tod ist soviel Zeit
vergangen, dass Bakterien aus dem Darm in den Korper gestreut haben. Mit
Einsetzen autolytischer Prozesse andert sich das Milieu des Gewebes (pH-Wert,
Sauerstoffangebot u.a.); sind bereits mehr als 24 Stunden vergangen, so wird jeder
Versuch Leptospiren aus einem solchen Gewebe isolieren zu wollen, erfolglos
bleiben (Brown et al., 2003; Ellis et al., 1982; Fairbrother, 1985; Scarcelli et al., 2003;
Sperhake et Schulz, 2006; Straube, 2007).

Sind vermehrungsfahige Leptospiren in einer Probe vorhanden, so dauert die Kultur
bis zum ersten mikroskopischen Nachweis wenigstens eine Woche (Arzouni et al.,
2002); da es aber auch Monate dauern kann, wird eine Beobachtungszeit von
mindestens vier Monaten, besser sechs Monaten empfohlen (Bharti et al., 2003;
Bielanski et al., 1998; Bomfim et Koury, 2006; Brown et al., 1995, 2003; Morgan et
al., 2002; OIE, 2004; Wuthiekanun et al., 2007). Die kulturelle Isolierung von
Leptospiren ist sehr aufwéndig und wird daher nur von wenigen Laboren
routinemanig durchgefihrt. Als Grundn&hrmedium, auch kommerziell erhaltlich,
eignet sich das Ellinghausen McCullough Johnson Harris (EMJH), Korthof, Fletcher,
Stuart, Schuffner, Vervoort, Noguchi, Cox, Shenberg oder das Vogel et Hunter
Medium (Bielanski et al., 1998; Ellinghausen, 1968, 1973, 1975, 1983; Ellinghausen
et McCullough, 1965a, 1965b; Fletcher, 1928; Johnson et Harris, 1967; Sambasiva
et al., 2003; Scarcelli et al., 2003; Shenberg, 1967; Stuart, 1946; WHO, 2003). Eine
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Anreicherung erfolgt unter anderem mit Kaninchenserum (bis 10%), fotalem
Kalberserum (bis 4%), Lactalbuminhydrolysat (0,1%), zusatzlichem bovinem Serum-
Albumin (BSA, 1%) und als Quelle langkettiger Fettsduren Tween80/40 (Bal et al.,
1994; Brem et al., 1998; Ellis et al. 1976, 1986a; Greenlee et al., 2004; Staneck et
al., 1973; Turner, 1970; Wagenaar et al., 2000). Die Kulturen kdnnen mit Agar (bis
15%) versetzt werden. Die Kultivierung findet unter aeroben Bedingungen bei +20°C
bis +30°C statt. Ein pH-Wert von pH 6,8 bis pH 7,6 ist einzuhalten. Mit einer
Generationszeit der Leptospiren von 7 Stunden bis 12 Stunden ist zu rechnen.
Mochte man einen Hemmstoff hinzufigen, so eignet sich 5-Fluorouracil (bis 200
pg/ml), Vancomyecin (bis 100 pg/ml), Neomycin (bis 300 pug/ml), Amphotericin B (bis 2
pg/ml), Rifampicin (bis 10 pg/ml), Nalidixinsdure, Fosfomycin, Bacitracin, Actidion
und/oder Polymyxin B (Adler et al., 1986; Johnson et Rogers, 1964a; Myers et
Varela-Diaz, 1973; Oie et al., 1986; Ryu, 1963; Schonberg et al., 2005). Ist die Kultur
nicht mit anderen Keimen kontaminiert, so wachsen die Leptospiren besser in
einfachem, wie dem semi-solidem EMJH Medium, als unter Zusatz von Antibiotika
(Brown et al., 2003; Tansuphasiri et al., 2006b). In konventionellen Blutkulturen
Uberleben die Leptospiren einige Tage und in einem kommerziell erhaltlichen System
fur Mykobakterien sogar bis zu zwei Wochen (Griffith et al., 2006; Palmer et
Zochowski, 2000; Palmer et al., 1984). Eine Subkultivierung in spezielles
Leptospirenmedium wird jedoch empfohlen (Bharti et al., 2003).

Die unterschiedlichen Proben, Probenmengen und Entnahmetechniken, Rezepturen
und Dauer der Kultivierung bereiten Schwierigkeiten die Ergebnisse der Methodik
~Kultur (z.B. hinsichtlich Sensitivitat) untereinander zu vergleichen oder die Kultur als
,Goldstandard“ fur die Evaluierung anderer Methoden wie der PCR zu verwenden
(Hoorfar et al., 2004). Manch einer mag die Kultur als sensitiver oder zumindest
vergleichbar mit der PCR ansehen (Kik et al., 2006; Taylor et al., 1997; Wagenaar et
al., 2000). Doch diese Einschétzung ist eine seltene Ausnahme. Viel eher liest man
die Aussage, dass die PCR die Kultur an Empfindlichkeit weitaus Ubertrifft (de Abreu
Fonseca et al., 2006; Ahmad et al., 2005; Awad-Masalmeh et al., 2004; Brown et al.,
1995, 2003; van Eys et al., 1989; Gerritsen et al., 1991; Gravekamp et al., 1993;
Heinemann et al., 1999; Hookey, 1992; Kee et al., 1994; Masri et al., 1997; Mérien et
al., 1992; Murgia et al., 1997; Richtzenhain et al.,, 2002; Zuerner et Bolin, 1997).
Dennoch wird die kulturelle Isolierung von Feldleptospiren immer wichtig bleiben;
zwar wurde sie als reine  Diagnostikmethode  von DNA-  und
Antigennachweismethoden  abgeltst, doch stellt sie ein  wesentliches
epidemiologisches Hilfsmittel dar; und solange keine geeigneten kommerziellen
Vakzinen fur einige Tiere vorhanden sind, wird die kulturelle Isolierung auch immer
fur die Entwicklung bestandsspezifischer Impfstoffe von Néten sein. Daher ist es
aber mit dem ersten mikroskopischen Nachweis von Leptospiren aus dem
Kulturansatz nach vielleicht schon drei Wochen nicht getan, sondern die Leptospiren
mussen gepflegt, subkultiviert und zu einer frohwtchsigen Kultur herangezogen
werden.

Vor Einfihrung molekularbiologischer Techniken, mit deren Hilfe schnell und einfach
ein unbekannter Leptospirenstamm einer Spezies zugeordnet werden kann, benutzte
man zur Unterscheidung zwischen pathogenen und saprophytéren Leptospiren

39



Literatur

neben dem Tierversuch phanotypische Testverfahren, die mindestens einen Monat
dauern und zum Teil wenig befriedigende Ergebnisse liefern; hierzu gehéren das
kulturelle Wachstum bei +13°C bzw. +30°C oder das Wachstum unter Anwesenheit
von 8-Azaguanin (225 pug/ml) (Brenner et al., 1999; Johnson et Harris, 1967; Johnson
et Rogers, 1964b; Mgode et al.,, 2006; Nizamuddin et al., 2006; Noubade et al.,
2002).

2.4.4.1 Typisierung von Isolaten

Bevor molekularbiologische Methoden zur Verfugung standen, fand die Typisierung
von Feldleptospiren vornehmlich anhand serologischer Verfahren statt (Dikken et al.,
1978). Auch heute ist dies noch Gang und Gébe, weil sie von den Laboren schnell
und einfach durchfuhrbar ist. Das Prinzip ist das Gleiche wie beim MAT, nur sind in
diesem Fall die Leptospiren der gesuchte Parameter und die Antikérper vorgegeben.
Verwendung finden Kaninchenhyperimmunseren, die in der Regel gegen die in der
Region ublicher Weise vorkommenden Leptospiren gerichtet sind. Damit kann eine
Typisierung der Feldisolate bis auf Serovarebene erfolgen (Doungchawee et al.,
2007; Mgode et al., 2006; Rossetti et al., 2005).

Je nachdem welcher Genabschnitt des Bakteriengenomes vervielfaltigt wurde, bietet
eine Sequenzanalyse von PCR-Produkten die Mdglichkeit die Zugehoérigkeit des
Leptospirenstammes zu einer Genospezies zu bestimmen (Ahmed et al.,, 2006;
Ganoza et al., 2006; Morey et al., 2006; Reitstetter, 2006; La Scola et al., 2006; Silva
et al., 2007; Slack et al., 2006a; Wangroongsarb et al., 2007). Da bisher nur vier
Leptospirenstamme vollsequenziert wurden, ist die Bestimmung bis auf Stammebene
noch nicht méglich. Dazu sind andere mehr oder weniger aufwéandige Techniken
notig, wie der Restriktionsendonuklease »Assay" (REA), die
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
(RFLP), die ,Random Amplified Polymorphic DNA PCR* (RAPD-PCR), ,Arbitrarily
Primed PCR* (AP-PCR), ,Low Stringency Single Specific Primer PCR* (LSSP-PCR),
,Variable Number of Tandem Repeat‘ Analyse (VNTR) oder der ,Fluorescent
Amplified Fragment Length Polymophismus® (FAFLP) (Bomfim et Koury, 2006;
Brown et Levett, 1997; de Caballero et al., 1994a, 1994b; Corney et al., 1993; Ellis et
al., 1988; Gebriel et al., 2006; Gerritsen et al., 1995; Heinemann et al., 2000;
Herrmann et al., 1991, 1992; Kawabata et al., 2001; Letocart et al., 1997; Marshall et
al., 1984; Oliveira et al., 2003; Ooteman et al., 2004; Pacciarini et al., 1992; Perolat
et al., 1993, 1994; Ralph et al., 1993; Resch et al., 2007; Salalin et al., 2006; Savio
et al., 1994; Slack et al., 2006b, 2007b; Tamai et al., 1988; Vijayachari et al., 2004,
Woodward et Redstone, 1993; Zuerner et al., 1993). Die meisten dieser Verfahren
haben jedoch einige Nachteile: Eine grol3e Menge hoch reiner, qualitativ wertvoller
DNA ist notwendig; damit setzt eine Stammtypisierung mit molekularbiologischen
Methoden nach derzeitigem Standpunkt eine kulturelle Isolierung voraus. Der
weltweite Datentransfer gestaltet sich als schwierig, die Ergebnisse weisen eine
geringe Trennschéarfe auf, ebenso ist die Reproduzierbarkeit niedrig und die
Interpretation  oft mehrdeutig. Damit stellen diese  Methoden  zur
Stammdifferenzierung fur ein Routinelabor noch keine echten Alternativen fur die
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serologischen Methoden zur Serovarbestimmung dar (Cachay et Vinetz, 2005;
Kositanont et al., 2007b; Majed et al., 2005; Mgode et al., 2006; Trueba, 2006).

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Vorteile der PCR liegen auf der Hand: Es handelt sich hierbei um eine hoch
sensitive Methode; die DNA einer Leptospire in einem Reaktionsansatz ist
nachweisbar. In ein, maximal zwei Tagen erh&lt man ein Ergebnis. Bereits einen Tag
nach Infektion ist ein Erregernachweis maoglich. Mit der richtigen Probenaufbereitung
eignet sich jedes biologische Material fir eine PCR-Untersuchung. Mittels einem
Jreal-time“ Detektionsverfahren lasst sich schnell und einfach die Ausgangsmenge
an Leptospiren in einer Probe bestimmen, damit kdnnen zum Beispiel Aussagen
Uber einen Therapieverlauf getroffen werden.

Nachteil: Als hoch sensitive Methode ohne Grenzbereich, erlauben PCR-Ansétze
keinerlei Kontamination. Um eine Aussage Uber falsch positive Ergebnisse machen
zu konnen, sind zahlreiche Kontrollen notwendig. Ein gewisses Feingefuhl fir
molekularbiologisches Arbeiten, sowie Disziplin sind unumganglich. Ein negatives
PCR-Ergebnis erlaubt keine Aussage uUber den Status quo einer Erkrankung; bei
bestehendem Verdachtsmoment ist daher eine erneute Untersuchung von Proben
angezeigt. Probenentnahme und -aufbereitung stellen die wesentlichen Variablen dar
und beeinflussen in einem erheblichen Ausmali das PCR-Ergebnis. Weltweit existiert
eine grol3e Anzahl verschiedener PCR-Protokolle fir den Nachweis von Leptospiren.
Dies macht den Vergleich von Ergebnissen schwierig. Fur eine Evaluierung der PCR
erweist sich die Kultur in den wenigsten Fallen als ein echter Goldstandard.

Vor Einfihrung der PCR in die Leptospirosediagnostik stellte der friihe Zeitpunkt der
Erkrankung, in der Regel die erste Woche nach Einsetzen der Symptome, bis zum
Nachweis spezifischer Antikdrper meist eine diagnostische Licke dar (Michna, 1970;
Plank et Dean, 2000). Nun gelingt bei 32% bis 100% der Patienten der direkte
Erreger-Genomnachweis (de Abreu Fonseca et al., 2006; Baburaj et al., 2006; Bal et
al., 1994; Brown et al., 1995; Fonseca et al., 2006; Kee et al., 1994; Mérien et al.,
1995; Nizamuddin et al., 2006; Ootemann et al.,, 2006). Grundséatzlich ist der
Nachweis von DNA pathogener Leptospiren in einer biologischen Probe beweisend
fur eine Infektion des Organismus mit Leptospiren. Daher bedarf es einer sicheren
PCR, die zwischen DNA pathogener und apathogener Leptospiren unterscheidet;
apathogene Leptospiren wurden bereits aus Nieren von Pferden isoliert, fanden sich
als Laborkontamination und selbst in kommerziell erhaltlichem, fir Zellkulturen
geeignetem, deionisiertem, sterilem Wasser (Acevedo-Whitehouse et al., 2003; van
Eys et al., 1989; Koizumi et al., 2003; Mérien et al., 1992; Myers, 1976; Nizamuddin
et al., 2006; Noubade et al., 2002; Rubin et al., 1980; Tumilowicz et al., 1974).
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2.5.1 Probenvorbereitung und DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion ist der erste und wichtigste Schritt in Richtung PCR (Espy et al.,
2006). Im Allgemeinen wird die DNA aus dem Zellverband und ihrer Verpackung
gelést und fir die PCR nutzbar gemacht. Da die PCR an sich aber ein sehr
empfindliches System darstellt, gilt es gleichermalRen Stérfaktoren, wie Inhibitoren
weitestgehend zu beseitigen. Tabelle 7 gibt einen kleinen Uberblick Giber einige PCR-
Hemmstoffe (Ahokas et Erkkila, 1993; Beutler et al., 1990; Boom et al., 1991,
Demeke et Adams, 1992; Holodniy et al., 1991; Mercier et al., 1990; Ruano et al.,
1992; Sarkar et al., 1990; Wiedbrauk et al., 1995). Die Liste ist gewiss nicht
vollstdndig, da es viele Faktoren gibt, denen bisher noch keine Namen gegeben
wurden bzw. deren Hemmwirkung noch nicht eindeutig bewiesen wurde.
Nichtsdestotrotz wird ersichtlich, dass es einen grof3en Unterschied macht, ob DNA
von Kulturleptospiren oder z.B. aus einer Blut- oder Urinprobe gewonnen werden
soll. Dementsprechend gilt, das richtige Verfahren auszuwahlen bzw. gegebenenfalls
ein Bestehendes zu modifizieren.

Tabelle 7. Eine Auswahl an PCR-Hemmstoffen, zum Teil unter Angabe einer Konzentration, bei welcher mit einer
Hemmung der PCR zu rechnen ist

PCR-Inhibitoren PCR-Inhibitoren
> 0,01% SDS (Natriumdodecylsulfat) Ethanol

> 0,5 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Ham (-Derivate)
> 5 Einheiten Heparin Harnstoff

> 10% DMSO (Dimethylsulfoxid)* Phenol

> 15% Glycerin* Gallensalze

> 2,5% Tween 20* Kreatinin

> 1% Triton X* Polyamine

> 5% Formamid* Pflanzenpolysaccharide
> 5% Nonidet* Kalziumalginat

> 15% Polyethylenglycol* saure Radikale

*kdnnen in geringerer Konzentration auch als PCR-Beschleuniger wirken

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten DNA zu extrahieren, wobei von vornherein
wesentlich zu entscheiden ist, welche Art der Nucleinsauren man eigentlich
gewinnen mochte. Fur eine PCR zum Nachweis von Leptospiren wird deren
genomische DNA benotigt. Die vorhandene RNA stdrt nur und kann in einem
Zwischenschritt, dem RNAse Verdau, beseitigt werden (Veloso et al., 2000). Ziel der
DNA-Extraktion ist es, die genomische DNA moglichst vollstandig, im Ganzen, also
wenig zerstuckelt (degradiert) zu gewinnen und moglichst geringe Verluste zu haben.
Selbst wenn in einer Probe nur 1 Leptospire enthalten ist, so mdchte man deren DNA
mit der PCR nachweisen kdnnen. Mit der Extraktion wird samtliche in einer Probe
enthaltene DNA isoliert, also auch vom Wirtsorganismus, wie z.B. von Nierenzellen
oder von der Begleitflora, wie anderen Bakterien. Obwohl Leptospiren zu den
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gramnegativen Bakterien gehoren, gilt es doch deren speziellen Wandaufbau zu
beachten (siehe Abschnitt 2.1.1 Morphologie).

Untrennbar von der DNA-Extraktion ist die Probenvorbereitung. Der Aufwand hierzu
richtet sich nach der gewéhlten Extraktionsmethode. Zu der pra-Préparation gehort
das Pelletieren der Probe und gegebenenfalls das Waschen des Pellets in PBS
(,Phosphate Buffered Saline), Wasser oder TE (Tris EDTA, EDTA =
EthylenDiaminTetraAcetat) Puffer. Eine interessante Frage hierbei ist, wie hoch die
relative Zentrifugalbeschleunigung (rcf = ,relative centrifugation force® bzw. g =
,gravity“) zu wahlen ist und welche Zeit nétig ist, um Leptospiren zu pelletieren. Die
Angaben gehen weit auseinander und reichen von 1.000 g bis 17.000 g sowie von
funf Minuten bis zu einer Stunde (Bal et al., 1994; Branger et al., 2005; de Caballero
et al., 1994b; Cai et al., 2002; Ganoza et al., 2006; Gebriel et al., 2006; Genelhu et
al., 1998; Gerritsen et al., 1991, 1995; Heinemann et al., 1999; Jouglard et al., 2006;
Kawabata et al., 2001; Kee et al., 1994; Masri et al., 1997; Mérien et al., 1992; Michel
et al., 2001; Millar et al.,, 1987a; Murgia et al., 1997; Romero et Yasuda, 2006;
Romero et al., 1998; Scarcelli et al., 2003; Segura et al., 2005; Slack et al., 2006a;
Talpada et al., 2003; Tansuphasiri et al., 2006a; Taylor et al., 1997; Veloso et al.,
2000; Wagenaar et al., 1994, 2000). Am Besten ist, die Zentrifugation bei +4°C
durchzufihren; denn wird die Warme im Zentrifugenrohrchen zu grof3, kénnen die
Bakterien noch leichter platzen und somit die DNA in den Uberstand verschwinden.
Desweiteren wird der Versuch, eine bereits einmal eingefrorene Probe zu pelletieren,
erfolglos bleiben (Brown et al., 2003; van Gelder, 2001b; Lucchesi et al., 2004). Jede
Manipulation an der Probe, durch vielfaches Pipettieren, Zentrifugieren, Vortexen etc.
bedeutet eine mechanische Einwirkung auf die DNA, sowie jedesmal die Mdglichkeit
DNA bzw. die Leptospiren zu verlieren, indem diese z.B. an der Pipettenspitze oder
an der Wand des Reaktionsgefa3es haften bleiben. Da die meisten klinischen
Proben recht wenige Leptospiren enthalten, gilt es daher derartige Schritte méglichst
zu vermeiden oder auf ein Minimum zu reduzieren.

Moéchte man Leptospiren-DNA aus Blutproben extrahieren, so eignet sich Vollblut,
Serum, der ,Buffy Coat” und Plasma. Es sollte kein Blut verwendet werden, welchem
als Antikoagulans Heparin und Lithium zugesetzt wurden (Levett et al., 2005; Smythe
et al., 2002a). In Abhangigkeit der Spezies existieren folgende Mengenangaben: 200
pul EDTA Blut, 100 pl bis 2 ml Serumproben, ,Buffy Coat* von 5 ml EDTA Blutproben
oder 200 ul Plasma (Branger et al., 2005; Fonseca et al., 2006; Mérien et al., 2005;
Ramadass et al., 1997; Segura et al., 2005; Slack et al., 2007a). Acevedo-
Whitehouse et al. (2003) verwendeten 200 pl Blut- oder Serumproben von
Kalifornischen Seeldwenwelpen zum erfolgreichen Nachweis von DNA pathogener
Leptospiren; allerdings war die Sensitivitdt bei den Blutproben besser. Oftmals wird
auf die Verwendung von Vollblut verzichtet, da die Hamoglobinderivate als PCR-
Inhibitoren geflrchtet sind; die meisten Extraktionsverfahren kommen jedoch mit 200
ul Vollblut ganz gut zurecht. Der Nachteil am Serum ist die geringere Erregerdichte,
da die Leptospiren zum grof3en Teil im Blutkuchen verbacken sind (Bal et al., 1994;
Gravekamp et al., 1993; Wuthiekanun et al., 2007). Der Vorteil beim ,Buffy Coat® wird
gegenuber Serum und Plasma darin gesehen, dass die phagozytierten Leptospiren
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mit erfasst werden und als Vorteil gegeniber Vollblut, dass mit weniger PCR-
Inhibitoren zu rechnen ist (Kositanont et al., 2007a).

Urinproben sind je nach pH-Wert sehr heikel. In einem neutralen pH Bereich sind die
Leptospiren relativ stabil. Kritisch sind aber davon abweichende Werte. Dann sterben
die Leptospiren nicht nur rasch ab, sondern deren DNA wird wohl auch sehr schnell
abgebaut. Daher gibt es die Empfehlung, den pH-Wert des Urins mdglichst gleich
nach Probengewinnung mit TE Puffer oder PBS zu neutralisieren und/oder den Urin
mit Formaldehyd (bis 0,8%) zu konservieren (Ahmad et al., 2005; Awad-Masalmeh et
al., 2004, Bal et al., 1994; Bomfim et Koury, 2006; Fairbrother, 1985; Gerritsen et al.,
1991; Kumar et al., 2001; Lucchesi et al., 2004; Mérien et al., 1992; Noubade et al.,
2002; Taylor et al., 1997). Weitere Angabe, wie ,der Urin soll steril sein, frisch (< 1
Tag), am besten Mittelstrahlurin sowie gekunhlt transportiert werden®, mégen gerade
in der Tiermedizin nicht immer einfach zu verwirklichen sein. Daher gilt fir ein Labor,
jede Urinprobe noch am Tag des Probeneinganges rasch zu verarbeiten und
zumindest in einen lagerungsfahigen Zustand zu versetzen. Uber die Urinmengen
gibt es in Abhéangigkeit von der Spezies extrem divergierende Angaben: 100 pl bis 50
ml (Acevedo-Whitehouse et al., 2003; Branger et al., 2005; Cai et al., 2002; Fonseca
et al., 2006; Harkin et al., 2003a; Masri et al., 1997; Mérien et al., 2005; Smythe et
al., 2002a; Talpada et al., 2003; Wagenaar et al., 1994). Urinproben sind stets sehr
reich an PCR-Inhibitoren. Dabei scheint nicht nur der Harnstoff ein Problem
darzustellen, sondern zahlreiche andere harnpflichtige Substanzen, deren
Konzentration von der Stoffwechsellage des Organismus abhangt und damit sehr
individuell ist (Wagenaar et al., 2000).

Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit aus jeder biologischen Probe DNA zu
extrahieren. In Abhangigkeit von Menge und Beschaffenheit der Probe, gilt es das
geeignete Extraktionsverfahren auszuwéhlen. Eine haufig erwahnte Methode
Leptospiren-DNA aus Kultur, Urin, Samenflissigkeit, Nierengewebe oder Blut zu
gewinnen, ist die Proteinase K, Phenol-Chloroform, Ethanolprézipitation (de Abreu
Fonseca et al., 2006; de Caballero et al., 1994b; Fonseca et al., 2006; Heinemann et
al.,, 1999; Kee et al., 1994; Liu et al., 2006; Masri et al., 1997; Millar et al., 1987a;
Murgia et al., 1997; Parma et al., 1997b; Scarcelli et al., 2003; Schonberg et al.,
2005; Vitale et al., 2005b). Als Prototyp wird meist das Protokoll nach Sambrook et
al. (1989) verwendet. Modifikationen enthalten z.B. das Einfiigen einer Behandlung
mit Lysozym, Triton X, Nonidet oder Tris-EDTA-SDS (SDS = SodiumDodecylSulfat)
vor dem Proteinase K Verdau. Veloso et al. (2000) verglichen die Anwendung von
Proteinase K, einer Ca** abhangigen Serinproteinase des Pilzes Tritirachium album,
und der Proteinase E6870, einer pflanzlichen Cysteinproteinase von Carica
candamarcensis. Eine Agarosegel-Analyse zeigte intensivere Banden, weniger
Hintergrundrauschen und qualitativ hochwertigere DNA durch weniger Degradation,
nach einer Anwendung von Proteinase E6870. Aul3erdem war diese Proteinase
gegeniber EDTA nicht empfindlich, wohingegen Proteinase K in ihrer Aktivitat unter
Anwesenheit von EDTA gehemmt wurde (Genelhu et al., 1998). Grundsétzlich ist die
Phenol-Chloroform Extraktion recht mihsam, bedarf einiger
Laborsicherheitsmal3nahmen und auch etwas Erfahrung (Tansuphasiri et al., 2006a).
Die Ethanolprazipitation kann unabhangig von der verwendeten Extraktionsmethode
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immer als zusatzlicher Schritt der DNA-Reinigung und -Féllung angewandt werden,
ist aber nur dann zu empfehlen wenn mit viel Leptospiren-DNA in der Probe zu
rechnen ist (Kim et al., 2006).

Werden beispielsweise E. coli, als Prototyp der gramnegativen Bakterien, fur rund
zehn Minuten gekocht, platzen die Bakterien. Bei einer anschlieenden
Zentrifugation lost sich die DNA aus den denaturierten Zelltrimmern. Der Uberstand
kann direkt in die PCR eingesetzt werden. Fur Kultur E. coli ist diese sogenannte
Kochmethode hervorragend geeignet. Biologische Proben bedirfen einer
gewissenhaften pra-Praparation, aber auch damit bleibt die Kochmethode eine sehr
preiswerte und in der Regel schnelle Extraktionsart. Nun wird haufig versucht diese
Methode auf die Leptospiren anzuwenden (Awad-Masalmeh et al., 2004; Bal et al.,
1994; Bielansky et al., 1998; Corney et al., 1993; van Eys et al., 1989; Gebriel et al.,
2006; Gerristen et al., 1991; Jouglard et al., 2006; Kumar et al., 2001; Faber et al.,
2000; Lucchesi et al., 2004; Mérien et al., 1992; Murgia et al., 1997; Noubade et al.,
2002; Ramadass et al., 1997; Romero et Yasuda, 2006; Romero et al., 1998; Slack
et al., 2006a; Tansuphasiri et al., 2006a; Veloso et al., 2000; Wagenaar et al., 2000;
Woo et al., 1997b). Zum Einsatz kam sie bisher fur die Kultur, Wasser, feuchte Erde,
Urin, Nieren, Blut, Serum, Milch, Liquor und Kammerwasserproben sowie bovine
Oozyten bzw. Embryonen. Manches Mal funktioniert es und manches Mal nicht. Fur
einige Leptospirenstimme scheint es nicht auszureichen, diese 10 Minuten bei
+90°C bis +100°C zu kochen. Dabei hat dies primar nichts mit einer mdglichen
Inhibition der PCR durch Probenhemmstoffe oder einer ungenigenden
Probenvorbereitung zu tun. Veloso et al. (2000) gelang es nicht die Methode auf L.
interrogans Serovar Hardjo, L. interrogans Serovar Pomona und L. borgpetersenii
Serovar Szwajizak anzuwenden. Sie nehmen an, dass Unterschiede im
Zellwandaufbau dafir verantwortlich sind. Woo et al. (1997b) fanden im Allgemeinen
eine geringere Ausbeute an DNA verglichen mit vier anderen Methoden. Bal et al.
(1994) entschieden sich fruhzeitig fir eine andere Extraktionsmethode, da die
Ergebnisse nicht reproduzierbar und sich das Verfahren nicht fur die Extraktion von
Leptospiren-DNA aus Urinproben gréReren Volumens eignete. Awad-Masalmeh et
al. (2004) priften 160 Referenzstamme und hatten mit der Kochmethode stets
Erfolg; dabei betrug die Kochzeit 13 Minuten bei +98°C und jede Probe wurde
anschlieBend vor dem Einsetzen in die PCR bei -20°C eingefroren. Wird die
Kochmethode fiir verschiedene biologische Proben verwendet, so ist zum Teil ein
erheblicher Aufwand an Vorbereitung notwendig, der dieser einfachen Methode an
Zeitaufwand entgegensteht und mannigfaltige Handlungsschritte das Risiko
beinhalten, geringe Ausgangsmengen an Leptospiren zu verlieren. Da Noubade et
al. (2002) keine Kontrolle fiir eine etwaige Probenhemmung durchfuhrten, ist nicht
ermittelbar, ob die von ihnen untersuchten Milch, Nieren und Bodenproben falsch
negative Ergebnisse lieferten, da im Gegenzug positive Ergebnisse aus den Wasser-
, Serum- und Urinproben erhalten wurden.

Boom et al. beschreiben (1990, 1991) eine Methode zur DNA-Extraktion mit Hilfe des
chaotropen Agens Guanidinium Isothiocyanat (GuSCN) und Silica Partikeln. Auch
diese Methode eignet sich fur die Isolierung von Leptospiren-DNA, z.B. aus der
Kultur, Urinproben, Samenflissigkeit, Serum, Leber, Pankreas, Liquor,
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Kammerwasser, Gehirn, Niere und Herz (Bomfim et Koury, 2006; Brown et al., 1995,
2003; Gravekamp et al., 1993; Mérien et al., 1993, 1995, 2005; Mgode et al., 2006;
Ooteman et al., 2006; Taylor et al., 1997; Wagenaar et al., 1994; Woo et al., 1997hb).
De Abreu Fonseca et al. (2006; Fonseca et al.,, 2006) nutzen die Methode zur
Extraktion der DNA aus Urinproben von Menschen. Alleine 21% (7/33) der
extrahierten Proben-DNA enthielten noch PCR-Inhibitoren und waren somit fur die
PCR nicht zu verwenden. Bal et al. (1994) modifizierten etwas das Protokoll nach
Boom flr die Extraktion von Leptospiren-DNA aus Urin und Serum vom Menschen
und hatten mit PCR-Inhibitoren keine Probleme; allerdings bemerkten sie, dass nicht
mehr als 50 ml Urin bzw. 1 ml Serum als Ausgangsprobe verwendet werden sollte.
Eine andere Modifikation benutzen Gravekamp et al. (1993) und spater auch Brown
et al. (2003) fur zahlreiche biologische Proben. Brown und seine Kollegen konnten
anhand einer internen PCR-Kontrolle nur in drei Proben (7,5%) eine Inhibition
feststellen. Inzwischen gibt es kommerziell erhaltliche DNA-Extraktionskits nach der
,BOOM Technologie”.

Die CTAB (CetylTrimethylAmmoniumBromid) Methode nach Sambrook et Russel
(2001) bzw. nach Ausubel et al. (1995) wurde fir die Gewinnung von Leptospiren-
DNA aus Blut, Serum, Sperma, Leber und Nierenproben oder aus der Kultur
verwendet (Amutha et al., 2007; Cheema et al., 2007; Masri et al., 1997; Woo et al.,
1997a, 1997b, 1999). Sie eignet sich besonders gut fir den Nachweis von DNA mit
einem hohen Molekulargewicht.

Immer haufiger werden kommerziell erhaltliche Testkits zur DNA-Extraktion
verwendet (Espy et al., 2006; Schneeweil} et al., 2007). Zum Teil gibt es Firmen, die
vollautomatische Extraktionssysteme anbieten. Der Vorteil bei einem Testkit ist die
Standardisierung. Der Nachteil ist, dass haufig die Probenmenge auf das Kitsystem
angepasst werden muss. Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iber bisher verwendete
Testkits verschiedener Firmen, wie sie in der Literatur zur Extraktion von
Leptospiren-DNA aus biologischen Proben beschrieben werden.

Tabelle 8. Verwendung von kommerziell erhéltlichen Kits fir die DNA-Extraktion von Leptospiren

Extraktionskit Firma Proben Quelle

NucliSENS® BioMérieux Urin, Kultur Bomfim et Koury, 2006
Instagene Kit Biorad Niere, Plazenta Awad- Masalmeh et al., 2004
Chelex® 100 Resin Bio-rad Urin Taylor et al., 1997
GeneReleaser”® BioVentures Urin, Blut, Serum Acevedo-Whitehouse et al., 2003
Genomic DNA Fermentas Kultur Tansuphasiri et al., 2006b

Purification Kit
QuickGene"™ Fuijifilm Urin, Harnblase Masuzawa et al., 2006

GFX Genomic Blood GE Healthcare Kultur Silva et al., 2007
DNA Purification Kit

DNAZzol Invitrogen Kultur Neves et al., 2007; Palaniappan et al., 2005
E.Z.N.A.® Celland Peglab Urin, Cervixtupfer, Milz, Theodoridis, 2004
Tissue Kit Niere, Leber, Kultur
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Extraktionskit Firma Proben Quelle

FastDNA® Kit QBiogene Niere, Leber Vitale et al., 2005a

DNeasy® Tissue Kit Qiagen Gehirn, Niere, Leber, Lohmann et al., 2000; Renesto et al., 2000;
Lunge, Nabel, Kultur; Resch et al., 2007; Segura et al., 2005;
Bauchmuskel, Pankreas, Vemulapalli et al., 2005

Serum, Kammerwasser,

Urin, Glaskdrper, Plazenta

Genomic-tip 100/G Qiagen Kultur Woo et al., 1997a, 1997b

Genomic-tip 20/G Qiagen Kultur Ciceroni et al., 2002

QIAamp® DNA Blood Kit  Qiagen Blutkultur Arzouni et al., 2002

QIAamp® DNA Mini Kit Qiagen Blut, Plasma, Serum, Cox et al., 2005; Ganoza et al., 2006; Kik et

,Buffy Coat“, Urin, Fetus, al., 2006; Kim et al., 2006; Kositanont et al.,
Lunge, Leber, Niere, Milz, 2007a; Léon et al., 2006; Levett et al., 2005;
Gehirn, Myokard, Thymus,  Mérien et al., 2005; Morey et al., 2006;
Kultur, Wasser, Sperma Smythe et al., 2002a; Slack et al., 2006a;
Talpada et al., 2003; Tansuphasiri et al.,
2006b; Vitale et al., 2005a; Woo et al.,

1997b
High Pure PCR Roche Kultur, Blut, Plasma, Kawabata et al., 2001; Slack et al., 2006a
Template Purification Kit Serum, Urin
UNIQ-10 Column Shanghai Kultur, Wasser Zou et al., 2007
Genome DNA Extraction  Sangon
Kit
Anansa® Fast ,n‘ Easy Tebu-bio Kultur Hartskeerl et al., 2004; Machang'u et al.,
Genomic DNA 2004; Mgode et al., 2006; Rossetti et al.,
Purification Kit 2005

Die DNA-Menge und -Reinheit kann nach der Extraktion photometrisch (260 nm/280
nm) bestimmt werden (de Abreu Fonseca et al., 2006; Fonseca et al., 2006; Liu et
al., 2006; Millar et al., 1987a; Parma et al., 1997b; Straube, 2007; Tansuphasiri et al.,
2006a; Woo et al., 1997b). Eine andere Madoglichkeit besteht in einem
semiquantitativen Vergleich der Fluoreszenz des DNA-Extraktes, gegen einen DNA-
Standard auf einem mit Ethidiumbromid gefarbtem Agarosegel (Cheema et al., 2007,
Machang'’u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Scarcelli et al., 2003; Veloso et al., 2000;
Woo et al., 1997b).

2.5.2 Konventionelle PCR

Eine konventionelle PCR dient lediglich der Vermehrung von DNA-Fragmenten,
erlaubt fur sich alleine genommen jedoch keine Ergebnisauswertung. Es schliel3t
sich post PCR immer ein zweiter Schritt an, um das Produkt zu visualisieren und zu
verifizieren (Powledge, 2004). Im Folgenden werden einige reprasentative
Ergebnisse aus der Anwendung der PCR in der Leptospirosediagnostik dargestellt;

diese Auflistung und auch die anschlieRende Darstellung in Tabelle 9 ist nicht
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vollstandig, da inzwischen weltweit sehr viele verschiedene PCR-Protokolle sowohl
fur die Diagnostik, als auch fur Fragestellungen in der Forschung, entwickelt worden
sind.

Fonseca et al. (2006) verglichen die Anwendung der Primer G1/G2 sowie LP1/LP2
anhand von Blut- und Urinproben von 33 Patienten mit bestéatigter Leptospirose
mittels MAT und/oder der Blutkultur. lhre Empfehlung aus dieser Untersuchung war
stets beide Proben, Urin und Blut, der Patienten zu untersuchen und auch stets mit
beiden Primerpaaren, jedoch in separaten Reaktionsansatzen, eine PCR
durchzufihren. Mit dieser Methode erreichten sie immerhin eine Sensitivitdt von
knapp 63,6%. Wurden dagegen nur Blut- oder nur Urinproben untersucht, so konnte
lediglich bei 42% der Patienten Leptospiren-DNA nachgewiesen werden. Die PCR
wurde so konzipiert, dass keines der beiden Primerpaare Leptospiren-DNA der
Genospezies L. kirschneri erkennen konnte. Wurden beide Proben alleine mit den
G1/G2 Primern untersucht, so waren 57,6% der Patienten positiv im Vergleich zu
33,3% wenn die Proben nur mit den LP1/LP2 Primern untersucht wurden. Dieser
Unterschied ergibt sich aus der Tatsache, dass die LP1/LP2 Primer nur Leptospiren-
DNA der Genospezies L. interrogans detektieren kdnnen.

Eine weitere Untersuchung dieser Arbeitsgruppe (de Abreu Fonseca et al., 2006) an
Serum- und Urinproben von 60 an Leptospirose erkrankten Patienten vergleicht die
Sensitivitat und Spezifitat von MAT, SAT (,Slide Agglutination Test®, kommerziell
erhaltlicher Testkit), IgM ELISA und PCR (G1/G2 + LP1/LP2) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Probennahme (3 - 8 Tage, 9 - 14 Tage und 15 - 42 Tage nach
Auftreten der Symptome). Die hochste Sensitivitat (79,3%; 100%; 88,9%), doch
niedrigste Spezifitat (89,1%) zeigt der IgM ELISA zu allen Zeitpunkten; umgekehrt
verhalt sich die PCR mit stets der geringsten Sensitivitat (62%; 72,2%; 44,4%) aber
einer unschlagbaren Spezifitdt (100%). Die Empfehlung aus dieser Studie: Stets ein
indirektes Testverfahren (MAT oder ELISA) mit der PCR zu kombinieren, dann
erreicht man die hochste Nachweisrate (93% bis 100%).

Bal et al. (1994) waren sehr zufrieden mit der Anwendung der G1/G2 Primer fir die
Untersuchung von Urin und Serum von Leptospirose erkrankten Menschen. lhnen
gelang bereits von Urinproben, welche innerhalb der ersten Erkrankungswoche
gewonnen wurden, DNA pathogener Leptospiren nachzuweisen. Bei einem
Patienten war die klinisch manifeste Leptospirose Uber ein Jahr her. Er wurde
damals mit Doxycyclin, Amoxicillin und Penicillin behandelt. Nun konnte in seinem
Urin trotzdem DNA pathogener Leptospiren mittels PCR detektiert werden. Da die
G1/G2 Primer Leptospiren der Genospezies L. kirschneri nicht erkennen, wurde zur
Sicherheit stets eine Kontroll-PCR mit den B64-1/B64-II Primern durchgefuhrt. Neben
der PCR wurden von 15 Urinproben auch eine Kultur angelegt. Von zwolf mit der
PCR positiven Proben wuchsen nur in finf Ansatzen auch Leptospiren. Mérien et al.
(1995) gelang es noch nach 56 Tagen seit Beginn der Symptome Leptospiren-DNA
im Blut eines Patienten nachzuweisen, trotz Behandlung mit Ampicillin. Eine
kulturelle Anzucht bestatigte im Nachhinein die Vitalitat der Bakterien.

Bei einer post mortem Analyse Leptospirose erkrankter Patienten erwies sich die
PCR (20%) weitaus sensitiver als die Kultur (3%) sowie die direkte
Immunfluoreszenz (11%). Dabei konnte der Pathogenese einer Leptospirose sowie
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dem Krankheitshild folgend, tatsachlich in mehreren Organen Leptospiren-DNA
detektiert werden. Die Notwendigkeit die G1/G2 Primer mit einem anderen
Primerpaar zu kombinieren, zeigte sich bei einem Patienten, der fur Gehirn,
Pankreas, Niere und Herz positiv mit den B64-1/B64-1l Primern war. Bei einem
anderen Patienten gelang zu Lebzeiten, sowie post mortem kein Nachweis
spezifischer Antikérper mit MAT oder ELISA (IlgG/IgM), aber der direkte
Erregernachweis mit  Kultur, Immunfluoreszenz sowie PCR (G1/G2) in
Kammerwasser, Liquor respektive Gehirn, Leber und Pankreas (Brown et al., 2003).
Ob die G1/G2 Primer nur pathogene Leptospiren mit Ausnahme von L. kirschneri
detektieren hangt vom PCR-Protokoll ab. Wird eine niedrige Annealingtemperatur
von +51°C verwendet, so kann DNA selbst von L. biflexa, L. meyeri und natirlich von
L. kirschneri amplifiziert werden. Obwohl die elektrophoretische Mobilitat der PCR-
Produkte suggeriert, dass sich die Fragmentgrof3en zwischen 260 bp und 320 bp
bewegen, zeigten Sequenzierungen fur jedes Fragment eine Lange von 285 bp
(Gravekamp et al., 1993; Oliveira et al., 1995, 2003; Ooteman et al., 2006).

Die PCR ist erstmals in der Lage aufzuzeigen, mit wie vielen Tieren der Mensch
eigentlich Umgang hat, die symptomlos chronische Ausscheider von Leptospiren
sind. Eine Urinuntersuchung von 500, scheinbar gesunden Hunden in der USA
konnte bei 41 (8,2%) Hunden eine Leptospirurie detektieren. Nachforschungen
brachten lediglich bei vier Hunden klinische Veranderungen im Sinne einer
Leptospirose ans Tageslicht (Harkin et al., 2003b). Antikérperuntersuchungen
erlauben meist keine Aussage Uber den aktuellen Status einer Infektion; zwar zeigen
weltweit Untersuchungen an Schweinen und Rindern eine recht hohe Seropravalenz,
doch welche Tiere die eigentlichen Ausscheider sind, lasst sich nur mittels PCR
schnell und sicher feststellen. Talpada et al. (2003) untersuchten auf einem
Schlachthof von Texas den Urin von 300 Rindern aus verschiedenen Farmen mittels
PCR unter Verwendung der G1/G2 Primer; Serumproben wurden in der MAT auf
agglutinierende Antikdrper gepruft. Alleine 35% der Urinproben waren positiv; von
diesen 106 Tieren wiesen nur 44% (47) einen MAT-Titer von = 1:100 auf.
Acevedo-Whitehouse et al. (2003) beschrieben die praktische Anwendung der PCR
fur die Untersuchung von Blut-, Serum- und Urinproben Kalifornischer
Seeléwenwelpen an der mexikanischen Kuiste. Sie konnten in sechs Urin-, zwei Blut-
und einer Serumprobe DNA fir L. interrogans nachweisen. Diese Tiere zeigten keine
klinischen Erscheinungen. Mittels MAT konnten bei den Tieren mit Leptospirdmie
keine agglutinierenden Antikérper gefunden werden, obwohl die Seropravalenz (1:25
bis 1:50) ansonsten bei 54% lag und zwar hauptsachlich fir L. interrogans Serovar
Cynopteri und Pomona. Da auch sonst in den untersuchten Seeléwenpopulationen
keine Kklinischen Hinweise fur eine Leptospirose bestanden, vermuteten die Autoren,
dass die erhobenen Befunde dafir sprechen, dass diese Seelbéwen fir die
Leptospiren als Reservoirwirte dienen (Heath et Johnson, 1994). Sie bedauerten die
geringe Sensitivitat der PCR (Wagenaar et al., 2000), nachdem nur mehr als 50
Leptospiren pro ml Urin nachweisbar waren.

Das Lipoprotein 32 kDa (LipL32, p32, Hapl = ,Hemolysis associated protein® 1) ist
das haufigste Lipoprotein der aul3eren Membran pathogener Leptospiren. Es wird
wahrend einer Infektion exprimiert und l6st eine Immunantwort gegen heterologe
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Serovare aus (Babu et al., 2006; Biswas et al., 2005; Branger et al., 2001; Fernandes
et al., 2007; Flannery et al., 2001a; Haake et al., 2000, 2004; Lee et al., 2000; Ludtke
et al., 2003; Yang et al., 2002). Die Proteinsequenz ist hoch konserviert. Innerhalb
der Nucleotidsequenz gibt es jedoch Unterschiede (bis 11,3%). Da zumeist die dritte
Base eines Kodons variiert, wird wahrend der Translation die gleiche Aminosaure
synthetisiert (Amutha et al., 2007; Bomfim et Koury, 2006; Dey et al., 2007; Haake et
Matsunaga, 2005). Fur eine reprasentative Erstellung phylogenetischer
Stammbaume innerhalb der Genospezies reichen die Unterschiede wahrscheinlich
nicht aus. Es sei denn man kombiniert die Analyse als ,Multi Lokus“ Sequenzierung
mit mehreren Genabschnitten auf dem Bakteriengenom (Ahmed et al., 2006). Eine
LipL32 PCR mit konventionellen Primern entwickelten Awad-Masalmeh et al. (2002,
2004). Es gelang ihnen aus Nieren (0,1 g) von Schweinen, Rotwild und M&usen, Urin
(20 ml) von Schweinen und der Plazenta (0,1 g) von Rindern und Schweinen, DNA
pathogener Leptospiren nachzuweisen. Insgesamt waren so 50% der Proben
(85/169) von meist verdachtigen Betrieben (Abort, MAT-Titer) mittels PCR positiv, im
Gegensatz zu lediglich 4 erfolgreichen kulturellen Isolierungen aus Mausnieren.
Inzwischen existieren zahlreiche Primerpaare fur die LipL32 Sequenz fur allerlei
molekularbiologische Anwendungen (Bomfim et al., 2007; Cheema et al., 2007; Dey
et al., 2007; Jouglard et al., 2006; Tansuphasiri et al., 2006a; Zhang et al., 2005). Die
Firma Adiagene (Saint Brieuc, Frankreich) bietet fir die veterindrmedizinische
Diagnostik beim Schwein und Rind einen PCR Kit an (Branger et al., 2005; Léon et
al., 2006).

Den Vorteil der Lipl32 PCR, namlich mit den Primern eine Gensequenz
nachzuweisen, die ein Lipoprotein der auBeren Membran kodiert, das direkt in die
Pathogenese und Immunantwort virulenter Leptospiren involviert ist, nutzen auch die
LipL21 und die LipL41 PCR (Cheema et al., 2007; Cullen et al., 2003; Matsunaga et
al., 2002). Virulenzfaktoren, deren Gensequenz ausschlie3lich bei pathogenen
Leptospiren vorkommen, sind die ,immunoglobulin-like“ Proteine LigA und LigB. Das
aminoterminale Ende ist Gber 1890 bp konserviert, wahrend das carboxyterminale
Ende variabel ist (Croda et al., 2007; Matsunaga et al., 2003; Palaniappan et al.,
2002, 2004, 2005).

Die bis hier beschriebenen PCR-Anwendungen werden ausschlie3lich mit einem
Primerpaar durchgefuhrt. Befinden sich in einem Reaktionsansatz aber mehrere
Primerpaare zur gleichzeitigen Detektion verschiedener Zielsequenzen, so spricht
man von einer multiplex PCR. Mit einer multiplex PCR lassen sich beispielsweise
pathogene und saprophytare Leptospiren direkt unterscheiden, eine interne Kontrolle
mitamplifizieren und/oder ein vorhandener DNA-Pool gleich auf mehrere
Zielsequenzen moglicher Krankheitserreger untersuchen. Die Vorteile einer multiplex
PCR liegen demnach auf der Hand: Es wird Zeit, Geld, und Probenmaterial gespart.
Doch liegt der Aufwand, eine solche PCR zu entwickeln, weitaus hoher als bei einer
simplex (ein-fachen) PCR. Die Kunst ist es, die Primer so aufeinander abzustimmen,
dass weder die Spezifitat noch die Sensitivitat fir jedes der multiplex DNA-
Zielfragmente darunter leiden (Branger et al., 2005; Cai et al., 2002; Dabil et al.,
2001; Dworkin et al., 2002; Léon et al., 2006; Parma et al., 1997b; Richtzenhain et
al., 2002; Sugathan et Varghese, 2005; Tansuphasiri et al., 2006a).
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Wahlt man das PCR-Produkt als ,Template“ (Probe) fir eine zweite PCR und benutzt
hierfir Primer, die innerhalb des PCR-Produktes binden kénnen, so bezeichnet man
dieses Verfahren als nested PCR. Es wird ein DNA-Fragment amplifiziert, welches
prinzipiell kleiner ist, als die ,Template“-DNA. Mit Hilfe der nested PCR l&asst sich das
DNA-Fragment aus der ersten PCR verifizieren. Zugleich wird die Sensitivitat
gesteigert (Bomfim et al., 2007; Chu et al., 1998; Faber et al., 2000; Ganoza et al.,
2006; Jouglard et al., 2006; Masri et al., 1997; Mérien et al., 2005; Murgia et al.,
1997). Zum Beispiel entwickelten Kim et al. (2006) eine duplex/nested PCR zum
Nachweis von Brucella spp. (virB2 Gen) und Leptospira spp. (16S rRNA Gen) in
Samenflussigkeit von Hunden, die fur die kinstliche Befruchtung vorgesehen war.
Kositanont et al. (2007a) beschreiben die Moglichkeit mit einer semi-nested/duplex
PCR zwischen pathogenen und saprophytaren Leptospiren zu unterscheiden; dazu
wurde fur die erste PCR ein Primerpaar gewahlt, das fur alle Leptospira spp. einen
Sequenzabschnitt des 23S rRNA Genes amplifiziert. In einer zweiten PCR wurden
der Ruckwartsprimer (,reverse” Primer) der Ersten und zwei neue Vorwartsprimer
(,forward“ Primer) verwendet. Im Vergleich zum Kulturansatz aus Rattennieren
erzielte die PCR eine Sensitivitdt von 98,6%, bei 100%iger Spezifitat. Allerdings
konnten mit den nested Primern flr pathogene Leptospiren auch fur Staphylococcus
aureus ein PCR-Produkt passender Gr6Re gebildet werden; einzig die
Restriktionsanalyse mit Sacl zeigte auf, dass es sich hierbei nicht um ein
spezifisches Produkt handelte.

Tabelle 9. Ubersicht einiger Primer, die Anwendung in der Untersuchung biologischer Proben finden

Zielsequenz Bezeichnung Primer 5¢- 3¢ PCR-Produkt Anmerkung

Quelle bp

flaB L-flaB-F1 tctcaccgttctctaaagttcaac 793 pathogene
L-flaB-R1 ctgaattcggtttcatatttgce Leptospira (L.)

Kawabata et al., 2001; Masuzawa et al., 2006

gyrB 2For tgagccaagaagaaacaagctaca 502 pathogene L.
504Rev matggttccrctttccgaaga

Slack et al., 2006a

121137 (LAg42) Lal137F ctgactcgtcctaccgcttcaa 573 pathogene L.
Lall37R ttggaacatcgcctaacg

Liu et al., 2006

1a1937 Lal937F gaccagtgaaacgtgggaac 435 pathogene L. mit
La1937R cgtagtgggtatgggceattt Einschrankung

Liu et al., 2006

la3231 La3231F caggatatattttgagcgagca 409 pathogene L. mit
La3231R tittcgatticttgtttttcca Einschrankung

Liu et al., 2006

51



Literatur

Zielsequenz Bezeichnung Primer 5° - 3¢ PCR-Produkt Anmerkung

Quelle bp

l1a3825 La3825F cgcctttcgttcatgacaat 490 pathogene L. mit
La3825R cgaagaacttgccagtgtga Einschrankung

Liu et al., 2006

1a4130 La4130F aagttttaaccttcgcatttga 410 pathogene L. mit
La4130R cgcaatgaattccaatttacc Einschrankung

Liu et al., 2006

LigA und LigB Ligl tcaatcaaaacaaggggct 468 pathogene L. mit
Lig2 acttgcattggaaattgagag Einschrankung

Palaniappan et al., 2005

LigA und LigB LigConF ccgaatattcctctcggaaa 230 pathogene L. mit
Sonde (FAM- cgctaatattcaaaacaacgg Einschrankung
TAMRA) aaggctgctggagtaacgat
LigConR

Palaniappan et al., 2005

LipL21 cgcggtcgacatgatcaatagacttatagctc 561 pathogene L.

cgcgctgcagttattgtttggaaacctcttg

Cheema et al., 2007

LipL32 lipL32 F cgcttgtggtgctttcggtggt 264 pathogene L.
lipL32 R ctcaccgatttcgcctgttggg
lipL32 F1 ttctgagcgaggacacaatccc 183 nested PCR
lipL32 R1 ctcccatttcagcgattacgg

Jouglard et al., 2006

LipL32 gtcgacatgaaaaaactttcgattttg 756 pathogene L.

ctgcagttacttagtcgcgtcagaagc

Cheema et al., 2007

LipL32 Internal 1 gacggtttagtcgatggaaac 497 pathogene L.
Internal 2 gggaaaagcagaccaacaga

Bomfim et Koury, 2006; Haake et al., 2000

LipL32 Adia214® gcaagcattaccgcttgtgg 262 pathogene L.
Adia215® tgttggggaaatcatacgaac

Branger et al., 2005

LipL32 Lep3 aagaatgtcggcgattatgc 279 pathogene L.
Lep4 ccaacagatgcaacgaaaga

Tansuphasiri et al., 2006a
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Zielsequenz Bezeichnung Primer 5° - 3¢ PCR-Produkt Anmerkung
Quelle bp
LipL32 cgcgctgcagttacttagtcgcgtcagaag 756 pathogene L.

cgcggtcgacgctttcggtggtctgccaage
ctatgtttggattccttgc 574 semi-nested
PCR zu Primer 1

Amutha et al., 2007

LipL32 U377 gcaaccccagaagaaaaatcaatg 374 pathogene L.
D750 agcgggctcacacctggaata

Awad-Masalmeh et al., 2002, 2004

LipL32 LipL32-270F cgctgaaatgggagttcgtatgatt 423 pathogene L.
LipL32-692R ccaacagatgcaacgaaagatccttt

Levett et al., 2005

23S rRNA L737 gacccgaagcctgtcgag 482 alle L.
L1218 gccatgcttagtcccgattac
AP1053 (FITC) ccagaccgtcgtttaaggccc Sonden
AP1075 (Cy5) aaagttcatgctaagtggcaaaggatgt spezifisch fur

pathogene L.
Harkin et al., 2003a; Léon et al., 2006; Woo et al., 1997b

23S rRNA L737 gacccgaagcctgtcgag 482 alle L.
Sonde (FAM- ccctatcaaacttcgaataccgtaactcca Sonde spezifisch
TAMRA) gccatgcttagtcccgattac fur pathogene L.
L1218

Woo et al., 1997a

23S rRNA LepF1 gttaccaagcacaagattag 874 alle L.
LepR1 tagtcccgattacattttc

Kositanont et al., 2007a

23S rRNA PU1 tatcagagccttttaatgg 615 pathogene L.
LepR1 tagtcccgattacattttc

Kositanont et al., 2007a

23S rRNA Su1l tttagggttagcgtggta 316 saprophytére L.
LepR1 tagtcccgattacattttc

Kositanont et al., 2007a

16S rRNA P1 cgctggcggcegcgtcttaaa 631 alle L. mit
P2 ttcaccgctacacctggaa Einschrankung

Hookey, 1992; Nizamuddin et al., 2006

16S rRNA LP1 gatttttcgggtaaagattcatt 1008 pathogene L.
all190 ttgccctagacataaaggcca

Machang'u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Perolat et al., 1998
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Zielsequenz Bezeichnung Primer 5° - 3¢ PCR-Produkt Anmerkung

Quelle bp

16S rRNA LU cggcgcgtcttaaacatg 420 pathogene L.
rLP accatcatcacatygctgc

Machang'u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Perolat et al., 1998

16S rRNA Lepat 1 gagtctgggataacttt 330 pathogene L.
Lepat 2 tcacatcgytgcttatttt

Awad-Masalmeh et al., 2004; Machang'u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Murgia et al., 1997

16S rRNA Leptl6SF1
Lept16SR1
Koizumi et al., 2003
16S rRNA Lepl
Lep2

Tansuphasiri et al., 2006a
16S rRNA LeptoA
LeptoB

gtttgatcctggctcagaacta

ttcttaactgctgecteecegt

ggaactgagacacggtccat

gcctcagcgtcagtittagg

ggcggcgcegtcttaaacatg

ttccceccattgagcaagatt

Postic et al., 2000; Silva et al., 2007; Vemulapalli et al., 2005

16S rRNA Lepto E1

Lepto E2

Faber et al., 2000; Vitale et al., 2005a

16S rRNA Lepl
Lep2
LepN-1
LepN-2
Kim et al., 2006
16S rRNA

O mw >

D

agggaaaaataagcagcgatgtg
attccactccatgtcaagcc
gaaaactgcgggctcaaac

gctccaccgcttgtge

tggaggaacaccagtggcgaaggc
cacatgctccaccgcttgtgcgga
ctggcctaaaactgacgctga

ctttcactcttgcgagcatag

ggcggegcegtctaaacatg
ttccceccattgagcaagatt
caagtcaagcggagtagcaa

cttaactgctgcctceegta

430

332

571

370

243

170

331

289

alle L.

alle L.

pathogene L.

pathogene L.

nested PCR

pathogene L.

nested PCR

alle L. mit

Einschrankung

nested PCR

Brandes et al., 2007; Bovet et al., 1999; Heinemann et al., 1999, 2000; Kumar et al., 2001; Mérien et al., 1992,
1993, 1995, 2005; Noubade et al., 2002; Richtzenhain et al., 2002; Romero et al., 1998; Scarcelli et al., 2003;

Schénberg et al., 2005; Suwimonteerabutr et al., 2005; Wagenaar et al., 2000

16S rRNA LFB1-F
LFB1-R

Mérien et al., 2005

16S rRNA Sapro 1

Sapro 2

cattcatgtttcgaatcatttcaaa

ggcccaagttccttctaaaag

agaaatttgtgctaataccgaatgt

ggcgtcgctgettcaggcetttcg

331

240

pathogene L.

saprophytére L.
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Zielsequenz Bezeichnung Primer 5° - 3¢ PCR-Produkt Anmerkung

Quelle bp

Léon et al., 2006; Machang'u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Murgia et al., 1997
16S rRNA B64l actaactgagaaacttctac 563 alle L. mit
B64lI tccttaagtcgaacctatga Einschrankung

Bal et al., 1994; Brown et al., 1995, 2003; Fonseca et al., 2006; Gebriel et al., 2006; Gravekamp et al., 1993;
Hartskeerl et al., 2004; Lucchesi et al., 2004; Machang'u et al., 2004; Mérien et al., 1995; Mgode et al., 2006;
Morgan et al., 2002; Ooteman et al., 2006; Ramadass et al., 1992; Rossetti et al., 2005; Sugathan et Varghese,
2005; Vemulapalli et al., 2005

16S rRNA Lepto F cccgcegtcecgattag 87 pathogene L.
Sonde(FAM- ctcaccaaggcgacgatcggtagce

TAMRA/BHQ1) tccattgtggccgracac
Lepto R

Cox et al., 2005; Ganoza et al., 2006; Kasper et Lunn, 2006; Slack et al., 2006a; Smythe et al., 2002a

.Preprotein G1 ctgaatcgctgtataaaagt 285 alle L. mit
translocase SecY o ggaaaacaaatggtcggaag Einschréankung
nit*
subuni LepF1 cgaaataaaataacgcatgataccaa 174 nested PCR
LepBl aaagtaaacggcgcgaac

Bal et al., 1994; Bomfim et Koury, 2006; Brown et al., 1995, 2003; Cai et al., 2002; Cheema et al., 2007; Chu et
al.,1998; Fonseca et al., 2006; Gebriel et al., 2006; Gravekamp et al., 1993; Hartskeerl et al., 2004; Kee et al.,
1994; Kik et al., 2006; Lucchesi et al., 2004; Machang’u et al., 2004; Mgode et al., 2006; Morgan et al., 2002;
Noubade et al., 2002; Oliveira, et al. 1995, 2003; Ooteman et al., 2006; Othman et al., 2007; Palaniappan et al.,
2005; Rossetti et al., 2005; Sugathan et Varghese, 2005; Talpada et al., 2003; Vemulapalli et al., 2005

»1 PR-repeat- LP1 atacaacttaggaagagc 274 pathogene L. mit
containing- LP2 gcttctitgatatagatcaa Einschrankung
protein®

Fonseca et al., 2006; Geisen et al., 2007; Gravekamp et al., 1993; Kee et al., 1994; Palaniappan et al., 2005;

2.5.3 ,,Real-time*“ PCR

Die erste ,real-time“ PCR zum Nachweis pathogener Leptospiren wurde 1997 durch
Woo et al. beschrieben, und beruhte auf dem Prinzip des FRET™ (,Fluorescence-
Resonance-Energy-Transfer®) Systems. Zunachst entwickelten sie zwei Primer
(L737/L1218), wie sie auch fur die konventionelle PCR geeignet wéren. Diese sind
spezifisch fur die 23S rDNA aller Leptospirenspezies und generieren ein PCR-
Produkt von 482 bp. Schliel3lich wurden zwei Sonden (Oligonucleotide) entwickelt
welche komplementar zum ,sense” Strang, in nachster Nahe zum ,antisense” Primer,
ausschlie3lich die Sequenz pathogener Leptospiren detektieren sollten. Beide
Sonden liegen in direkter Nachbarschaft zueinander, mit nur einer Base zwischen
ihnen. Das 3 Ende der ersten Sonde tragt ein Fluorescein Isothiocyanat (FITC), das
5° Ende der zweiten Sonde war mit dem Fluorophor Cy5 (Carbocyanin 5) markiert
und deren 3' Ende phosphoryliert, um eine Extension zu verhindern. Befindet sich die
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DNA pathogener Leptospiren in einem Reaktionsansatz, so kénnen beide Sonden an
die Zielsequenz binden. Die Energie des FITC (Donor) wird auf das Cy5 (Akzeptor)
Ubertragen; dartber emittiert Cy5 Licht einer bestimmten Wellenlange (670 nm). Mit
zunehmender Amplifikation der Zielsequenz steigt pro Zyklus auch die
Fluoreszenzemission von Cy5. Diese Fluoreszenzsignalzunahme wird in direkter
Echtzeit (,real-time®) gemessen (Cockerill et Smith, 2002; Espy et al., 2006). Woo et
al. fuhrten die PCR in einem LightCycler® aus; fiir 45 PCR-Zyklen brauchten sie nur
18 Minuten, bei einer Sensitivitat von maximal 100 Leptospiren und einer Spezifitat
von 100%. Bei einem Nachweis der 23S rDNA von Leptospiren gilt es zu
bertcksichtigen, dass zwei Kopien im Leptospirengenom vertreten sind (Baburaj et
al., 2006; Caplin et al., 1999; Cardullo et al., 1988; Fukunaga et Mifuchi, 1989; Ju et
al., 1995; Wittwer et al., 1997; Woo et al., 1997b). Wurden die PCR-Produkte in einer
Agarosegel-Elektrophorese tberprift, so fand sich eine deutliche Bande bei 482 bp;
doch auch unspezifische Produkte mit einem sehr kleinen Molekulargewicht, als
Hinweis auf Primerdimerformationen, sowie PCR-Produkte mit einem sehr hohen
Molekulargewicht waren detektierbar. Je mehr Leptospiren-DNA und auch Fremd-
DNA, wie zum Beispiel bei Blutproben, extrahiert wurde, desto deutlicher waren die
unspezifischen Produkte im Agarosegel. Zwar konnten sie in der ,real-time“ PCR
nicht erkannt werden, doch bestand moglicherweise ein Zusammenhang zwischen
der Sensitivitat, die bei Blutproben nur bei 10.000 Leptospirenzellen lag, und der
Bildung unspezifischer PCR-Produkte (Woo et al., 1997a, 1997Db).

Slack et al. (2007a) beschrieben die Anwendung eines TagMan™  Assay",
modifiziert nach Smythe et al. (2002a), zum Nachweis eines Abschnittes der 16S
rRNA Sequenz pathogener Leptospiren. Im Vergleich zur Kultur wurde eine klinische
Sensitivitat von 96,4% bei einer Spezifitat von 99,5% erreicht, nachdem bei einem
negativen Kulturergebnis einmal die PCR positiv war und einmal die Kultur positiv bei
einem negativem PCR-Ergebnis. Das TagMan™ System nutzt eine Sonde, die an
ihrem 5° Ende mit einem Fluorophor (hier: FAM, 6-Carboxy-fluorescein) und am 3
Ende mit einem Quencher Molekul (Smythe: TAMRA, 6-Carboxy-tetramethyl-
rhodamin; Slack: BHQ1, Black Hole Quencher® 1) markiert ist. Die raumliche Néhe
des Quencher zum Fluorophor sorgt daftir, dass bei Anregung des Fluorophores mit
kurzwelligem Licht (FAM: 488 nm) ein Energietransfer auf das Quencher Molekl
statt findet (Espy et al., 2006; Mackay, 2004). Die Black Hole Quencher® haben keine
eigene Fluoreszenz, vielmehr wird die Energie als Warme abgegeben; TAMRA
hingegen fuhrt die aufgenommene Energie bei einer Wellenlange von 580 nm wieder
ab. Der ,real-time“ PCR Thermocycler wird jedoch so eingestellt, dass vornehmlich
die Emission von FAM (518 nm) detektiert wird und deren Fluoreszenzintensitat
ausgewertet wird. Dafir muss das Fluorophor vom Quencher getrennt werden. In der
Annealing- oder Hybridisierungsphase eines PCR-Zyklus lagert sich die TagMan™
Sonde an ihre Zielsequenz an. Die ublichen zwei Primer, wie sie in jeder
konventionellen PCR Verwendung finden, binden spezifisch; die DNA-Polymerase
erkennt das 3° Ende der Primer und beginnt mit der Elongation, sprich den
komplementaren Strang der Matrize zu synthetisieren. Irgendwann trifft die DNA-
Polymerase auf das 5' Ende der Sonde und nun ist es von Bedeutung, dass die
Polymerase eine 5° — 3' Exonukleaseaktivitat, wie zum Beispiel die Taq DNA-
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Polymerase, besitzt. Dadurch spaltet sie das Fluorophor von der Sonde ab. Die
Fluoreszenzintensitat steigt nun mit jedem Zyklus, da je mehr PCR-Produkte gebildet
werden, umso mehr freies Fluorophor unabhangig vom Quencher seine Energie
abstrahlen kann (Cockerill et Smith, 2002; Kreuzer et al., 2000; Woo et al., 1998).
Smythe et al. (2002a) untersuchten den Einfluss verschiedener Blutsammelsysteme
auf die gemessenen Ct (,threshold cycle“) Werte in der TagMan™ PCR. Dazu
nahmen sie Blut mit insgesamt neun verschiedenen Kollektoren von einem gesunden
Menschen, extrahierten jeweils eine Menge von 200 pl mit dem QlAamp® Mini Kit
(Qiagen) und gaben davon etwas in den PCR-Ansatz, der eine definierte Menge an
Leptospiren-DNA mit einem bekannten Ct-Wert enthielt. Das Ergebnis war eindeutig:
Lithium Heparin Blut ist fur eine PCR mit der verwendeten Extraktionsmethode nicht
geeignet. Der Ct-Wert war um bis zu funf Punkte nach rechts verschoben.

Segura et al. (2005) untersuchten mit der quantitativen ,real-time“ PCR nach Smythe
et al. (2002a) sieben Patienten, die unter schwerster, akuter Leptospirose mit
Beteiligung der Lunge litten. Die Diagnose einer Leptospireninfektion wurde anhand
der PCR, Kultur, MAT und IgM ELISA ermittelt. Sobald die Diagnose stand wurden
die Patienten mit p-Lactamantibiotika (Penicillin, Ceftriaxon oder Amoxicillin) sowie
symptomatisch behandelt. Finf Patienten starben. Bei drei von ihnen waren noch
keine Antikérper nachweisbar, jedoch eine Bakterienlast im Organismus von 10° bis
10’ Leptospiren pro ml Serum bzw. Urin oder pro g Gewebe (Bauchmuskel, Niere,
Lunge). Bei den zwei Uberlebenden Patienten konnten trotz Rickgang des MAT-
Titers noch 60 Tage bzw. 141 Tage nach Beginn der Erkrankung zwischen 100 und
1.000 Leptospiren pro ml Urin mit der quantitativen ,real-time“ PCR nachgewiesen
werden.

Ganoza et al. (2006; Ganoza et Vinetz, 2006) verwendeten die quantitative ,real-
time* PCR nach Smythe et al. (2002a) zur Bestimmung des Keimgehaltes in
Wasserproben (50 ml) von Pflitzen, Gossen, Regenwasser, sowie Flusswasser u.a.,
in einem Stadtzentrum (Marktplatz) und am Stadtrand (Wohngebiet) eines typischen
Slumgebietes sowie einer landlichen Gegend am peruanischen Amazonas. Im
Stadtzentrum waren Uber 67% der Wasserproben positiv. mit einem
durchschnittlichen Keimgehalt von etwa 1.000 Leptospiren pro ml, im Wohngebiet
waren etwa 33,3% positiv mit durchschnittlich 1.300 Leptospiren pro ml. Auf dem
Land hingegen wiesen nur 25,4% Wasserproben DNA pathogener Leptospiren auf
und auch der Durchschnittsgehalt war mit etwa 50 Leptospiren pro ml bedeutend
niedriger. Die hochste Belastung fand sich dabei jeweils in den Gossen gefolgt von
dem Flusswasser. War eine gPCR positiv, wurde die 16S rDNA dieser Leptospiren
teilweise sequenziert; dabei wurden einige neue Leptospiren entdeckt, die bisher
nicht kultiviert wurden und deren Pathogenitat noch unbekannt ist (Haake, 2006).
Palaniappan et al. (2005) entwickelten eine TagMan™  real-time“ PCR fir die
konservierte Region der LigA und LigB Sequenz pathogener Leptospiren. Der Vorteil
bei dieser PCR ist, dass pro Leptospire zwei Zielsequenzen amplifiziert werden und
damit die Sensitivitat der PCR indirekt erhoht wird. Der Nachteil ist, dass die Primer
und Sonde zwar sehr spezifisch sind, wahrscheinlich aber nicht alle pathogenen
Genospezies detektiert werden konnen. Die Arbeitsgruppe untersuchte die Menge an
Leptospiren in der Niere nach einer experimentellen, intraperitonealen Infektion
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Syrischer Goldhamster mit 10° L. interrogans Serovar Pomona. Bereits am Tag null
der Infektion konnten im Schnitt 1.400 Leptospiren pro 10 mg Nierenprobe detektiert
werden. Die Bakterienlast stieg kontinuierlich und erreichte am Tag 21 post
infectionem bereits etwa 88.500 Leptospiren pro 10 mg Nierengewebe.

Die Firma Adiagene (Saint Brieuc, Frankreich) bietet auf Basis der LipL32 Sequenz
pathogener Leptospiren einen TagMan™  real-time* PCR Kit fur die
veterindrmedizinische Diagnostik bei Schwein und Rind an. Eine andere ,real-time"
PCR zum Nachweis der LipL32 Sequenz, auf Basis der SYBRGreen™ Detektion,
beschreiben Levett et al. (2005). SYBRGreen™ | ist ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff d.h. er wird zwischen die doppelstrangigen DNA-Molekile
eingebunden; nach Anregung mit kurzwelligem Licht (etwa 488 nm) wird die Energie
in Form von langer welligem Licht (etwa 520 nm) wieder emittiert. Je mehr PCR-
Produkte gebildet werden, desto mehr Farbstoffmolekile werden gebunden und
damit steigt die Fluoreszenzintensitat linear an (Monis et al., 2005; Wittwer et al.,
1997). In dem Moment ist es nicht méglich zwischen der Bildung eines spezifischen
oder unspezifischen PCR-Produktes zu unterscheiden. Jedes PCR-Produkt ist fur
sich genommen aber charakteristisch und unterscheidet sich von den Anderen durch
seine Lange (bp), seine Sequenzabfolge und Struktur. Dies beeinflusst das
Schmelzverhalten eines Doppelstranges. Jedes PCR-Produkt besitzt eine
Temperatur, bei der die beiden komplementdren DNA-Sequenzen optimal
hybridisieren. Wird die Temperatur Uberschritten, dann trennen sich die beiden
Strange wieder voneinander, sie denaturieren. Die Schmelztemperatur (Tm) kurzer
Fragmente, wie zum Beispiel von Primerdimeren ist niedriger als die
Schmelztemperatur langerer Fragmente. Ist der PCR-Lauf beendet, z.B. nach 40 bis
50 Zyklen, wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Spezifitat der PCR-
Produkte zu determinieren (Woo et al., 1999). Dazu wird zunachst das
Reaktionsgefal® erhitzt, d.h. die PCR-Produkte denaturieren, SYBRGreen™ | wird
frei und das Fluoreszenzsignal der Losung bildet das Hintergrundrauschen. Nach
einem raschen Abkihlen steigt die Temperatur langsam wieder an, und wahrend
jedem Temperaturschritt, wird die Fluoreszenz gemessen. Die komplementéaren
DNA-Strange lagern sich langsam zusammen, SYBRGreen™ | interkaliert, und das
Fluoreszenzsignal steigt an; bis die spezifische Schmelztemperatur des PCR-
Produktes erreicht ist, die PCR-Produkte mit nunmehr steigender Temperatur wieder
zerfallen und SYBRGreen™ | demnach auch wieder frei wird. Fiur jedes PCR-Produkt
ist eine typische Schmelzkurve entstanden. Nichtsdestotrotz ist fur eine ,real-time”
PCR, welche die SYBRGreen™ Technologie benutzt, die Spezifitdt der Primer das
Allerwichtigste. Levett et al. (2005) entwickelten daher Primer fir die LipL32 Sequenz
mit dem Vorteil, ausschlie3lich ein spezifisches PCR-Produkt der Lange 423 bp fur
pathogene Leptospira spp. zu erhalten (Gavin et al., 2005; LaRocque et al., 2005).
Kleinere Sequenzunterschiede zwischen den Leptospirenspezies zeigen sich in dem
unterschiedlichen Schmelzverhalten, mit einer Schmelztemperatur der PCR-Produkte
zwischen +82°C bis +86°C. Vorteile der SYBRGreen™ Technologie gegenuber
anderen ,real-time“ PCR-Verfahren wird in der kostenguinstigen Durchfihrung und
bei Auswahl eines geeigneten ,Templates® in einer moglichen Speziesdifferenzierung
anhand der Schmelzkurvenanalyse gesehen. Dazu Uberpruften Mérien et al. (2005)
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die Anwendung einer SYBRGreen™  real-time® PCR zum Nachweis eines
Sequenzabschnittes der 16S rDNA pathogener Leptospiren in klinischen Proben. Bei
49% von Patienten mit Verdacht auf Leptospirose konnten Leptospiren im Serum
nachgewiesen werden. Dabei erganzten sich die PCR und MAT ganz gut, entweder
war der eine und/oder der andere Test positiv. Die Durchschnittsmenge an
Leptospiren pro ml Blut wurden mit 1.000 angegeben. Ein positives PCR-Ergebnis
konnte 1 bis 13 Tage nach Beginn der Symptome erzielt werden. Die Varianz der
Schmelztemperaturen erlaubte eine Unterscheidung von L. interrogans bzw. L.
santarosai (83,4°C) zu L. kirschneri bzw. L. noguchii (84,4°C) zu L. weilii (85,2°C) zu
L. borgpetersenii bzw. L. alexanderi (86,4°C), sofern diese Genospezies in die
Untersuchung miteinbezogen wurden.

2.5.4 LUX™ PCR

Das Wort ,LUX* leitet sich nicht wvon der physikalischen Grofle flr
Beleuchtungsstarke ab und kommt auch nicht aus dem Lateinischen von lux, lucis (f.)
= das Licht, sondern steht fir ,Light Upon eXtension“. Patentiert von der Firma
Invitrogen (www.invitrogen.com/) verbirgt sich hinter diesem Begriff eine Technologie
fur die Anwendung in der quantitativen ,real-time“ PCR. Ahnlich wie bei der
konventionellen PCR werden lediglich zwei Primer benétigt. An einem Primer, dabei
ist es unerheblich ob ihm die Funktion des ,sense“ oder ,antisense® Primers
zukommt, ist an seinem 3' Ende, an der vorletzten oder zweitletzten Base, ein
Fluorophor gekoppelt. Bei diesem Fluoreszenzfarbstoff handelt es sich z.B. um FAM
(5(6)-Carboxyfluorescein), JOE (6-Carboxy-4‘,5'-dichloro-2,7'-dimethoxyfluorescein),
HEX (Hexachloro-6-carboxyfluorescein), TET (4,7,2’,7’-Tetrachloro-6-
carboxyfluorescein) oder Alexa Fluor® 546. An dem 5' Ende des Primers befinden
sich komplementar zum 3 Ende zusatzliche vier bis sechs Basen. Dadurch erhalt der
Primer die Madoglichkeit durch Hybridisierung seiner beiden Enden eine
Haarnadelstruktur (,hairpin®) zu bilden. Bei dieser Formation und der Prasenz eines
Guanin und/oder Cytosin am 3° Ende wird das Signal, welches von dem
Fluoreszenzfarbstoff ausgehen koénnte, unterdriickt (Abbildung 3). Der zweite Primer
bleibt unmarkiert (Kusser et al., 2003; Nazarenko et al. 2002a, 2002b). Invitrogen
bietet fur die Entwicklung der LUX™ Primer ein Software Programm an: D-LUX™
Designer. AulRerdem stehen auch schon eine ganze Reihe an kommerziell
erhaltlichen Primersets flr die unterschiedlichsten Einsatzgebiete zur Verfliigung.

Die Anwendung der LUX™ PCR ist mit jedem Thermocycler moglich, der die
Wellenldngen der Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe messen kann (Espy
et al., 2006). Wahrend eines ,real-time* PCR-Laufes offnet sich bei der
Denaturierung die Haarnadelstruktur des LUX™ Primer. Dadurch entfallt die
Quencherfunktion des 5’ Endes. Im nachsten PCR-Schritt, der Hybridisierung, sucht
sich der Primer seine komplementdre Sequenz. Entweder findet er im
Reaktionsansatz seine Zielsequenz und bindet an diese, oder aber er bildet wieder
die Haarnadelstruktur aus. Im letzten Schritt, der Elongation, erkennt die Polymerase
das freie 3 Ende des an die Zielsequenz gebundenen LUX™ Primers und fangt an,
das doppelstrangige PCR-Produkt zu bilden. Damit ist der LUX™ Primer in das PCR-
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Produkt eingebaut und der Fluoreszenzfarbstoff erreicht die maximale Emission.
Dies ist der Moment an dem das Fluoreszenzsignal, als Ausdruck der Amplifikation
eines PCR-Fragmentes, gemessen wird. Da der Primer unabhangig davon, wo er
eingebaut wird, ein Signal abgibt, ist es notwendig die PCR-Produkte am Ende des
Laufes durch eine Analyse der Schmelzkurve zu spezifizieren. Die Mdglichkeit die
LUX™ Primer mit verschiedenen Farbstoffen zu markieren, erlaubt auch die
Anwendung einer multiplex ,real-time“ PCR.

o ROV &g

Hybridisierung Extended Primer (dsDNA)

Single-stranded Primer

Relative Fluorescence

0.1

— Denaturierung
Hairpin Primer

Primer Conformation

Abbildung 3. Mechanismus der LUX™ Primer, modifiziert nach einer Abbildung von Invitrogen

Die LUX™ Detektions Technologie findet zunehmend in der Forschung, zur
Entwicklung von Medikamenten, fir Genexpressionsanalysen, Biomarker Analysen,
funktionellen Genomexperimenten (z.B. Bailey et al.,, 2005; Basile et al., 2005;
Bernard, 2004; Blaney et al., 2005; Haltiner et al., 2004; Huitron-Resendiz et al.,
2004; Jungebloud et al., 2007; Kovacs et al., 2004; Lowe et al., 2003; Ramirez et al.,
2004; de Rozieres et al., 2004; Shinji et al., 2005) und molekularen Diagnostik
Anwendung: beispielsweise zum Nachweis von aviaren Influenzaviren (Kiss et al.,
2006), Orthopoxviren (Aitichou et al., 2005), Newcastle Disease Viren (NDV, avidren
Paramyxoviren 1, AMPV-1, Antal et al, 2007), Viren der transmissiblen
Gastroenteritis (TGEV, Coronavirus, Chen et al., 2004), Humanen Immundefizienz
Viren 1 (HIV-1, Rekhviashvili et al., 2006), Vibrio Spezies (Tracz et al., 2007),
Genotypisierung von Staphylococcus aureus (Huygens et al.,, 2006), u.a.m. Der
Vorteil gegenidber der Anwendung von interkalierenden Farbstoffen wie
SYBRGreen™ | liegt in der hoheren Spezifitdt. Der Vorteil gegenlber der
Anwendung zweifach markierter Sonden liegt in dem gunstigeren Preis der LUX™
Primer (McCrea et al., 2007). Doch auch ein Nachteil wurde bereits beschrieben (Li
et Makrigiorgos, 2007): Damit die Funktion eines LUX™ Primers optimal
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gewabhrleistet ist, bendtigt er an seinem 3° Ende Guanin und/oder Cytosin Basen.
Dies schrankt die Wahl des Primers ein.

2.5.5 Sensitivitat

Die Sensitivitat einer PCR wird vom Zeitpunkt der Probennahme an bis zur
Visualisierung des PCR-Produktes von samtlichen Teilschritten beeinflusst. Meist
wird eine Empfindlichkeit der Methode von < 10 Leptospiren angegeben (Awad-
Masalmeh et al., 2004; Bal et al., 1994; Brown et al., 2003; Cermakova et al., 2005;
van Eys et al., 1989; Gerritsen et al., 1991; Gravekamp et al., 1993; Hookey, 1992;
Kositanont et al., 2007a; Levett et al., 2005; Mérien et al., 1992, 1995, 2005;
Ooteman et al., 2006; Palaniappan et al., 2005; Slack et al., 2007a; Smythe et al.,
2002a). Schwierig wird es, wenn in einer Verotffentlichung zwei Angaben gemacht
werden, die nicht tibereinstimmen kénnen. So entspricht der Nachweis von 10 g
DNA von extrahierten Leptospiren nicht dem Nachweis von 10 Leptospiren (Fonseca
et al., 2006; Hookey, 1992). Rein rechnerisch entsprechen 10 pg vielmehr der DNA
von etwa 2000 Leptospiren (Branger et al., 2005, Levett et al., 2005; Tansuphasiri et
al., 2006a).

Die Sensitivitéat kann auf verschiedene Arten bestimmt werden. Beispielsweise kann
man von einer bestimmten Menge an Kulturleptospiren ausgehen, diese in
definierten Schritten verdinnen und dann die DNA der verschiedenen
Verdinnungsstufen extrahieren (Bal et al., 1994; Branger et al., 2005; Ganoza et al.,
2006; Gerritsen et al., 1991; Jouglard et al., 2006; Mérien et al., 2005; Ooteman et
al., 2006; Palaniappan et al., 2005; Segura et al., 2005; Smythe et al., 2002a;
Tansuphasiri et al., 2006a). Diese Methode birgt eine Gefahr der Unsicherheit.
Leptospiren lagern sich gerne zusammen, daher kann eine Verdinnung ungenau
sein. Hinzu kommt, dass bei der Extraktion wenige Leptospiren verloren gehen
konnen. Die Sensitivitat einer PCR wird in diesem Fall immer geringer sein, im
Vergleich zu anderen Methoden (Kawabata et al., 2001; Kim et al., 2006; Levett et
al., 2005). Schlief3lich kann man auch erst die DNA extrahieren und dann verdinnen.
Meist wird dazu die Konzentration der DNA-L6sung vorher gemessen.
Voraussetzung ist, dass die DNA nicht von biologischen Proben stammt, in die
Kulturleptospiren hinein gemischt wurden (Branger et al., 2005; Gerritsen et al.,
1991; Kositanont et al., 2007a; Levett et al., 2005; Ooteman et al., 2006;
Tansuphasiri et al., 2006a; Woo et al., 1997b). Als dritte Methode kann das PCR-
Produkt in einen Vektor ligiert und kloniert werden. So erhalt man eine recht stabile
Losung an Plasmid-DNA. Uber die Bestimmung der DNA-Konzentration kann auf die
Anzahl an Plasmiden und damit Genomkopien in der L&sung rickgeschlossen
werden (Palaniappan et al., 2005; Slack et al., 2007a).

Fir die Bestimmung der Sensitivitat ist es wichtig, die Zyklusbedingungen der PCR
anzugeben. Es macht einen grof3en Unterschied, ob die Empfindlichkeit fir 30 oder
40 PCR-Zyklen bestimmt wird. Veloso et al. (2000) beschreiben fir ihre PCR nach
nur 30 Zyklen eine Sensitivitat von ca. 100 Zellen. Die einzelnen Zyklen sind aber
ungewohnlich lang. Dem gegenuber erreicht Woo et al. (1997b) mit 45 Zyklen
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ebenfalls eine Sensitivitat von 100 Zellen, allerdings bei einer Gesamt-Laufzeit von
18 Minuten.

2.5.6 Kontrollen

Positive Kontrollen sind wichtig um zu udberprifen, ob die Extraktion und PCR
funktioniert hat. Die Prasenz von Positivkontroll-PCR-Produkten dient gleichzeitig als
Gradmesser fur positive Proben. Es gibt viele Mdglichkeiten fir die Platzierung und
der Art einer positiven Kontrolle. Sie kann parallel zu den Proben gefuihrt werden
oder in jeder Probe enthalten sein. Dafiir wird die Kontrolle entweder mit in die
Reaktion hinein gemischt oder aber sie ist bereits tGber den natirlichen Weg in der
Probe enthalten (Bal et al., 1994; Espy et al., 2006; Hoorfar et al., 2004; Gilsbach et
al., 2006; Mackay, 2004; Nolte, 2004). Der Nachteil bei parallel laufenden Kontrollen
ist, dass nur der Erfolg der Charge, aber nicht der Einzelerfolg bestimmt wird. Ein
Beispiel fir eine positive Extraktionskontrolle wéare das Mitfihren einer
Leptospirenkultur wahrend der Extraktion. Der Vorteil ist, dass auch gleichzeitig eine
positive PCR-Kontrolle vorliegt. Der Nachteil ist die Gefahr einer Ubertragbaren
Kontamination auf die Proben, bereits wahrend der Extraktion (Harkin et al., 2003a).
Die Leptospiren, die in einer klinischen Probe enthalten sind, stellen im Vergleich zu
anderen Zellen, wie den Wirtszellen oder kontaminierenden, schnell wachsenden
Bakterien, eher den kleineren Anteil an extrahierter DNA dar. Untersucht man im
Labor lediglich die Proben von einer Spezies zum Beispiel dem Menschen, so sind in
jeder Probe auch Zellen vom menschlichen Organismus enthalten. Nach der
Extraktion kdnnen mit universellen Primern fur z.B. 3-Aktin, einem ,Housekeeping”
Gen, die Probe auf das Vorhandensein von DNA humaner Zellen in einer pra-PCR
Uberpriift werden (de Abreu Fonseca et al., 2006; Cermakova et al., 2005; Fonseca
et al., 2006). Der Vorteil bei dieser Methode ist, dass jede Probe auf eine erfolgreiche
Extraktion und auf das Vorhandensein von PCR-Inhibitoren untersucht wird. Der
Nachteil: Eine extra PCR ist notwendig und das kostet Zeit und die Methode ist
eigentlich nur auf Proben anzuwenden, die viele Wirtszellen enthalten wie z.B.
Vollblut oder Nierenproben und nur von einer Spezies stammen. Anstelle einer
parallel gefihrten, positiven Extraktionskontrolle, besteht die Mdglichkeit Referenz-
DNA von Extern zu beziehen und diese als Positivkontrolle parallel in die PCR
einzusetzen (Acevedo-Whitehouse et al., 2003). Bal et al. (1994) extrahierten
unabhangig von der jeweiligen Probenextraktion Leptospiren-DNA und lagerten
diese fur positive PCR-Kontrollen ein (Bovet et al., 1999; Branger et al., 2005; Brown
et al., 2003;Kim et al., 2006; Slack et al., 2007a; Straube, 2007; Tansuphasiri et al.,
2006a). Schlie3lich besteht auch die Moéglichkeit, die Zielsequenz zu klonieren und
als Plasmidldsung fir eine positive Kontrolle vorratig zu halten (Brandes et al., 2007;
Theodoridis, 2004). Branger et al. (2005) nutzten eine geringe Zahl von
Genomkopien eines synthetischen DNA-Molekils, um diese in jeden
Reaktionsansatz der PCR einzumischen. Primer fUr die interne Kontrolle generierten
ein 704 bp PCR-Produkt, welches von dem 262 bp PCR-Produkt der Leptospiren-
Zielsequenz eindeutig unterscheidbar war. Die wenigen Genomkopien der internen
Kontrolle behinderten nicht die Amplifizierung der Leptospiren-DNA; im Gegenteil,
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war viel Leptospiren-DNA im Reaktionsgefald enthalten, wurde die Bildung des PCR-
Produktes der internen Kontrolle unterdriickt. Die PCR war demnach positiv, wenn
das spezifische PCR-Produkt von 262 bp nachweisbar war; die PCR war negativ hat
aber funktioniert, wenn kein 262 bp PCR-Produkt detektierbar war, aber das 704 bp
PCR-Produkt der internen Kontrolle erschien. Wurde auch die Sequenz der internen
Kontrolle nicht amplifiziert, dann war die PCR gehemmt (Léon et al., 2006). Brown et
al. (2003) konstruierten ebenfalls eine Art interne Kontrolle, allerdings wurde diese
nur verwendet, wenn die erste PCR negativ war. Dann wurde eine zweite PCR
angesetzt; diesmal war in jedem Reaktionsgefal3 das verdiinnte PCR-Produkt der
ersten Amplifikation, die interne Kontrolle und anstelle der Leptospiren spezifischen
Primer, die Primer fir die interne Kontrolle. Wurde in der zweiten PCR auch kein
PCR-Produkt gebildet, dann befand sich im Probenextrakt ein Hemmstoff.

Das parallele Mitfihren von Negativkontrollen ist absolut notwendig, um bei einer so
sensitiven Methode wie der PCR falsch positive Ergebnisse mdglichst
auszuschlieBen und Kontaminationen von Puffern, Geraten oder dem Arbeitsplatz
etc. frihzeitig zu erkennen. Optimal ware, wenn man eine Kontamination einem
bestimmten Prozess zuordnen kdnnte, wie z.B. der Extraktion oder einzelnen PCR-
Reagenzien. Wichtig ist, die Position der Negativkontrollen intelligent zu wéhlen und
sie der Probenanzahl wenn notig anzupassen (Bal et al., 1994; Bovet et al., 1999;
Brown et al., 2003; Espy et al., 2006; Smythe et al., 2002a). Es gibt mehrere
Moglichkeiten, wie die Negativkontrollen gestaltet werden kdnnen. Beispielsweise
wird anstelle der Probe wéhrend der Extraktion nur Puffer oder Wasser verwendet
(Harkin et al., 2003a; Kositanont et al., 2007a; Slack et al., 2007a). Andererseits
kénnen auch biologische Proben von sicher negativen Probanden eingesetzt werden
(Kim et al., 2006; Schonberg et al., 2005). Schlie3lich eignet sich fur die PCR noch
die Anwendung von Extern erhaltener, oder im Labor extrahierter Referenz-DNA.
Handelt es sich z.B. um eine PCR mit Primern, die nur pathogene Leptospiren
nachweisen, so kann als negative Kontrolle Referenz-DNA von L. biflexa Serovar
Patoc Stamm Patoc | genutzt werden (Acevedo-Whitehouse et al., 2003; Slack et al.,
2007a).

Jede Probe und Kontrolle in n-facher Zahl mitzufiihren ist auch eine Art Kontrolle fur
sich. Denn in einem Dreifachansatz z.B. sollte theoretisch stets das Gleiche
passieren. Um Kontaminationen insbesondere sogenannte ,carry-over® oder
,schmier® Kontaminationen zu vermeiden, werden Ublicherweise gestopfte
Pipettenspitzen bzw. Filterspitzen benutzt (Bomfim et al., 2007). Fur die PCR-
Reaktion hat sich der Einsatz von UDG, der Uracil-DNA-Glycosylase, bewahrt
(Gravekamp et al., 1993; Mothershed et Whitney, 2006). Wahrend der PCR, wird in
das PCR-Produkt manches Mal anstelle von einem T (Thymidin) ein U (Uracil) von
der Polymerase in das amplifizierte DNA-Fragment eingebaut. Setzt der Laborant
eine neue PCR an und kontaminiert ein Reaktionsgefal3 mit einem solchen PCR-
Produkt, so ist es die Aufgabe der UDG das Uracil herauszuschneiden. Dadurch
zerfallt das kontaminierende Fragment in verschieden grof3e Stiickchen. Die optimale
Arbeitstemperatur des Enzymes liegt bei +50°C. Daher wird vor dem ersten
Denaturierungsschritt, bei dem das Enzym zerstort wird, die PCR fir ein paar
Minuten bei +50°C gestartet. Damit bei dieser Temperatur die Polymerase im
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Gegenzug nicht schon anfangt ungesteuert PCR-Produkte zu bilden, ist die
Verwendung von UDG nur mit einer thermostabilen, sogenannten ,Hot Start”
Polymerase sinnvoll. Eine solche Polymerase erreicht ihre volle Aktivitat erst nach
dem ersten Denaturierungsschritt und ist bis dahin blockiert. Die UDG-Reaktion
bewirkt demnach, dass eine ,carry-over Kontamination mit PCR-Produkten nicht
(sofort) erkannt wird (Burkardt, 2000; Persing, 1991).
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Leptospirenkultur

Fur die Entwicklung der PCR stand eine Sammlung von 18 Referenzstammen (Royal
Tropical Institute (KIT), Amsterdam, Niederlande bzw. Bundesinstitut fur
Risikobewertung (BfR), Berlin) zur Verfigung, die vom Leptospiroselabor des
Bayerischen Landesamtes fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) in
OberschleiRheim subkultiviert werden (Tabelle 10). Verwendung fanden Stamme, die

4 bis 14 Tage alt und dicht (2x10° Leptospiren pro ml) gewachsen waren.

Tabelle 10. Leptospirenstammsammlung des LGL, OberschleilZheim (2006/2007)

Leptospira (L.) Nr. Serogruppe Serovar Stamm Genospezies
Pathogen 1 Australis Australis Ballico L. interrogans
2 Australis Bratislava Jez Bratislava L. interrogans
3 Autumnalis Autumnalis Akiyami A L. interrogans
4 Ballum Ballum Mus 127 L. borgpetersenii
5 Bataviae Bataviae Swart L. interrogans
6 Canicola Canicola Hond Utrecht IV L. interrogans
7 Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V L. kirschneri
8 Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis L. interrogans
9 Icterohaemorrhagiae  Copenhageni M 20 L. interrogans
10 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Ictero | L. interrogans
11 Javanica Javanica Veldrat Batavia 46 L. borgpetersenii
12 Pomona Pomona Pomona L. interrogans
13  Pyrogenes Pyrogenes Salinem L. interrogans
14  Sejroe Hardjo Hardjoprajitno L. interrogans
15 Sejroe Sejroe M84 L. borgpetersenii
16 Sejroe Saxkoebing Mus 24 L. interrogans
17  Tarassovi Tarassovi Perepelitsin L. borgpetersenii
Saprophyt 18 Semaranga Patoc Patoc | L. biflexa

3.1.2 Glaskdrper- und Kammerwasserproben

Das LGL erhalt von der Klinik fir Pferde der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU),
Minchen, routinemalig seit vielen Jahren Glaskorper- und Kammerwasserproben
zur Untersuchung auf Antikérper gegen Leptospiren oder zur lIsolierung dieser
Bakterien. Ohne den taglichen Laborablauf weitestgehend zu stéren, wurden
samtliche Proben, die nach den angeforderten Untersuchungen, wie MAT, ELISA
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oder Kultur noch erhdltlich waren, in der PCR untersucht; dies umfasste den
Zeitraum von Juli 2006 bis Mai 2007. Da in der Regel nur dann eine kulturelle
Isolierung erwiinscht wird, wenn die Herstellung einer bestandsspezifischen Vakzine
in Aussicht steht, wurde die Pferdeklinik gebeten in dem oben genannten Zeitraum
unabhéangig von einer Indikation vermehrt Glaskorper in Transportmedien mit
einzusenden. Neben dieser prospektiven (,frisch“) Untersuchung wurden zusatzlich
retrospektiv (,gefroren®) Glaskorper- und Kammerwasserproben der Pferdeklinik aus
dem Zeitraum von Januar 2005 bis Mai 2006, die bei -20°C asserviert waren, in der
PCR untersucht (Tabelle 11).

Tabelle 11. Anzahl der untersuchten Proben aus der Klinik fiir Pferde der LMU, Miinchen

Gesamt frisch gefroren

Proben 505 190 315

GK 271 70 201

GK i 158 36 122

GK re 113 34 79

KW 234 120 114

KW li 113 60 53

KW re 121 60 61

Augen 444 175 269

Augen li 236 89 147

Augenre 208 86 122

Pferde 338 139 199 frisch: Proben aus dem Zeitraum Juli 2006 bis Mai 2007
gefroren: Proben aus dem Asservat von Januar 2005 bis Mai 2006

Kultur 66 47 19 GK: G|ask('jrper

Kultur GK 64 46 18 KW: Kammerwasser
li: links

Kultur KW 2 1 1 re: rechts

Zunachst erhielt jede Glaskorper- oder Kammerwasserprobe eine Nummer und fand
dann Eingang in die DNA-Extraktion und PCR. Das Ergebnis wurde notiert.
Anschlieend wurden retrospektiv zugéngliche Daten erhoben: Rasse, Alter,
Geschlecht und Standort des betroffenen Pferdes, sowie einige klinischen
Parameter, sofern sie aus der Karteikarte zu entnehmen waren (Dauer, Art und
Symptome der Erkrankung). SchlieBlich wurden die Ergebnisse aus der
Routinediagnostik fur MAT, ELISA und Kultur hinzugeflgt.

3.1.3 Sonstiges

In der Zeit von Juli 2006 bis Mai 2007 konnten zahlreiche Proben unterschiedlicher
Herkunft, groRtenteils aus der Routinediagnostik, fur die Entwicklung der DNA-
Extraktion und PCR verwendet werden: Glaskorper, Glaskorperspulflussigkeit,
Kammerwasser, Tranenflissigkeit, Blut/Serum, Plazenta, Urin und Lochialflissigkeit
vom Pferd, Urin und Niere vom Schwein, Niere, Leber, Lunge und Urin von der
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Ratte, Urin und Blut/Serum vom Hund, Urin und Blut/Serum vom Menschen, Niere,
Leber und Blut von einem Biber sowie Kammerwasser von einem Kakadu. Fur die
Uberprifung einer geeigneten DNA-Extraktion wurde Probenmaterial zum Teil mit
frischer Leptospirenkultur vermischt; ebenso wurde mit Trockentupfern verfahren.

3.1.4 DNA fur die Spezifitatspriafung

Von den verschiedensten Laboren des LGL, die eigene molekularbiologische
Untersuchungen durchfihren, konnte Referenz-DNA folgender Bakterien erhalten
werden: Escherichia coli, Mycobakterium avium, Mycobakterium bovis,
Mycobakterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes und Campylobacter jejuni.

Aus dem unterschiedlichen biologischen Probenmaterial (siehe Abschnitt 3.1.3
Sonstiges) wurde DNA aus Pferde-, Schweine-, Ratten-, Hunde-, Biber- und
Menschenzellen gewonnen sowie sogar von einem Kakadu, als Vertreter wenigstens
einer Vogelspezies. Das Leptospiroselabor stellte frische Kulturen von Leptospira
biflexa Serovar Patoc, Borrelia burgdorferi und Borrelia garinii fuir eine DNA-
Extraktion zur Verfiigung. Einzelne extrem verkeimte (mit Pilzen, Hefen, Amdben und
verschiedensten Bakterien) Kulturmedien wurden als Spezifitdtskontrolle der PCR
benutzt. Ob nach der Extraktion in der Probe DNA enthalten war, wurde mittels
einem BioPhotometer der Firma Eppendorf (Hamburg) Uberpruft.

3.2 Das Leptospiroselabor

3.2.1 Allgemeines

Seit Jahrzehnten erhalt das Labor flr Leptospirose am Bayerischen Landesamt fur
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) in Oberschleif3heim
(http://www.Igl.bayern.de/) verschiedenste Proben von Mensch und Tier, vornehmlich
aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz, um diese auf Antikdrper mittels dem
mikroskopischen Agglutinationstest (MAT) sowie einem indirektem ELISA zu
untersuchen oder die Bakterien direkt mittels Kultur zu isolieren. Diese Arbeiten sind
Routine und werden mit viel Sorgfalt und Erfahrung durchgefiihrt. Die Einsendungen
erreichen das Labor bei Raumtemperatur und werden bis zum Abschluss der
angeforderten Untersuchungen bei +4°C bis +8°C aufbewahrt. Alle acht Wochen
werden die Bestande der Kihlung ausgerdumt und gegebenenfalls Proben fir das
Archiv bei -20°C asserviert. Fur samtliche Laborarbeiten werden die Kriterien nach
DIN EN ISO/IEC 17025 angewandt. Seit 2005 st der Fachbereich
,Veterinarmedizinische Diagnostik® in das akkreditierte Qualitatssicherungssytem
eingegliedert (SAL-akkreditiertes Pruflaboratorium, Reg.-Nr.: SAL-BY-L20-04-03).
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3.2.2 Mikroskopischer Agglutinationstest (MAT)

Der MAT wird taglich durchgefiihrt. Mindestens 100 pl Probenmaterial sind hierfur
notwendig. In einem Vorversuch bei einer Endverdinnung von 1:40 wird zunachst
getestet, ob Uberhaupt Leptospirenantikdrper in der Probe enthalten sind. Fallt der
Vorversuch positiv aus, erfolgt der Hauptversuch; in diesem Fall wird die Probe in
Verdinnungsstufen von 1:25 bis 1:3200 getestet. Gegebenenfalls ist es notwendig,
die Verdunnungsstufen zu erhdéhen, bis der Test negativ ausfallt. Als Antigen dienen
4 bis 14 Tage alte Leptospirenstammkulturen, die ihre stationdre Wachstumsphase
erreicht und eine Dichte von ca. 2x10° Bakterien pro ml Kulturmedium aufweisen.
Dazu werden woéchentlich Subkulturen angelegt, die sich bei +29°C in flussigem
EMJH Medium, angereichert mit BSA-Tween80/40, im Brutschrank unter aeroben
Bedingungen vermehren. Wahrend Proben eines Menschen gegen alle 17
verfigbaren pathogenen Leptospirenstammen getestet werden, laufen Proben vom
Pferd lediglich gegen L. Grippotyphosa, L. Canicola, L. Pomona, L. Copenhageni, L.
Hardjo, L. Bratislava, L. Pyrogenes, L. Icterohaemorrhagiae, L. Tarassovi, L.
Saxkoebing und L. Javanica. Das hat nicht nur finanzielle Grinde, sondern auch
einen ganz praktischen Hintergedanken: In dem MAT finden immer nur die
Leptospirenserovare als Antigen Verwendung, von denen anzunehmen ist, dass sie
zu dem gegebenen Zeitpunkt in der Gegend am meisten vertreten sind und somit
eine Reaktion der Probe am wahrscheinlichsten. Der MAT wird in 96 ,well
Mikrotiterplatten  durchgefuhrt.  Die  Auswertung  erfolgt unter einem
Dunkelfeldmikroskop bei 100facher VergroRerung. Erst wenn mindestens 50% der
Leptospiren agglutiniert sind, liegt eine positive Reaktion vor. Als MAT-Titer einer
Probe, im Bezug auf das jeweilige Serovar, wird die hochste positive
Verdinnungsstufe angegeben.

Insgesamt wurden 271 Glaskorperproben und 234 Kammerwasserproben von 338
Pferden mittels des MAT auf das Vorhandensein von Leptospirenantikorpern im
Auge untersucht. Mit einem MAT-Titer von = 1:100 galt die Probe als positiv.

3.2.3 ,Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay” (ELISA)

Bei diesem ELISA handelt es sich um eine sogenannte ,In-House“ Methode. Nach
dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs ist eine 96 ,well® Mikrotiterplatte mit
aufgereinigtem Antigen eines Leptospirenstammes beschichtet. Die
Antigengewinnung erfolgte mittels TRIS/EDTA/SDS. Anschlie3end wird die Probe in
einer Verdinnung von 1:50 auf die mit Antigen beschichtete Mikrotiterplatte
gegeben. Pro getesteten Leptospirenstamm wird 25 pl Probe bendétigt. Sind
spezifische Antikorper in der Patientenprobe vorhanden, so binden diese an das
ihnen préasentierte Leptospirenantigen eines Serovars auf der Platte. Nach einem
ausgiebigem Waschschritt, bei dem alles, was nicht spezifisch gebunden hat aus den
Kavitdten der Mikrotiterplatte entfernt wird, erfolgt die Zugabe des Konjugates. Das
Konjugat sind spezifische Antikérper, die an die Antikorper der Patientenprobe
binden und zwar je nachdem, ob es sich um Immunglobuline der Klasse M, G oder A
handelt; gleichzeitig sind diese Antikdrper mit einem Enzym, der Peroxidase
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konjugiert. Nach einem weiteren Waschschritt, der Giberschiissiges Konjugat entfernt,
wird dem Ansatz das Substrat, ein Chromogen, flr das Enzym hinzugegeben. Nach
einer halben Stunde Reaktionszeit wird eine weitere Aktivitat des Enzymes durch
eine Stoppldsung unterbunden. AnschlieBend wird die Menge, des von der
Peroxidase umgesetzten Substrates in jedem Reaktionsansatz mittels eines
Photometers (ELISA Prozessor I, Behring, Schwalbach) bei einer Wellenlange von
405 nm gemessen. Die spezifisch konjugierten Antikérper liegen nicht als Mix vor,
sondern stellen einzelne Lésungen dar, getrennt nach ihrer Eigenschaft, IgM, 1gG
oder IgA zu erkennen. Damit handelt es sich bei diesem ELISA um ein
Testverfahren, das nicht nur die Quantitdt sondern auch die Qualitat der
Immunantwort bewerten kann. Zur Kontrolle lauft fur jede der drei
Immunglobulinklassen ein Doppelansatz der Probe; auflerdem wird stets eine
Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefihrt. Nur ein Test, bei dem die optische
Dichte (OD) der Negativkontrolle einen Wert < 250 annimmt und der OD-Wert der
Positivkontrolle > 500 ist, wird als gelungen bewertet. In Abhéngigkeit von ihrem OD-
Wert, kann eine Probe negativ -, grenzwertig (+), schwach positiv +, positiv ++, und
stark positiv +++ reagieren (Tabelle 12). Fir eine Probe, die nur gegen einen
Leptospirenstamm aber fir alle drei Immunglobulinklassen getestet wird, ergeben
sich daher allein 125 maogliche Testergebnisse.

Tabelle 12. Mdglichkeiten und Grenzen der ELISA Auswertung fiir eine Probe und einen Leptospirenstamm

OD-Wert IgM 1gG IgA OD: optische Dichte
IgM: Immunglobuline der Klasse M
<250 - - - IgG: Immunglobuline der Klasse G
>250-300 (+) (+) (%) IgA: Immunglobuline der Klasse A
-: negativ
>300-500 + + + (+): grenzwertig
>500-1000 ++  ++ 4+ + schwaph positiv
++: positiv
> 1000 +++ A+ +++: stark positiv

In der Regel wird der ELISA nur als Erganzung zum MAT und meist nur einmal
wdchentlich durchgefuhrt. Wegen der Kosten und des Aufwandes werden die
Kammerwasser- oder Glaskorperproben der Pferde im ELISA nur gegen das Antigen
eines Leptospirenstammes, manchmal zwei, selten drei getestet. Die Auswahl der
geeigneten Serovare richtet sich nach Erfahrung, der Gegend aus welcher das Pferd
stammt, sowie ob mdglicherweise eine Probe des Partnerauges im MAT reagiert hat.
Zur Anwendung kamen die Serovare L. Grippotyphosa, L. Bratislava, L.
Copenhageni, L. Javanica, L. Canicola und L. Pomona. Die tierartspezifischen
Antikorper-Konjugate anti-Horse IgM, IgG und IgA wurden von der Dunn
Labortechnik GmbH, Asbach, bzw. AbD Serotec, Disseldorf, bezogen. Von den 505
Proben, die mittels MAT untersucht wurden, kamen nur diejenigen in den ELISA, die
im MAT negativ waren und auch nur dann auf Wunsch des Einsenders. Waren von
einem Pferd mehrere Proben vorhanden, z.B. Kammerwasser links und
Kammerwasser rechts, so wurden zum Vergleich immer alle Proben eines Pferdes
im ELISA untersucht, auch wenn eine Probe positivim MAT reagiert hatte.
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Insgesamt wurden 157 Glaskorperproben und 204 Kammerwasserproben von 231
Pferden  mittels ELISA auf das Vorhandensein  Serovar-spezifischer
Leptospirenantikdrper im Auge untersucht. Ab einem OD-Wert > 250 fur mindestens
einen der drei Immunglobulinklassen wurde die Probe als positiv bewertet.

3.2.4 Kulturelle Isolierung

Jeder Einsender, der aus einer Probe die kulturelle Isolierung von Leptospiren
winscht, erhalt vom Labor ein spezielles Transportmedium: 8 ml semisolides
Ellinghausen McCullough Johnson Harris Grundndhrmedium (Difco™ Leptospira
Medium Base EMJH, BD Bioscience, Heidelberg) mit bovinem Serum-Albumin (BSA)
Tween80/40 ,Enrichment® sowie 100 pg/ml 5-Fluorouracil sind in sterile 10 ml
Braunglas Injektionsflaschchen abgefullt. In der Pferdeklinik (LMU) wurden direkt
nach Entnahme von Glaskorper- oder Kammerwasserproben 0,5 ml bis 1,0 ml der
Probe unter moglichst sterilen Bedingungen in das Transportmedium tberfuhrt. Das
Transportmedium erreichte das Labor bei Raumtemperatur. Aus dem
Transportmedium wurden anschlie@end drei verschiedene Isolierungsmedien
beschickt: 6 ml semisolides EMJH Grundnahrmedium mit BSA-Tween80/40
,2Enrichment* und 1% Kaninchenserum sowie 0,1% Lactalbuminhydrolysat enthalten
entweder a) keinen Hemmestoff oder b) 100 pg/ml 5-Fluorouracil oder ¢) 10 pg/ml 5-
Fluorouracil und 10 pg/ml  Vancomycin. Insgesamt werden aus dem
Transportmedium nach einem bestimmten Schema, das sich nach der inokulierten
Menge der Ausgangsprobe richtet, acht Schraubkappenréhrchen  mit
Isolierungsmedium beimpft, die sich dann entweder in ihrer Zusammensetzung oder
nach der inokulieten Menge des Transportmediums unterscheiden. Das
Transportmedium, sowie die acht Isolierungsmedien werden bei +29°C im
Brutschrank aufbewahrt und zunachst alle zwei Wochen, spater im Abstand von vier
Wochen uber sechs Monate unter dem Dunkelfeldmikroskop (Standard 14, System
Mikroskop, 470914 02/48, 10er Okular, 16er Objektiv, Zeil3, Jena) auf das Wachstum
von Leptospiren Uberprift. War eine Kultur positiv, wurde diese subkultiviert, um eine
frische Kultur mit einer Dichte von etwa 2x10°® lebenden Leptospiren pro ml
Kulturmedium zu erhalten. Die Typisierung der Isolate erfolgte bis auf Serovarebene
mittels des MAT. Dazu wurden, passend zu der laboreigenen
Leptospirenstammsammlung (Tabelle 10), Kaninchenhyperimmunseren (BfR, Berlin)
verwendet.

Von den 338 Pferden, deren Glaskdrper- und/oder Kammerwasserproben mittels
MAT untersucht wurden, fanden von 62 Pferden, 64 Glaskorperproben und 2
Kammerwasserproben Eingang in die Kultur.

3.2.5 Die mikroskopische Untersuchung

Jede flussige Probe, egal ob Glaskérper, Kammerwasser, Urin, Kultur oder
Transportmedium, wurde vor dem Eingang in die DNA-Extraktion, sofern es sich
nicht um eingefrorene Proben handelte, mit dem Dunkelfeldmikroskop untersucht.
Dazu wurde ein Tropfen von der Probe mit einer Impfése auf einen Objekttrager
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gegeben und bei einer 160fachen VergréRerung auf das Vorhandensein von
Leptospiren hin beurteilt; anbei wurden eventuelle Beimengungen, wie Fibrin,
Kristalle, Zellen, Bakterien, Pilze, Ambben, Spermien u. a. registriert.

3.3 LipL32 PCR

3.3.1 DNA-Extraktion

3.3.1.1 Probenvorbereitung

Fir die DNA-Extraktion wurde der DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Unter Berucksichtigung der Herstellerangaben, nachdem der Gesamt-
DNA-Gehalt der Probe die einzusetzende Menge bestimmt, wurde folgende
Vorgehensweise gewahlt: Fur Glaskérper, Kammerwasser, Transportmedium, sowie
Vollblut betrug die optimale und maximale Probenmenge 1 ml und fir Serum sowie
Sperma 2 ml. Frischer und steril entnommener Urin, ohne Fremdbeimengungen wie
Blut oder Spermien und Kontaminationen wie schnell wachsenden Bakterien
(,bacterial overgrowth‘) wurde optimaler Weise in einer Menge von 10 ml extrahiert.
Um jedoch sicher zu gehen, wurde jede Probe bei einer 160fachen Vergréf3erung
unter dem Dunkelfeldmikroskop auf ihren Keimgehalt hin beurteilt. Je hdher der
DNA-Gehalt einer Urinprobe angenommen werden konnte, desto weniger der Probe
wurde fur die DNA-Extraktion verwendet, mindestens jedoch 2 ml. Das gleiche
Prozedere galt auch fur Glaskdrperspllflissigkeiten und Wasser. Es kam vor, dass in
Abhangigkeit von der Tierart oder dem Zielgewebe fir die DNA-Extraktion nur ein
paar Tropfen Urin einer Ratte oder weniger als 50 pl unverdiinnter Tranenflissigkeit
eines Pferdes zur Verfugung standen. Schliel3lich war die Probenmenge von dem
Einsender auf die angeforderten Routineuntersuchungen beschrankt. Daher wurden
fur die DNA-Extraktion von Glaskorper- und Kammerwasserproben Volumina von
einem Tropfen bis 1 ml verwendet. Sofern die Proben vorher nicht bereits einmal
eingefroren waren, wurden diese zentrifugiert. Handelte es sich um flissige Proben
mit einem Volumen Uuber 2 ml, wurden diese in ein 12 ml PP Natur
Rundbodenréhrchen (16,8 x 100 mm) mit Schraubverschluss (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen) Uberfuhrt und anschlieend 10 Minuten bei 20.000 g und
+4°C in einer Hermle Kuhlzentrifuge (ZK401) und dem AS4.13 Ausschwingrotor (mit
passendem Adapter) zentrifugiert. Sofort im Anschluss wurde der Uberstand
abpipettiert und verworfen. Flissige Proben mit einem Volumen unter 2 ml, wurden
in farblose 2 ml Safe-Lock PCR clean ReaktionsgefalRe (Eppendorf, Hamburg)
pipettiert oder, sofern daflir geeignet, in dem Gefald des Probeneinganges belassen.
Auch diese wurden 10 Minuten bei 20.000 g und Raumtemperatur in einer
Tischzentrifuge (5417C) mit dem Festwinkelrotor F-45-30-11 (Eppendorf)
zentrifugiert und danach unverziglich der Uberstand abpipettiert. Standen
Gewebeproben zur Verfigung wurde ein etwa reiskorngro3es Stick in ein 2 ml
Reaktionsgefal3 gegeben. So vorbereitet konnten die Proben bis zum weiteren
Vorgehen bei -20°C eingefroren werden.

71



Material und Methoden
3.3.1.2 DNeasy®Blood & Tissue Kit

Je nach Probenvorbereitung wurden entweder pelletierte Flissigkeiten,
reiskorngrof3e Gewebeproben oder aber aus dem Asservat des Leptospiroselabores
bis zu 1 ml eingefrorene Kammerwasser- oder Glaskorperproben fir die DNA-
Extraktion verwendet; dementsprechend wurden, wie im Folgenden erortert, bei
einzelnen Schritten der Extraktion Modifikationen eingebaut:

e Die Proben wurden, sofern sie vorher eingefroren waren aufgetaut und
gegebenenfalls in 2 ml Reaktionsgefal3e umgefulit.

e 200 pl ATL Puffer auf die Probe gegeben.

e 20 pl Proteinase K bzw. 40 ul bei Gewebeproben hinzugeftgt.

e Im Thermomixer comfort im 2 ml Wechselblock (Eppendorf, Hamburg) 30 Minuten
bei +56°C inkubiert bzw. mindestens bis Gewebeprobe weitestgehend zersetzt
(ca. 1 - 3 Stunden), dabei sanft im 10 Sekunden-Intervall geschuttelt; Proben in
den 12 ml PP Réhrchen wurden im Badthermostat Haake DC10-P14 (Thermo
Electron GmbH, Karlsruhe) inkubiert.

e Gewebeproben 3 Sekunden bei hochster Stufe auf dem Vortex Genie® 2 (Carl
Roth, Karlsruhe) gemixt.

e Kondenstropfen am Deckel der ReaktionsgefaRe wurden in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert (3 Sekunden).

e 200 ul AL Puffer auf die Probe gegeben.

e Im Thermomixer 10 Minuten bei +70°C inkubiert, dabei sanft im 10 Sekunden-
Intervall geschuttelt; Proben in den 12 ml PP Réhrchen wurden im Badthermostat
inkubiert.

e Gewebeproben 3 Sekunden bei hdchster Stufe auf dem Vortex Genie® 2 gemixt.

e Kondenstropfen am Deckel der ReaktionsgefalRe wurden in der Tischzentrifuge
abzentrifugiert (3 Sekunden).

e 200 ul Ethanol (100%, VWR International GmbH, Darmstadt) bzw. 400 pl bei bis
zu 1 ml eingefrorenen Flussigkeiten hinzugefugt.

e Proben 1 Minute in der Tischzentrifuge bei 6.000 g zentrifugiert, bzw. Inhalt der
Proben in den 12 ml PP Rohrchen durch sanftes Schitteln der Rohrchen
durchmischt.

e Maximal 700 pl der Probe auf das Séaulchen tberfuhrt.

e Proben 1 Minute in der Tischzentrifuge bei 6.000 g zentrifugiert.

e Saule auf ein neues Sammelgefal3 gesteckt und mit Zentrifugat geflltes
Sammelgefald verworfen.

¢ Falls notwendig die letzten drei Teilschritte wiederholt, bis gesamte Probe auf die
Saule aufgetragen war.

e 500 pl AW1 Puffer auf die Probensaulchen aufgetragen.

e Proben 1 Minute in der Tischzentrifuge bei 6.000 g zentrifugiert.

e Saule auf ein neues Sammelgefald gesteckt und mit Zentrifugat geflltes
Sammelgefald verworfen.

e 500 pl AW2 Puffer auf die Probensaulchen aufgetragen.

e Proben 1 Minute in der Tischzentrifuge bei 6.000 g zentrifugiert.
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e Saule auf ein neues Sammelgefald gesteckt und mit Zentrifugat geflltes
Sammelgefald verworfen.

e Proben 3 Minuten in der Tischzentrifuge bei 20.000 g zentrifugiert.

e Saule auf ein neues Sammelgefald gesteckt und mit Zentrifugat geflltes
Sammelgefal’ verworfen.

e 100 pl AE Puffer bzw. 200 pl bei Gewebeproben auf die Probensaulchen
aufgetragen.

e 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

e Proben 1 Minute in der Tischzentrifuge bei 6.000 g zentrifugiert.

e Saulchen verworfen und Inhalt des Probensammelgefalles (Zentrifugat) in ein
farbloses 1,5 ml Safe-Lock PCR clean Reaktionsgefal3 (Eppendorf, Hamburg)
pipettiert.

Die Proben wurden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.3.1.3 Extraktionskontrollen

Zu jeder Extraktion wurde eine Positivkontrolle mitgefuhrt; dazu wurden ein Tropfen
bzw. 10 ul einer 7 bis 14 Tagen alten Kultur von L. borgpetersenii Serovar Ballum
Stamm Mus 127 in ein 2 ml Reaktionsgefal? gegeben und anstelle einer Probe
extrahiert. Eine komplette Extraktion wurde ebenfalls fir die Negativkontrolle
durchgefihrt, allerdings ausschlie3lich mit den verwendeten Puffern und Losungen.
Es wurde streng darauf geachtet, die Negativkontrolle stets neben der Positiven zu
fuhren und die Positivkontrolle in jedem Schritt zuletzt zu behandeln. Schien es
notwendig, so wurden gegebenenfalls mehrere Negativkontrollen verwendet und
diese in ihrer Position zwischen den Proben verteilt.

3.3.1.4 Reinigung und Dekontamination

Samtliche Geratschaften sowie der Arbeitsplatz wurden mit RNAse Away™ (Carl
Roth, Karlsruhe) nach Empfehlung des Herstellers dekontaminiert und anschliel3end
unter dem Wasserhahn mit Wasser gereinigt oder mit 96% vergdalltem Ethanol
eingespriht und danach abgewischt. Mindestens einmal im Monat wurden zusatzlich
alle leicht beweglichen bzw. ausbaubaren Gegenstande einer UV-Dekontamination
unterzogen. Selbstverstandlich wurde darauf geachtet, dass die beschriebenen
Methoden fir die Gerate und Oberflachen geeignet sind.
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3.3.2 Primerdesign

Die idealen Primer, weisen ausschliel3lich DNA pathogener Leptospiren nach, haben
eine hohe Bindungsspezifitat, bilden keine Primerdimere, lassen ein kurzes PCR-
Produkt entstehen und sind untereinander ausgewogen in ihrer Lange (bp), ihrem
GC-Gehalt (%) und der Schmelztemperatur (Tm). Zunachst sollte ein Primerpaar fur
die Zielsequenz, das Lipoprotein32 pathogener Leptospiren (LipL32), gefunden
werden, das sich einerseits fur die konventionelle PCR eignet, andererseits erlaubt
einen der beiden Primer auch an seinem 3 Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu
markieren und somit in der LUX™ gPCR einsetzbar ist. Schlief3lich war fur die semi-
nested PCR noch ein dritter Primer notig. Mit diesem Ziel vor Augen, wurden
samtliche in der Genbank auf der ,National Center of Biotechnology Information
(NCBI) Website“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) verfliigbaren Sequenzen von
Leptospiren zu LipL32 mit Hilfe des ,Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST)
Programmes gegeneinander verglichen. Nucleotidbasen, die sich an gleicher Stelle
unterschieden, wurden durch Basen des ,International Union of Biochemistry (IUB)
Codes®, sogenannten ,mixed” oder ,wobbel“ Basen, ersetzt. Auf Grundlage dieser
Sequenz wurden unter zur Hilfennahme der Primer 3 (http://primer3.sourceforge.net/)
sowie der D-LUX™ Designer (http://www.invitrogen.com/) Software verschiedene
Primer entwickelt. SchlieBlich wurde jeder Primer einzeln in der Gendatenbank
(NCBI) auf seine Eignung hin Uberpruft, einzig pathogene Leptospiren-DNA zu
detektieren und in Kombination mit seinem Partner sowohl alle pathogenen
Leptospiren nachzuweisen als auch stets ein gleich groes PCR-Fragment zu
erzeugen, sofern die bis dahin verfliigbaren Informationen (August 2006) eine
derartige Aussage zulie3en. Tabelle 13 zeigt alle entwickelten Primer, sowohl die
spater ausgemusterten, als auch die favorisierten Primer. Die unmarkierten Primer
wurden online bei der Thermo Electron GmbH (http://www.thermo.com/) oder der
Operon Biotechnologies GmbH (https://www.operon.com/) bestellt. Die Lieferung
dauerte in der Regel nur wenige Tage. Wohingegen bei Bestellung der mit einem
Farbstoff markierten LUX™ Primer bei der Firma Invitrogen
(http://www.invitrogen.com/) wegen Lieferung aus Ubersee mit 10 bis 14 Tagen zu
rechnen war. Die Primer, in getrocknetem Zustand versandt, wurden mit TE Puffer
(pH 8,0) (AppliChem, Darmstadt) auf eine Konzentration von 10 uM eingestellt, a 50
pl aliquotiert und bei -20°C eingefroren.
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Tabelle 13. Primerlbersicht |

Bezeichnung 5’ - 3’ Sequenz Lange PCR-Produkt GC Tm Funktion
bp bp % °C
LipL32-287 FAM  cgaacttaatcgctgaaatgggagticg 28 433 46 70  forward“ LUX™
Primer
LipL32-287 taatcgctgaaatgggagttcg 22 433 45 63 forward“ Primer
LipL32-678 agcagaccaacagatgcaacg 21 433 52 63 ,reverse” Primer
LipL32-355 gcggcwaccccrgaagaaaaat 22 344 50 64 ,forward“ semi-

nested Primer

LipL32-283 gttcgtatgatttccccaac 20 45 56  ausgemustert
LipL32-691 caacagatgcaacgaaagat 20 40 56  ausgemustert
LipL32-386 tgtggcattgatttttcttc 20 35 56  ausgemustert
LipL32-267 aatcgctgaaatgggagttc 20 45 59  ausgemustert
LipL32-699 aagcagaccaacagatgcaa 20 45 59  ausgemustert
LipL32-283 FAM  cggttcgtatgatttccccaaccq 24 50 69 ausgemustert
LipL32-694 gaccaacagatgcaacgaaagatc 24 46 64  ausgemustert
LipL32-262 FAM  cgaacaatcgctgaaatgggagttcg 26 50 70 ausgemustert

sinternational Union of Biochemistry (IUB) Code*: w kodiert fur t und a, r kodiert fur g und a
komplementére Basen zwischen dem 3‘ und dem 5° Ende der LUX™ Primer sind unterstrichen
¢ bezeichnet die Position fir den Farbstoff (FAM)

GC %: prozentualer Gehalt an Guanin (g) und Cytosin (c) Basen

Tm: Schmelztemperatur; bp: Basenpaare

Nachdem die Primer und die Konditionen fiir die PCR der Zielsequenz (LipL32)
sowie fur die semi-nested PCR festgelegt und optimiert waren, wurde ein weiteres
Primerpaar fur eine Inhibitionskontrolle der gPCR entwickelt. In diesem Fall sollten
die idealen Primer folgende Kriterien erflllen: Die Primer binden nicht an Sequenzen
aus Chromosom | pathogener Leptospiren und bilden keine Primerdimere. Sie
weisen eine hohe Bindungsspezifitat auf und sind einzigartig fur ihre Sequenz;
zudem sind sie gut mit den LipL32 Primern hinsichtlich ihrer Lange (bp), der
Schmelztemperatur (Tm) sowie dem GC-Gehalt (%) kompatibel. Das PCR-Produkt
ist grof3er als 483 bp aber kleiner als 533 bp. Ein Primer kann an seinem 3' Ende mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und damit fur die LUX™ gPCR verflgbar
gemacht werden, unmarkiert aber auch in einer konventionellen PCR Einsatz finden.
Mit diesen Hintergedanken wurde auf Chromosom Il der Leptospiren nach einer
geeigneten Sequenz fur die Inhibitionskontrolle gesucht. Es wurde sich auf eine
Adenylatcyclase geeinigt, fir die zu dem gegeben Zeitpunkt (September 2006)
ausschliel3lich zwei Sequenzen in der Gendatenbank (NCBI) zur Verfigung standen:
Einmal von L. interrogans Serovar Lai Stamm 56601 (AE010301) das cyaAl7 Gen,
sowie von L. interrogans Serovar Copenhageni Stamm Fiocruz L1-130 (AE016824)
das LIC 20075 Gen. Auf Grundlage dieser beiden Sequenzen und unter
Beriicksichtigung der bestehenden Kriterien wurde ein Primerpaar entwickelt
(Tabelle 14). Die Vorgehensweise entspricht der fur die LipL32 Primerselektion.
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Tabelle 14. Primertbersicht 11

Bezeichnung 5’ -3’ Sequenz Lange PCR-Produkt GC Tm Funktion
bp bp % °C
Acll JOE cgcagtaacacctctcgtaatctgcg 26 515 54 68 ,reverse’ LUX™ Primer
Acll taacacctctcgtaatctgcg 21 515 48 58  ,reverse” Primer
Acl3 cgtggaagtggatgagcactgt 22 515 54 64  forward“ Primer
Acl2 JOE cggcttcagtcaaaaggattgcca 24 54 71  ausgemustert

komplementare Basen zwischen dem 3‘ und dem 5' Ende der LUX™ Primer sind unterstrichen
¢ bezeichnet die Position fiir den Farbstoff (JOE)
GC %: prozentualer Gehalt an Guanin (g) und Cytosin (c) Basen

Tm: Schmelztemperatur; bp: Basenpaare

3.3.3 LUX™ gPCR

Als Reaktionsgefalie fur die quantitative PCR wurden farblose, High Profile, 0,2 ml
8er SoftStrips® mit Single Optically Clear Flat Caps (Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf) verwendet. Die Komponenten fur einen gqPCR-Ansatz sind Tabelle 15 zu
entnehmen. SuperMix, Magnesiumchlorid (MgCl,), ROX-Referenz (6-carboxy-X-
Rhodamin) und das Wasser (H,O) wurden von der Firma Invitrogen, Karlsruhe
bezogen (Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG; UltraPure™ DEPC-treated
Water). Das Einpipettieren von MasterMix und der Proben bzw. von dem Standard in
die vorgelegten Reaktionsgefal3e erfolgte bei Raumtemperatur und nach einem
streng kontrollierten Schema. Ein Beispiel fur eine ,Platten“-Belegung fir einen
gPCR-Lauf zeigt Abbildung 4. Fir jede Probe und Kontrolle wurde ein
Dreifachansatz gewahlt, nur fiur die Standardkurve, von 1x10° bis 1x10’
Genomkopien pro Reaktion, reichte ein Doppelansatz aus. Neben der positiven
Extraktionskontrolle und der negativen Extraktionskontrolle gab es mindestens immer
noch eine negative PCR-Kontrolle, die anstelle einer Probe 5 pl DEPC-treated H,O
enthielt. Die qPCR wurde in einem MX3005P Thermocycler (Software Version
3.20/2006), der Firma Stratagene, Amsterdam, Niederlande durchgefiihrt. Als
Voreinstellung war es notwendig den Experimenttyp ,SYBR® Green (with
Dissociation curve)“ zu wahlen und fur eine korrekte Fluoreszenzdetektion unter dem
Punkt ,Filter Set Gain Settings®* FAM x4, JOE x8 und ROX x1 einzustellen
(Abbildung 5). Das Temperaturprofil zu einem Lauf findet sich in Tabelle 16.
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Tabelle 15. Komponenten fir einen gPCR-Ansatz

Komponenten Volumen pl  Endkonzentration
~remplate” 5
Platinum®gqPCR SuperMix-UDG (2 X) 25 1X
MgClz (50 mM) 3 3mM
ROX-Referenz Farbstoff (25 pM) 0,1 50 nM
Plasmid 515 (1 fg/ul) 1 1fg
LipL32-287 FAM (10 uM) 04 80 nM
LipL32-678 (10 uM) 04 80 nM
Acll JOE (10 pM) 0,2 40 nM
Acl3 (10 pMm) 0,2 40 nM
DEPC- treated H,0O ad 50
A | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 3 | 10 | 1 | 12

Abbildung 4. Beispiel fur eine ,Platten“-Belegung fir eine gPCR im MX3005P Thermocycler von Stratagene
REF: Farbkanal fur die ROX-Referenz; NTC: “No template control“; GK: Glaskdérper; KW: Kammerwasser
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Mew Experiment Options

Select experiment type

Real-time:

" Quantitative PCR [Multiple Standards) Cancel

™ Comparative Quantitation [Calibratar]

* SYBR® Green [with Dissociation Curve)
" Allele Discrimination / SHP's Real-Time
" Molecular Beacon Meling Curve

Flate read:

" Quantitative Plate Read

™ Plate Read / Allele Discrimination

~ [ Don't show thiz again

Filter Set Gain Settings f'5_<|

Current Settings =
Filter zet Cvh ALERA RO HE=-JOE Faukd
ﬁ'zlr;iplier P B I I e - B TR Cancal

| Load Factor Defaultsl Load Lab Defaults |

[ Save az lab defaults

Abbildung 5. Notwendige Voreistellungen des MX3005P Thermocycler (Stratagene) fir eine LUX™ gPCR

Tabelle 16. Programm fiir den MX3005P Thermocycler der Firma Stratagene

Funktion Zyklen Temp.°C Zeits Fluoreszenzmessung

Denaturierung 1 95 120

Denaturierung 50 95 30

Annealing 60 30 am Ende

Elongation 72 60

Denaturierung 1 95 60

Schmelzkurve 55 - 30 jeder Temperaturschritt
95 30

Kihlung 1 25 ~
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3.3.4 Semi-nested PCR

Fur die semi-nested PCR wurde 1 pl des gPCR-Produktes als Probe (,Template®)
verwendet. Als Positivkontrolle diente der Doppelansatz der hoéchsten
Verdunnungsstufe (1x10° Genomkopien pro Reaktion). Jeder qPCR-Ansatz der
negativen Extraktionskontrolle und der negativen PCR-Kontrolle wurden Uberprift.
SchlieB3lich erhielt die semi-nested PCR, mindestens im Dreifachansatz, auch ihre
eigene negative PCR-2-Kontrolle zur Uberprifung des MasterMixes. Die
Komponenten fir einen 50 pl Ansatz kdnnen Tabelle 17 entnommen werden. PCR-
Puffer, MgCl, und Tag DNA-Polymerase, dNTPs (deoxyNucleosid-5'-TriPhosphate)
und das H,O wurden von der Firma Invitrogen, Karlsruhe bezogen (Tag Polymerase,
Recombinant; 100 mM dNTP Set, PCR Grade; UltraPure™ DEPC-treated Water).
Als ReaktionsgefaRe dienten farblich gemischte 0,2 ml 8er SoftStrips® mit Single
Caps (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf), die wahrend des Einpipettierens
von MasterMix und Probe in PCR Coolern (Eppendorf, Hamburg) platziert waren. Die
PCR wurde in einem Thermocycler T3000 (Biometra, Gottingen) durchgefuhrt. Das
Temperaturprofil findet sich in Tabelle 18.

Tabelle 17. Komponenten fir einen semi-nested PCR-Ansatz

Komponenten Volumen pyl  Endkonzentration
~remplate” 1

PCR-Puffer (10 X) 5 1X

dNTP Mix (40 mM) 1 0,8 mM

MgClz (50 mM) 1,5 1,5 mM
LipL32-355 (10 uM) 0,5 100 nM
LipL32-678 (10 uM) 0,5 100 nM

Taq DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,3 15U
DEPC-treated H,O ad 50

Tabelle 18. Programm | fiir den Thermocycler von Biometra T3000

Funktion Zyklen Temp.°C Zeits
Denaturierung 1 95 120
Denaturierung 35 94 30
Annealing 65 40
Elongation 72 50
Elongation 1 72 300
Kuhlen 1 4 ~
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3.3.5 Agarosegel-Elektrophorese

Fir die Herstellung eines analytischen Geles wurden 3% peqGOLD Universal
Agarose (Peqlab, Erlangen) verwendet. Als Elektrophoresepuffer diente 1 X Tris-
Acetat-EDTA (TAE) Puffer (UltraPure™ DNA Typing Grade® 50 X TAE Buffer,
Invitrogen, Karlsruhe). Agarose und TAE Puffer wurden in ein groRes Becherglas
(1000 ml far 300 ml Gel) oder einen grol3en Weithals-Erlenmayerkolben (300 ml fur
100 ml Gel) gegeben und bei voller Leistung einer handelsiblichen Mikrowelle
(Bartscher) gekocht, bis sich die Agarose im TAE Puffer vollstandig geldst hatte. In
der Zwischenzeit, wurden die Gelkammern hergerichtet. Verwendung fanden je nach
Probenumfang die Kammern: Horizon® 11.14, Agagel Midi-Wide und Agagel Maxi,
alle drei von der Firma Biometra, Gottingen. Nachdem eine homogene
Agarosegelldsung gefertigt wurde, wurden 0,5 pg Ethidiumbromid (10 mg/ml, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) pro ml Gel zum Anfarben der DNA hinzugefugt. Anschlie3end
wurde das Gel gegossen. Nach der Aushartung des Gels, wurden die Kamme
entfernt und die Gelkammern mit TAE Puffer aufgefullt. Fur die Herstellung eines
praparativen Geles wurden nur 2% Agarose verwendet und das Gel mit 0,3 pg
Ethidiumbromid pro ml Gel angefarbt. Vor dem Einpipettieren der Proben aus der
quantitativen PCR bzw. der semi-nested PCR, wurden in die Vertiefungen einer 96
,well“ Mikrotiterplatte in Abhangigkeit der Probenanzahl 1 ul Ladepuffer (Roti®-Load
DNA mit Glycerin, Carl Roth, Karlsruhe) vorgelegt. Nun wurden 10 pl der PCR-Probe
mit dem Ladepuffer sanft durchmischt und dann in eine Geltasche eingefullt. Als
Marker diente vornehmlich der 50 bp DNA Ladder von Invitrogen (seltener der 100
bp DNA Ladder). Dazu wurde eine Stocklésung gefertigt mit 50 pl (50 pug) des DNA-
Markers, 100 pl Ladepuffer und 850 pl H,O (UltraPure™ DEPC-treated Water,
Invitrogen); diese wurde & 100 pl aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Fir einen
Elektrophoreselauf wurden die Marker sinnvoll auf dem Gel platziert und pro
Geltasche fanden 0,5 pg DNA Ladder (10 pl der Stockldsung) Verwendung.
SchlieZlich wurden die Gelkammern an die Stromeinheit angeschlossen (Standard
Power Pack P25T, Biometra); bei konstanten 120 Volt dauerte ein Lauf ca. 45
Minuten. Nach Beenden der Agarosegel-Elektrophorese wurde ein analytisches Gel
mit dem Bio Doc Analyze (BDA) liveH system von Biometra (Software Version
2.46.8.1) ausgewertet. Ein praparatives Gel jedoch wurde auf einem UV-
Transilluminator von Bachhofer, Reutlingen (IL-200-M, 312 nm, 200 x 200 mm, 6 x
16 W) unter Berucksichtigung der Arbeitsschutzvorschriften betrachtet.
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3.4 Klonierung von PCR-Produkten

3.4.1 PCR

Fir die Erstellung einer Standardkurve zur Quantifizierung der Leptospiren in einer
Probe, wurde ein 433 bp PCR-Produkt, generiert von den Primern LipL32-287 und
Lipl32-678, kloniert. Die Primer Acl3 und Acll bildeten ein PCR-Produkt von 515 bp,
welches fir die Inhibitionskontrolle kloniert wurde. Um eine Kontamination von
vornherein zu vermeiden, wurde die Herstellung der Plasmide 515 und der Plasmide
433 zeitlich streng voneinander getrennt. Die Vorgehensweise unterschied sich
jedoch nur in wenigen Punkten. Zunéchst wurde das PCR-Produkt gebildet. Dazu
wurde die genomische DNA aus 1 ml einer 10 Tage alten Leptospirenkultur mittels
des DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden) extrahiert. Fir das Plasmid 433
fand L. borgpetersenii Serovar Tarassovi Stamm Perepelitsin, fir das Plasmid 515 L.
interrogans Serovar Hardjo Stamm Hardjoprajitno Anwendung. Die PCR wurde in
dem Thermocycler T3000 (Biometra, Goéttingen) durchgefihrt, das Thermoprofil ist
Tabelle 18 zu entnehmen. Die Komponenten fir einen 50 yl Ansatz finden sich in
Tabelle 19. Exemplarisch sind die Primer fir das 433 bp PCR-Produkt aufgefuhrt; far
das 515 bp PCR-Produkt wéren lediglich die Primer durch Acl3 und Acll zu ersetzen.
PCR-Puffer, MgCl, und Tag DNA-Polymerase, dNTPs und das H,O wurden von der
Firma Invitrogen, Karlsruhe bezogen (Taq Polymerase, Recombinant; 100 mM dNTP
Set, PCR Grade; UltraPure™ DEPC-treated Water). Als Reaktionsgefal3e dienten
farblich gemischte 0,2 ml 8er SoftStrips® mit Single Caps (Biozym Scientific GmbH,
Hess. Oldendorf), die wahrend des Einpipettierens von MasterMix und Probe in PCR
Coolern (Eppendorf, Hamburg) platziert waren.

Tabelle 19. Komponenten fir einen PCR-Ansatz (Produkt: 433 bp)

Komponenten Volumen pl  Endkonzentration
~remplate” 10

PCR-Puffer (10 X) 5 1X

dNTP Mix (40 mM) 1 0,8 mM

MgClz (50 mM) 1,5 1,5 mM
LipL32-287 (10 uM) 1 200 nM
LipL32-678 (10 uM) 1 200 nM

Taq DNA-Polymerase (5 U/pl) 0,3 15U
DEPC-treated H,O ad 50

3.4.2 Gelextraktion

Nach der PCR wurde das PCR-Produkt auf ein praparatives Gel aufgetragen (siehe
Abschnitt 3.3.5 Agarosegel-Elektrophorese). Gleich im Anschluss erfolgte die
Extraktion der Amplifikate aus dem Gel. Dazu wurden die 433 bp bzw. 515 bp
Banden mittels dem X-tracta (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf)
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ausgestochen und in ein 2 ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Das Gewicht der einzelnen
Gelstiuckchen wurde auf einer Kern EG 300-3M Prazisionswaage (Kern & Sohn
GmbH, Balingen-Frommern) bestimmt und bewegte sich zwischen 50 mg bis 60 mg.
Fir die Gelextraktion wurde der MinElute® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach
dem Protokoll des Herstellers verwendet. Einzig die Zugabe von Ammoniumacetat
war nicht notwendig, und anstelle dem Isopropanol wurde 100% Ethanol (VWR
International GmbH, Darmstadt) hinzugeftigt. Am Ende wurde der DNA-Gehalt in der
Extraktion mit dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) Gberpruft.

3.4.3 Ligation und Transformation

Ein TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) wurde nach Angaben des
Herstellers fur die Ligation und Transformation
verwendet. Das aufgereinigte PCR-Produkt
(433 bp bzw. 515 bp) wurde in einen pCR®2.1-
TOPO® Vektor ligiert (Abbildung 6). Fir die
Transformation standen One Shot® chemisch
kompetente TOP10 E. coli zur Verfugung. Fur
die Vermehrung dieser Zellen wurden in der
hauseigenen N&ahrbodenkiiche des LGL Luria
Bertani (LB) Agarplatten bzw. flissiges LB Abblldung 6. Eigenschaften des Vektors
Medium hergestellt, welche jeweils mit 50 PCR?2.1-TOPO (http:fiwy.bvl bund.de/)
pg/ml Ampicillin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) supplementiert waren.

3.4.4 Uberpriifen der Transformation

Nachdem uber Nacht die transformierten E. coli auf LB Agarplatten bei +37°C
gewachsen waren, konnten mit Hilfe der blau/weif3 Selektion brauchbare Kolonien
detektiert werden. Jeweils eine weil3e Verdachtskolonie wurde mit einer Impfése von
der Platte abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3, gefillt mit 1 ml LB Medium,
Uberfihrt und der Rest von an der Impfose befindlichen Zellen in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal3, gefullt mit 100 ul TE Puffer (pH 8,0) (AppliChem, Darmstadt),
ausgeschittelt. Die E. coli im LB Medium wurden in einem Thermomixer comfort im
1,5 ml Wechselblock (Eppendorf, Hamburg) bei +37°C und sanftem 10 Sekunden-
Intervallschitteln  inkubiert. In  einem zweiten Thermomixer wurden die
ReaktionsgefaRe mit den E. coli in TE Puffer 10 Minuten bei +95°C, ebenfalls bei
sanftem 10 Sekunden-Intervallschitteln, gekocht. AnschlielRend wurden jene auf Eis
rasch abgekuhlt und danach 5 Minuten bei 20.000 g und Raumtemperatur in einer
5417 C Centrifuge (Festwinkelrotor F-45-30-11, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. 1
ul von dem Uberstand wurde als Probe (,Template®) in eine PCR eingesetzt. Um
sicher zu gehen, wurde jeweils ein Doppelansatz durchgefiihrt. Pro vier
Verdachtskolonien lief aul3erdem eine Negativkontrolle mit. Ansonsten waren die
Bedingungen der PCR hinsichtlich der verwendeten Komponenten und dem
Thermoprofil die Gleichen, wie fur die PCR unter Abschnitt 3.4.1 PCR. Die PCR-

82



Klonierung von PCR-Produkten

Produkte wurden auf ein analytisches Gel aufgetragen (siehe Abschnitt 3.3.5
Agarosegel-Elektrophorese). In der Auswertung konnte nun genau definiert werden,
welche der Verdachtskolonien tatséchlich das gewlnschte Insert enthielten. Von den
positiv getesteten Kulturen wurden die E. coli im LB Medium weiter tber Nacht bei
+37°C im Thermomixer inkubiert, die negativ getesteten Kulturen wurden entsorgt.

3.4.5 Plasmidpréparation

Am dritten Tag erfolgte die Plasmidpraparation. Daftr wurde der PureLink™ Quick
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Am Ende wurden samtliche Eluate in ein 2 ml Reaktionsgefaf
zusammengfullt und die Konzentration der Plasmid-Losung mit dem BioPhotometer
(Eppendorf, Hamburg) ermittelt. Mit dem Elutionspuffer aus dem Kit (TE Puffer, pH 8)
wurde die Konzentration auf 1 ng/pl (Stammlésung) eingestellt. Die Stammldsung
vom Plasmid 433 fir die Standardkurve wurde a 100 pl in 1,5 ml Reaktionsgefalen
aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Bei Bedarf wurde ein Aliquot aufgetaut und
eine logl0 Verdinnungsreihe bis 1 ag/pl hergestellt. Diese Gebrauchslésungen
wurden im Kuhlschrank aufbewahrt. Die Stammlésung von Plasmid 515 fir die
Inhibitionskontrolle wurde a 200 pl in 2 ml Reaktionsgefal3en aliquotiert und bei -20°C
eingefroren. Bei Bedarf wurde ein Aliquot aufgetaut und eine Gebrauchslésung von 1
fg/ul hergestellt; diese wurde wiederum aliquotiert, diesmal a 2 ml; ein Teil wurde im
Kihlschrank aufbewahrt, der Rest wiederum bei -20°C eingefroren.

3.4.6 Berechnung der Genomkopien

In dem Plasmid 433 fur die Standardkurve ist eine Kopie eines 433 bp langen
Fragmentes der LipL32 Sequenz der Leptospiren enthalten. Damit wirde der
Nachweis eines Plasmides dem Nachweis einer Leptospire entsprechen. Fir die
Erstellung einer Standardkurve wurde eine Verdinnungsreihe des Plasmides
hergestellt, ausgehend von 1 ng/ul Konzentration. Die Frage war also, wie viele
Genomkopien bzw. Plasmide sind in den Verdunnungsstufen, bzw. der Stammlésung
enthalten, um spater mit Hilfe der gPCR auf den Mindestgehalt an Leptospiren in der
extrahierten Probe riuckschlieBen zu kodnnen. Dazu wurde folgendermal3en
vorgegangen:

e gegeben: mittlere Molekulargewicht fir ein DNA-Basenpaar: 660 g/mol

e GrolRe des Plasmid 433: 3931 bp (Vektor) + 433 bp (PCR-Produkt) = 4364 bp

e Avogadro-Konstante: 1 mol = 6,023x10? Teilchen (hier: Genomkopien)
Berechnung der Stoffmenge (mol) fiir 1 ng von Plasmid 433:

1 ngx1 mol / (660x10° ngx4364) = 3,472x10™*° mol

1 ng/pl Plasmid 433 Stammlésung enthélt somit etwa 2,091x10° Genomkopien.

Fur das Plasmid 515 der Inhibitionskontrolle gilt entsprechend:

1 ng/pl Plasmid 515 Stammlésung enthalt etwa 2,053x10% Genomkopien.
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3.5 Sequenzierung von PCR-Produkten

3.5.1 PCR

Anhand eines klinischen Fallbeispieles wurden die PCR-Produkte, welche durch die
LipL32 Primer (433 bp) bzw. die Acl Primer (515 bp) generiert werden, mittels
Sequenzierung bestétigt. Dazu wurde das Protokoll der LUX™ gPCR weitestgehend
fur die konventionelle PCR Ubernommen. Als Proben dienten die DNA-Extrakte von
drei Rattennieren, die zuvor positiv getestet wurden. Tabelle 20 enthalt die
Komponenten fur einen PCR-Ansatz fir ein Primerpaar (LipL32), entsprechendes gilt
jedoch auch fur das andere Primerpaar (Acl). Fur jedes Primerpaar wurde pro Probe
ein Doppelansatz gewéhlt. SuperMix, MgCl,, und das H,O wurden von der Firma
Invitrogen, Karlsruhe bezogen (Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG,
UltraPure™ DEPC-treated Water). Das Einpipettieren von MasterMix und der Proben
in die vorgelegten ReaktionsgefaRe (farblich gemischte 0,2 ml 8er SoftStrips® mit
Single Caps, Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) erfolgte bei
Raumtemperatur. Die PCR wurde im Thermocycler T3000 (Biometra, Goéttingen)
durchgeflhrt; das Thermoprofil hierzu ist Tabelle 21 zu enthehmen.

Tabelle 20. Komponenten fir einen PCR-Ansatz (Produkt: 433 bp)

Komponenten Volumen pl  Endkonzentration
~remplate® 5

Platinum®gPCR SuperMix-UDG (2 X) 25 1X

MgClz (50 mM) 15 1,5 mM
LipL32-287 (10 uM) 0,5 100 nM
LipL32-678 (10 uM) 0,5 100 nM
DEPC-treated H20 ad 50

Tabelle 21. Programm |l fur den Thermocycler von Biometra T3000

Funktion Zyklen Temp .°C Zeits
Denaturierung 1 95 120
Denaturierung 50 94 30
Annealing 60 30
Elongation 72 60
Elongation 1 72 300
Kuhlen 1 4 ~
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3.5.2 Gelextraktion

Nach der PCR wurde das PCR-Produkt auf ein préaparatives Gel aufgetragen (siehe
Abschnitt  3.3.5 Agarosegel-Elektrophorese). Dabei wurden aus jedem
ReaktionsgefalR zwei Geltaschen beflllt. Gleich im Anschluss erfolgte die Extraktion
der Amplifikate aus dem Gel. Dazu wurden die 433 bp bzw. 515 bp Banden mittels
dem X-tracta (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf) ausgestochen und in ein 2
ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Das Gewicht der einzelnen Gelstiickchen wurde auf
einer Kern EG 300-3M Préazisionswaage (Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern)
bestimmt und bewegte sich um die 70 mg. Firr die Gelextraktion wurde der MinElute®
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
Einzig die Zugabe von Ammoniumacetat war nicht notwendig, und anstelle von
Isopropanol wurde 100% Ethanol (VWR International GmbH, Darmstadt)
hinzugeflgt. Die so aufgereinigten PCR-Produkte wurden zum Schluss in 50 ul
Elutionspuffer (in 1,5 ml Reaktionsgefal3en) geldst.

3.5.3 Ethanolpréazipitation

Fir das Fallen der DNA wurde folgendermal3en vorgegangen:

e zu jeder Probe wurden 12,5 ul 10 M Ammoniumacetat hinzugefugt.

e 200 pl eiskaltes 100% Ethanol (VWR International GmbH, Darmstadt) einpipettiert
und sanft durchmischt.

e DNA Uber Nacht bei -20°C gefallit.

e Proben 10 Minuten bei 20.000 g und Raumtemperatur in einer Tischzentrifuge
(5417C, Festwinkelrotor F-45-30-11, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert.

e 250 pl vom Uberstand abpipettiert und verworfen.

e Auf den Rest 400 pl 70% Ethanol (7 ml 100% Ethanol + 3 ml Aqua destillata)
gegeben.

e Proben 5 Minuten in der Tischzentrifuge bei 20.000 g und Raumtemperatur
zentrifugiert.

e 400 pl vom Uberstand abpipettiert und verworfen.

e Die Pellets wurden luftgetrocknet.

3.5.4 Sequenzierung

Zu jeder Probe (Rattenniere) lag nach der Ethanolprazipitation je viermal das 433 bp
und das 515 bp PCR-Fragment in getrocknetem Zustand vor. Das heif3t, fir jeden
verwendeten Primer standen fir die Sequenzierung jeweils ein Doppelansatz seines
Produktes einer Probe zur Verfigung. Fur die Sequenzierung wurden die Proben
und die Primer (LipL32-287, LipL32-678, Acll, Acl3) an die MWG Biotech AG,
Martinsried  (http://www.medigenomix.de/en/index.html),  versandt. Die sich
ergebenden Sequenzen wurden mit der Software DNAMAN (Version 5.2.9, Lynnon
Biosoft, Vaudreuil-Dorion, Kanada) analysiert und untereinander verglichen.
AnschlieBend erfolgte eine Uberpriifung der Sequenzen der PCR-Produkte aus den
Rattennieren mit Hilfe des ,Basic Local Alignment Search Tool“ (BLAST)
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Programmes auf der ,National Center of Biotechnology Information (NCBI) Website*
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.6 Experimentalphase

Unter Experimentalphase ist die Zeit zu verstehen, in der die oben beschriebenen
Techniken erlernt, entwickelt und optimiert worden sind. Dabei wurde Einiges
ausprobiert. Fur die DNA-Extraktion waren dies die Kochmethode, der Geno/mini
DNA Isolation Spin Kit (AppliChem, Darmstadt), der High Pure PCR Template
Preparation Kit und das S.E.T.S. Swab Extraction Tube System von der Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim), der RTP® Spin Bacteria DNA Mini Kit (Invitek
GmbH, Berlin), sowie der Gentra® Puregene® Yeast/Bact. Kit, der Generation™
Capture Column Kit und der DNeasy® Blood & Tissue Kit, alle drei zuletzt genannten
von der Firma Qiagen (Hilden). Zunachst wurde streng nach Herstellerangaben
vorgegangen, dann jedoch das ein oder andere verandert, um spezielle Effekte
auszutesten, z.B. die Inkubationszeit, Menge an Puffern etc. Die Extraktionskits
wurden nach folgenden Kriterien beurteilt: leichte Handhabung und Anwendbarkeit
fur alle moglichen klinischen Proben, gute Reproduzierbarkeit und eine ausreichende
Sensitivitat, alles im Hinblick auf deren moglichen, spéateren Einsatz im
Routinediagnostiklabor.

Fur die Entwicklung und Optimierung der LUX™ gPCR und semi-nested PCR
wurden verschiedene Tagq DNA-Polymerasen und die dazugehérigen Komponenten
in ihrem Einsatz und der Wirkung untersucht: Die HotStarTag® DNA-Polymerase
(Qiagen, Hilden), die Platinum® Taq DNA-Polymerase, die Taq DNA-Polymerase,
Recombinant und den Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG, alle drei von der
Firma Invitrogen (Karlsruhe). Die Optimierung der PCR-Protokolle ging einher mit
Veréanderungen in der Konzentration von Primern, Polymerase, MgCl,, dNTPs und
fur die LUX™ gPCR auch dem ROX-Referenz Farbstoff. An dem Einsatz von PCR-
Hilfsstoffen, wie DMSO (PCR Optimization Kit, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) wurde sich kurzfristig versucht. Schlie3lich wurde noch der Einfluss des
Temperaturprofiles einer LUX™ PCR auf die Fluoreszenzdetektion und das
Endprodukt eruiert. Dazu wurde die Annealingtemperatur verandert sowie die Zeiten
der Denaturierung, Annealing und Elongation in Abhéngigkeit von der Zyklenzahl.

Da es verschiedene Moglichkeiten gibt, die Sensitivitdt einer PCR zu bestimmen
wurden auch mehrere ausprobiert. Sieben Tage alte Leptospirenkulturen wurden in
logl0 Stufen verdinnt und deren DNA anschlielend extrahiert. Dazu wurde die
Kochmethode, der Geno/mini DNA Isolation Spin Kit (AppliChem, Darmstadt), der
Generation™ Capture Column Kit und der DNeasy® Blood & Tissue Kit beide von der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Einmal wurde das vollstandige DNA-Extrakt in die
gPCR eingesetzt, das andere Mal wurde die Menge an DNA vorher gemessen und
dann ein Teil der Extraktlosung in die PCR eingesetzt. Eine andere Variante bestand
darin, die DNA aus 1 ml einer sieben Tage alten Leptospirenkultur zu extrahieren,
diese DNA-Menge mit dem Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) zu bestimmen und
die &quivalenten Genomkopien zu berechnen, bevor das DNA-Extrakt in logl0
Schritten verdinnt wurde. Drittens wurden gleichfalls wieder DNA aus 1 ml einer
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sieben Tage alten Leptospirenkultur extrahiert, das Extrakt in eine konventionelle
PCR eingesetzt, das PCR-Produkt auf ein praparatives Agarosegel aufgetragen und
schlieBlich die erwartete Fragmentbande fur das LipL32 PCR-Produkt
ausgeschnitten und extrahiert. Danach wurde die Menge an DNA bestimmt und die
Genomagquivalenten berechnet. Nach einer logl0 Verdiinnung bis zur errechneten
Menge von 1x10? Genomkopien pro pl, wurden Aliquots der Verdiinnungsstufen in
die PCR eingesetzt. Alle drei Methoden wurden untereinander und mit der
Standardkurve (Plasmid) verglichen. Die Ergebnisse aus dieser Experimentalphase
stellen lediglich Erfahrungswerte dar; manche davon finden sich in der Literatur
wissenschaftlich belegt, andere wiederum noch nicht; diese sind dann lediglich als
Hinweise im Teil ,Ergebnisse’ und ,Diskussion‘ zu verstehen.

3.7 Statistische Auswertung

Die Software zum Stratagene Thermocycler MX3005P (Version 3.20/2006) errechnet
automatisch  fur jeden gPCR-Lauf die Regressionsgerade durch die
Standardkurvenpunkte, bestimmt die Effizienz der qPCR und Ubernimmt die
Quantifizierung der Proben-DNA.

Der GraphPad Software-Online Calculator (http://www.graphpad.com/) wurde fur den
Student’s t Test, Cohen’s Kappa Test und Fisher’s Exact Test verwendet.

Excel 2007 diente der Erstellung von Tabellen und Abbildungen, der Berechnung von
Mittelwert, Standardabweichung und Median sowie der Durchfihrung von
Regressionsanalysen.

Der Levene’s Test, das heteroskedastische und homoskedastische Varianzmodell
sowie der Likelihood Quotienten (LQ) Test wurde mit dem R Statistik Programm
(Version 2.5.1; http://www.r-project.org/) in Zusammenarbeit mit dem statistischen
Beratungslabor (Leitung: Herr Prof. Dr. Helmut Kichenhoff) am Institut fur Statistik
der LMU, Munchen, durch Herrn Michael Hohle, Ph.D., durchgefuhrt (Burdick et al.,
2005; DIN ISO 5725-2, 2002; Fahrmeir et al., 2007).

In jedem Fall wurde ein Signifikanzniveau von 5% (p = 0,05) angenommen.
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4  Ergebnisse

4.1 Entwicklung und Auswertung

4.1.1 Probenvorbereitung und DNA-Extraktion

Leptospiren verhalten sich nicht wie typische gramnegative Bakterien. Die meisten
DNA-Extraktionskits enthalten Protokolle fur die Isolierung genomischer DNA aus
gramnegativen Bakterien. Hielt man sich strikt an die Herstellerangaben, so waren
die Ergebnisse unbefriedigend und kaum reproduzierbar. Um das Problem zu
umgehen, war es stets notwendig die empfohlenen Inkubationszeiten (meist 10
Minuten) fir den Proteinase K Verdau oder sonstige Vorgehensweisen zur
Zerstorung der Bakterienwand zu erh6hen. Als Minimum wurden 30 Minuten
angesetzt.

Sofern es moglich war, wurden Flussigkeiten pelletiert, um I6sliche PCR-Hemmstoffe
mit dem Uberstand entfernen zu kénnen. Selbst bei kleinsten Probenmengen (< 200
pl) war dies noch als positiver Effekt sehr deutlich. Es wurde der Eindruck gewonnen,
dass insbesondere Kammerwasser, mehr noch als Glaskorper reich an PCR-
Hemmstoffen sind. Unabhéngig von der Wahl der Extraktionsmethode, wirkte sich
der Einbau eines Kochschrittes (= +70°C) und Einfrierschrittes positiv auf die
Zerstorung von potentiellen PCR-Inhibitoren aus. Das Mischen der Probe wahrend
der Extraktion wurde stets sanft durchgefiihrt. Die Ausbeute an DNA konnte dadurch
erhoht werden. Entgegen ublichen Herstellerangaben wurde das Vortexen nur fur
Gewebeproben angewandt, um diese besser aufzuschliel3en.

Bei der Verwendung von Extraktionsmethoden, bei denen DNA zunéchst konzentriert
und dann in einem Puffer eluiert wurde, konnte festgestellt werden, dass eine
Beurteilung des DNA-Gehaltes der Extrakt-Losung mittels dem BioPhotometer von
der Firma Eppendorf (Hamburg), das Erstellen einer Verdinnungsreihe oder aber
das Einsetzen eines Aliquots der extrahierten DNA als ,Template® in eine PCR noch
am selben Tag der Extraktion unginstig war. Daher wurde die DNA unmittelbar nach
der Extraktion bei -20°C eingefroren bzw. bei +4°C im Kihlschrank aufbewahrt und
weitere Schritte erst am nachsten Tag durchgefuhrt.

Biologische Flussigkeiten, die ohne Probenvorbereitung direkt eingefroren wurden,
konnten nach dem Auftauen nicht mehr abzentrifugiert werden; fur die retrospektive
Untersuchung aus dem Probenasservat von Januar 2005 bis Mai 2006 musste
demnach eine Extraktionsmethode gefunden werden, mit der aus FlUssigkeiten bis
zu 1 ml Volumen, Leptospiren-DNA gewonnen werden konnte, gleichzeitig aber auch
PCR-Hemmstoffe der biologischen Probe zerstort bzw. herausgefiltert wurden.
Ungeeignet waren daher die Kochmethode und der Gentra® Puregene® Yeast/Bact.
Kit von der Firma Qiagen (Hilden). Obwohl der Geno/mini DNA Isolation Spin Kit
(AppliChem, Darmstadt) an sich sehr gute Extraktionsergebnisse lieferte, erwies sich
das ,Handling“ der ExtraktionsgefaRe, insbesondere das Offnen und SchlieRen der
Deckel, als ungunstig. Mehr umsténdlich stellte sich auch die Anwendung des High
Pure PCR Template Preparation Kit von Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) dar.
Mit dem RTP® Spin Bacteria DNA Mini Kit (Invitek GmbH, Berlin) wurden zu 90% gar
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keine Ergebnisse erzielt, der Grund hierfiir konnte allerdings nicht ermittelt werden.
Ubrig blieben nur noch der Generation™ Capture Column Kit und der DNeasy®
Blood & Tissue Kit beide von der Firma Qiagen (Hilden). Der Generation™ Capture
Column Kit ist einfach in der Anwendung, geht sehr schnell und liefert meist auch
sehr gute Ergebnisse; im Bereich geringer Ausgangsmengen an Leptospiren-DNA
erwies er sich regelmaRig als unzuverlassig und insbesondere nach der Extraktion
von Kammerwasser- oder Blutproben war die PCR-Effizienz geringer und manches
mal wurde die Amplifikation vollstandig gehemmt. Schliel3lich wurde am Ende der
Experimentalphase entschieden, den DNeasy® Blood & Tissue Kit fir die Extraktion
samtlicher Proben zu verwenden. Der Vorteil bei dem Kit ist die Anwendbarkeit fur
das unterschiedlichste Ausgangsmaterial; die Ergebnisse sind reproduzierbar; in das
Protokoll lassen sich einfach Modifikationen einbauen; die meisten Reagenzien sind
in dem Kit enthalten; in der Regel bedarf es nur der Supplementierung von 100%
Ethanol. Die Extraktion erfordert ein hohes MalR an Konzentration, Flexibilitdt und
Selbsteinschatzung. Die groRte  Gefahr liegt in  der Uberladung der
Extraktionssaulchen mit zu viel DNA und einer unzureichenden Entfernung von PCR-
Inhibitoren. Wird ein grof3er Kit bestellt, z.B. fir 500 Extraktionen, so sind die Puffer
und LOsungen nicht aliquotiert, sondern befinden sich jeweils in einem grol3en
Behaltnis. Fur die Losung von Leptospiren-DNA aus Trockentupfern kam vor der
Extraktion mit dem Qiagen Kit das S.E.T.S. Swab Extraction Tube System von
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) zum Einsatz.
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4.1.2 Primer

4.1.2.1 Design

Es war nicht ausreichend fir das Entwickeln der LUX™ Primer, die
Leptospirensequenzen nur mit dem D-LUX™ Designer Programm zu analysieren. Es
war mindestens noch der Gebrauch eines zweiten Programmes (Primer 3) notig,
sowie viel Eigeninitiative, um die geeigneten Primer herauszufinden. Es zeigte sich,
dass es fur die LipL32 Sequenz sehr schwierig war, LUX™ Primer und den dazu
passenden unmarkierten Primer sowie zusatzlich einen semi-nested Primer zu
selektieren. Die Sequenz enthielt wenig umgrenzte Bereiche fur die Auswahl von
LUX™ Primern. Hinzu kam, dass es zum Teil weder aus der Sequenz ersichtlich,
noch mittels konventioneller PCR und der Agarosegel-Elektrophorese zu erkennen
war, in wieweit der LUX™ Primer zur Bildung von Primerartefakten neigte. Dazu war
die experimentelle Uberprifung in der ,real-time“ PCR nétig. Manches mal mag man
erstaunt gewesen sein, wie ein scheinbar perfekt designter Primer in der ,real-time*
PCR versagte. Die Sequenz der Adenylatcyclase auf Chromosom Il eignete sich viel
besser, um LUX™ Primer zu entwickeln. Es war nicht schwer, passend zu den
bereits existierenden Primern der LipL32 Zielsequenz, Primer fir die
Inhibitionskontrolle zu finden. Letztlich wurden fir die LipL32 Sequenz ein FAM
markierter LUX™ Primer (,forward®, LipL32-287 FAM) und dazu ein unmarkierter
sreverse“ Primer (LipL32-678) ausgewahlt, die ein PCR-Produkt von 433 bp Lange
bilden. Das PCR-Produkt fur die semi-nested PCR ist nur 344 bp lang und wird von
einem unmarkierten ,forward“ Primer (LipL32-355) und dem LipL32-678 Primer
(,reverse®) aus der ersten PCR eingegrenzt. Der LipL32 LUX™ Primer ist suboptimal,
da die Ausbildung von Primerartefakten nicht ganzlich vermieden werden konnte. Fur
die Adenylatcyclase Sequenz wurde ein mit JOE markierter LUX™ Primer (,reverse®,
Acll JOE) und ein unmarkierter ,forward“ Primer (Acl3) entwickelt, die ein 515 bp
PCR-Produkt generieren. Wie sich herausstellen sollte, binden die Acl Primer nur an
das Chromosom Il von L. interrogans Spezies, sofern dies mit den Laborstammen
und den aus klinischen Proben isolierten Feldstammen Gberprift werden konnte.
Selbst bei einer Annealingtemperatur von nur +40°C wurden weder ein spezifisches
noch unspezifisches PCR-Produkt mit der DNA von Anderen, auf3er L. interrogans
spp., gebildet. Inzwischen finden sich in der Gendatenbank (NCBI) auch zwei
Sequenzen der Adenylatcyclase von L. borgpetersenii Serovar Hardjo-bovis
Stdmmen und es wird deutlich, warum die Primer dort nicht binden kdnnen: Die
Homologie zu den zwei Sequenzen von L. interrogans betrdgt nur 79%. Somit
wurden per Zufall nicht nur zwei hoch spezifische Primer fir eine Inhibitionskontrolle
entwickelt, sondern sie bieten auch noch einen zuséatzlichen diagnostischen Wert. Mit
einem Blick auf die Amplifikationskurven, erhalt man einen Hinweis, ob es sich bei
der extrahierten Leptospiren-DNA madglicherweise um L. interrogans handel kdénnte
(Abbildung 7).
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Abbildung 7. Vergleich der Fluoreszenzsignale fir FAM und JOE in unterschiedlichen Reaktionsansétzen: Die
positive Extraktionskontrolle (+ Extrakt) zeigt ein frihes Signal fir FAM (LipL32, L. borgpetersenii Serovar Ballum)
sowie ein spates Signal fur JOE (Inhibitionskontrolle). Die Probe von einer Rattenniere (Ratte) zeigt
gleichermal3en ein Signal fur FAM (LipL32) und JOE (Acl); die Typisierung nach der kulturellen Isolierung ergab
L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae. Schlie3lich zeigt die negative PCR-Kontrolle (- PCR) ausschlieB3lich
ein Signal fur JOE (Inhibitionskontrolle). Jede Probe lief im Dreifachansatz. (Einstellung der Software zum
MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat individually®, ,Amplification plots“, FAM, JOE, NTC, Unknown,
»Threshold“: 0,010)

Durch die unterschiedliche Produktgrdf3e sind die beiden PCR-Fragmente analog der
LipL32 Sequenz und der Adenylatcyclase Sequenz sowohl in der Agarosegel-
Elektrophorese (Abbildung 16) als auch Uber die Schmelzkurve (Abbildung 8) in der
gPCR voneinander unterscheidbar. Die Schmelzkurven des Acl Produktes sind
schmaler und die Schmelztemperatur (Tm) liegt im Mittel bei Xtm = 81,145°C mit
einer Standardabweichung von s = = 0,436°C, wéahrend die Schmelzkurven des
LipL32 Produktes breiter sind und der xtn, = 82,196°C (s = + 0,347°C) betragt
(Abbildung 9).
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Schmelzkurven:
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Abbildung 8. Vergleich der Schmelzkurven, spezifisch fur das LipL32 PCR-Produkt im FAM Farbkanal, das Acl
PCR-Produkt im JOE Farbkanal und dazu der ROX-Referenz Farbstoff ohne Bildung eines PCR-Produktes

(Einstellung der Software zum MX3005P Thermocycler von Stratagene: , Treat individually“, ,Dissociation curve®,
FAM, JOE, ROX)
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Abbildung 9. Auswertung von 1532 (LipL32, FAM) bzw. 3691 (Acl, JOE) Schmelzkurven. Vergleich der mittleren
Schmelztemperatur X, (°C) sowie Darstellung der Minimal- und Maximalwerte
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4.1.2.2 Spezifitat

Jeder Primer wurde wahrend seiner Entwicklung, einzeln und in Kombination mit den
anderen Primern, virtuell anhand der verfigbaren Sequenzen in der NCBI-
Gendatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf seine Spezifitdit hin Gberpruift.
Demnach waren alle Primer hoch spezifisch. In praxi konnten auch in der LUX™
gPCR aul3er gelegentlichen Primerartefakten (meist durch den LipL32-287 FAM
Primer), welche Uber die Schmelzkurve determiniert wurden, zu keiner Zeit die
Bildung von unspezifischen PCR-Produkten nachgewiesen werden. Primerartefakte
sind sehr kurze und in geringer Zahl amplifizierte Fragmente, die immer
unterschiedlich sind; Einzelfalle, deren Bildung niemals reproduzierbar war und die
mittels Agarosegel-Elektrophorese in keinem Fall visualisiert werden konnten.
Daneben wurde von den LUX™ Primern in der gPCR immer nur die Bildung der
gesuchten, spezifischen Produkte (LipL32, Acl) Uber die Amplifikationskurven bzw.
Schmelzkurven angezeigt. War in einer Probe Leptospiren-DNA enthalten, so wurde
ausschlief3lich das gesuchte DNA-Fragment in der PCR vervielfaltigt, selbst wenn die
Ausgangsmenge an Ziel-DNA gegenuber Fremd-DNA sehr gering war und
verschiedene Annealingtemperaturen von +40°C bis +65°C ausprobiert wurden. Auf
dem Agarosegel war immer nur die eine amplifizierte Bande der richtigen GroRRe
sichtbar, selbst nach der semi-nested PCR (85 Zyklen). Anders verhielt es sich, wenn
im Reaktionsansatz keine Leptospiren-DNA enthalten war, aber so viel Fremd-DNA,
dass manches Mal die LUX™ gPCR sogar gehemmt wurde. Dann konnten auf dem
Agarosegel, seltener bereits nach der gPCR oftmals aber nach der semi-nested
PCR, unspezifische Produkte, als deutliche Banden nachgewiesen werden.
Interessanter Weise waren diese Produktbildungen nicht reproduzierbar, die
amplifizierten Fragmente unterschiedlich lang und selbst in einem Dreifachansatz nie
gleich. Dieses Phanomen trat nur bei klinischem Probenmaterial auf, wenn der
Gesamt-DNA-Gehalt der Probe sehr hoch war, wie zum Beispiel bei Nierenproben
oder stark verkeimten Urinproben und letztlich zu viel DNA in die PCR eingesetzt
wurde. Es reichte aus, das Eluat des DNA-Extraktes auf 500 pl aufzufillen und keine
unspezifischen Produkte wurden mehr gebildet.

4.1.3 LUX™ gPCR

4.1.3.1 Standardkurve

Ein 433 bp groRes PCR-Fragment der LipL32 Sequenz, generiert mit den Primern
LipL32-287 und LipL32-678 wurde in einen Vektor ligiert und dieser kloniert. Fur die
Erstellung einer Standardkurve wurde die erhaltene Plasmidlésung auf 1 ng/ul
eingestellt (= 2x10° Genomkopien) und eine logl0 Verdiinnungsreihe bis zur
Minimalkonzentration von 1 ag/ul angefertigt. Von jeder Verdinnungsstufe wurden in
einem Dreifachansatz 5 pl als ,Template® in die LUX™ gPCR eingesetzt, um die
analytische Sensitivitdt der PCR zu Uberprifen. In den identischen PCR-Protokollen
konnten mit Matrizen-DNA aus jeder Verdinnungsstufe Leptospiren-DNA-Kopien
nachgewiesen werden. Doch zeigte sich bereits beim ersten Versuch, dass 1
Genomkopie nicht immer nachweisbar war. Wiederholungen konnten dies
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bestétigen, so dass fur die LUX™ gPCR eine Empfindlichkeit von 10 Genomkopien
pro Reaktionsansatz festgelegt wurde. Die in der Experimentalphase ausprobierten
Methoden zur Ermittlung der Sensitivitat, uber die Verdinnung der Reinkultur, des
DNA-Extraktes oder des extrahierten PCR-Produktes, erbrachten das gleiche
Ergebnis; allerdings war die mit dem Plasmid generierte Standardkurve den anderen
Verfahren an Stabilitdt, Kontinuitat, Linearitat und Wiederholbarkeit weitaus
Uberlegen. Zukinftig wurden in jeder LUX™ gPCR, a) um die Aussagekraft
(,Performance®) zu beurteilen und b) um Uber die Standardkurve die Leptospiren in
einer Probe zu quantifizieren, ein Doppelansatz von 1x10’ bis 1x10?> Genomkopien
pro Reaktion mitgefuihrt. Die Standardkurve war stets das erste Kriterium, welches
herangezogen wurde, um zu Uberprifen, ob die PCR tberhaupt auswertbar ist. Dazu
wurden zuerst die Amplifikationskurven beurteilt (Einstellung der Software zum
MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat individually“, FAM, Standard)
(Abbildung 10), anschlieend das Grundrauschen (,Threshold®) auf 0,010 eingestellt
und in die Ansicht ,Standard curve® gewechselt (Abbildung 11). Die Effizienz (Eff.: x =
91%) und das Bestimmtheitsmal3 (RSq: x = 0,99) wurden notiert.

o R O S R

Fluorescence (dRn)

Abbildung 10. Amplifikationskurven der Verdinnungsreihe einer Standardkurve von 1x10" bis 1x10°
Genomkopien pro Reaktion im Doppelansatz (Einstellung der Software zum MX3005P Thermocycler von
Stratagene: ,Treat individually“, FAM, Standard, ,Amplification plots®, ,Threshold“: 0,010)
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Standardkurve:

Ct (dRn)

1,00 01 100 e+00 1,00 e+01 1,00 e+d2 1,00 e+l2 1,00 e+04 1,00 e+d5 1,00 e+l 1,00 eHlT

Initial Quantity {copies)

Abbildung 11. Regressionsgerade durch die Standardkurvenpunkte (vergleiche Abbildung 10) (Einstellung der
Software zum MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat individually, FAM, Standard, ,Standard curve®,
»Threshold“: 0,010); RSq: Bestimmtheitsmal; Eff.: Effizienz

Die Ct-Werte (Yjx) aus dem Doppelansatz (Messwiederholung k = 1, 2) der
Standardkurven von 43 LUX™ qPCR-Experimenten (Wiederholung i =1, ..., 43) zu
jeder Verdunnungsstufe (1x10, j = 7, ..., 2) wurden ausgewertet. Zunachst wurde in
Abhangigkeit der Genomkopien in einem Reaktionsansatz das arithmetische Mittel
(x) fur die Ct-Werte und die dazugehérige empirische Varianz (s?) bestimmt (Tabelle
22, Abbildung 12).

Tabelle 22. Mittlere Ct-Werte (x ) der Standardkurve; ,Threshold®: 0,010

Genomkopien pro Reaktion Ct-Wert (X) empirische Varianz (s°)

10.000.000 18,14 0,405
1.000.000 21,64 0,704
100.000 25,21 0,689
10.000 28,49 0,525
1.000 32,12 0,770
100 36,15 0,904
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Ct -
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20 [ P B

Titrierstufe

Abbildung 12. Boxplot der gemessenen Ct-Werte (Yix) von 43 qPCR-Ansétzen (i = 1 bis 43) fiir jede Titrierstufe j
(1x10', j = 7 bis 2) im Doppelansatz (k = 1 bzw. 2) (Michael Hohle, Institut fiir Statistik der LMU, Miinchen)

Wahrend der Entwicklungsphase der LUX™ gPCR konnte festgestellt werden, dass
je hoher die Verdiunnung, desto groRer die Differenz der Ct-Werte. Daher wurde fir
die Erstellung der Standardkurve, zur Quantifizierung von Leptospiren-DNA in einer
klinischen Probe, erst bei einer Titrierstufe, die 1x10> Genomkopien pro Reaktion
enthielt, angefangen, um ein deutliches Driften der Regressionsgerade zu
vermeiden. Dennoch konnte bei der Berechnung der mittleren Differenz und
empirischen Varianz von den Messwerten fur die einzelnen Verdinnungsstufen aus
den 43 qPCR-Experimenten, fur die hdchste Titration auch die gréf3te Abweichung
nachgewiesen werden (Tabelle 23).

Tabelle 23. Mittlere Differenz der Ct-Werte (Yia - Yi2) in Abhangigkeit der Verdiinnungsstufe (1x10")

Titrierstufe j (1x10") Vi1 - Yiz empirische Varianz der Differenzen

7 0,127 0,342
6 0,125 0,423
5 0,061 0,570
4 - 0,009 0,380
3 - 0,195 0,480
2 0,202 0,714
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Fur die Standardkurve der 43 LUX™ gPCR-Ansatze wurden stets dieselben
Gebrauchslosungen der sechs Titrierstufen (10 pg/ul bis 100 ag/pl) verwendet. Die
Aufbewahrung erfolgte im Kuhlschrank. Die Anwendung erstreckte sich Uber einen
Zeitraum von funf Monaten. Es wurde untersucht, ob die Zeit einen Einfluss auf die
Ct-Werte der Verdunnungsstufen hatte, um die Stabilitdt der Gebrauchslosung zu
beurteilen. Der Erwartung nach, kénnte man mit einer Degradation der Plasmid-DNA
und damit einer Abnahme der Messwerte rechnen. Fir die Titerstufen 1x10? sowie
1x10’ traf dies wohl auch zu, in keinster Weise jedoch fir die anderen
Verdinnungen. Insgesamt lieR sich daraus kein eindeutiger Trend ablesen
(Abbildung 13).
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Abbildung 13. Dargestellt sind die beobachteten Ct-Werte (Yiq, Yip) jeder Titrierstufe j (1><10j, j = 7 bis 2) pro
gPCR-Ansatz i (i = 1 bis 43) und die sich ergebene Trendlinie nach der Regressionsanalyse mit dem zugehdrigen
p-Wert fur den Steigungskoeffizienten (,slope“) (Michael Hohle, Institut fur Statistik der LMU, Munchen)
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Die Leistungsfahigkeit der LUX™ gPCR wurde hinsichtlich der Wiederholprazision
innerhalb eines gqPCR-Ansatzes und der Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
verschiedenen qPCR-Experimenten in Abh&ngigkeit der DNA-Menge im
Reaktionsansatz gepriift. Betrachtet man Abbildung 14 so scheint rein deskriptiv die
Varianz der Differenzen fur die einzelnen Titrierstufen minimal, ja nahezu gleich zu
sein. Fuhrt man den Levene’s Test auf Varianzgleichheit durch, so findet sich diese
Nullhypothese bestatigt (p = 0,366; F = 1,091). Doch wird hier ein ganz
entscheidender  Faktor ignoriert, namlich dass die Messungen der
Verdinnungsstufen gleichzeitig in einem gPCR-Ansatz durchgefuhrt wurden und
somit nicht unabhangig voneinander sind.
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Abbildung 14. Boxplot der Differenzen der Ct-Werte (Yiu - Yip) fur jede Titrierstufe j (1X10j, j=7,...,2)von 43
gPCR-Experimenten (i = 1, ..., 43) (Michael Hohle, Institut fir Statistik der LMU, Miinchen)

Obwohl das Bestreben da ist, mdglichst alle Quellen der Variabilitdt einer PCR und
damit der Ergebnisse zu beseitigen, wird dies nie ganzlich gelingen. Daher wurde ein
anderes, flexibles, sogenanntes gemischtes, lineares Modell gewahlt, um den
Einfluss der zufalligen Effekte auf das LUX™ gPCR-Ergebnis gerecht zu werden
(Formel 1).
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Yijr = B + ai + (ab)i; + €iji,
a; ~ N(0,72),

(ab);; ~ N (0, Tf{;}ﬁ
€k ~ N (0, 5?52'}

Yiik ~ N(B;, T2 +72 + ﬁfr:rz}

Formel 1. Modell mit heteroskedastischer Varianz; Erklarung im Text darunter (Michael Hohle, Institut fur Statistik
der LMU, Miinchen)

Jeder Ct-Wert (Yj) wird zunachst einmal von der vorgelegten DNA-Menge in einem
Reaktionsgefald bestimmt; daraus ergibt sich ein fester Effekt, das Niveau der
Titrierstufen B; (Tabelle 24). Schlief3lich werden verschiedene zuféllige Effekte a;
(Variation im i'ten gPCR-Experiment) und (ab); (Wechselwirkung zwischen i'tem
gPCR-Ansatz und jter Verdinnungsstufe respektive DNA-Menge) sowie ein
Messfehler €j berucksichtigt. Es wird angenommen, dass die zufalligen Effekte
sowie Messfehler normalverteilt sind mit Erwartungswert Null und respektiven
Varianzen 142, Tap> und 870 Es wird auch angenommen, dass die zufalligen Effekte
und der Messfehler unabhéngig sind. Insgesamt sind die Parameter B; Ta%, Tap’, O
und o zu schatzen. O; wiederspiegelt ein Modell mit heteroskedastischer Varianz,
nachdem davon ausgegangen wurde, dass die Varianz des Messfehlers auch von
der Verdunnungsstufe abhéngt. Um die Identifizierbarkeit zu gewahrleisten wird &7 =
1 festgelegt, die restlichen &, bis & werden geschatzt (Tabelle 25).

Tabelle 24. Mittlere Niveau der Titrierstufen Bj und der Vertrauensbereich (95%-KI)

Titerstufej(1><10j) Untergrenze geschatzter Wert §; Obergrenze

7 17,919 18,140 18,361
6 21,423 21,640 21,857
5 24,988 25,206 25,424
4 28,282 28,495 28,707
3 31,895 32,114 32,332
2 35,909 36,145 36,382

Kl: Konfidenzintervall

Tabelle 25. Schatzer fur §; im heteroskedastischen Modell

Titerstufe j (1x10) 2 3 4 5 6 7

Schéatzer flr §; 1.000 0.749 0.651 0.746 0.732 0.792
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Ein homoskedastisches Modell wiirde von einer Nullhypothese (Ho) ausgehen, nach
der 8, = ..., &7 = 1 wéren. Ein Modellvergleich mit dem Likelihood Quotienten (LQ)
Test zeigte deutlich, dass das Modell mit heteroskedastischer Varianz zu bevorzugen
war. Es besteht ein signifikanter Unterschied der Varianzen zwischen den
Messfehlern der einzelnen Verdinnungsstufen (p = 0,033), d.h. Hp wird abgelehnt.

Die Wiederholvarianz innerhalb eines gPCR-Ansatzes in Abhangigkeit der Ziel-DNA-
Menge ist demnach im heteroskedastischen Modell als 6,-202 zu finden (Tabelle 26).

Tabelle 26. Geschétzte intra-Test Wiederholvarianz (6 = 0,643)

Titerstufe j (1x10) 2 3 4 5 6 7

Schitzer fiir 5°c° 0,413 0,232 0,175 0,230 0,222 0,259

Daraus lasst sich der kritische Wiederholgrenzbetrag (die Repeatabilty r; =

2,83X\/6j202) fur eine vorgegebene Wahrscheinlichkeit von 95% bestimmen (Tabelle
27).

Tabelle 27. Geschatzte Wiederholbarkeit r fir jede Titrierstufe j

Titerstufe j (1x10)) 2 3 4 5 6 7

Schatzer fur r; 1,82 136 1,18 1,36 1,33 1,44

Ziel einer diagnostischen gPCR ist, eine hohe Vergleichbarkeit der Ergebnisse
verschiedener gPCR-Experimente zu erreichen. Unter Einbeziehung der intra-Test
Wiederholvarianz lasst sich nach dem heteroskedastischen Modell die Varianz der
Reproduzierbarkeit (1,*+Ta,°+3;°0%) schatzen (Tabelle 28).

Tabelle 28. Geschatzte inter-Test Varianz (. = 0,602; Ta» = 0,219)

Titerstufe j (1x10) 2 3 4 5 6 7

Schétzer fir T +1,,°48°0° 0,824 0,643 0,586 0,641 0,632 0,670

Schlie3lich konnte ein Wert fur die Vergleichbarkeit (Reproducibility R; =

2,83x% /T, +Tp +5°0° ) der Ergebnisse verschiedener LUX™ @gPCR-Ansétze in
Abhéangigkeit der Menge an Ziel-DNA in einem Reaktionsgefal} fir eine vorgegebene
Wahrscheinlichkeit von 95% bestimmet werden (Tabelle 29).

Tabelle 29. Geschétzte Vergleichbarkeit R fir jede Titrierstufe j

Titerstufe j (1x10) 2 3 4 5 6 7

Schatzer fir R; 257 227 2,17 227 225 2,32
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4.1.3.2 Kontrollen

Eine qPCR dauert 2 Stunden und 50 Minuten. Nach 1 Stunde Ilasst sich mit einer
Zwischenanalyse prifen, ob die LUX™ gPCR uberhaupt funktioniert und die DNA-
Extraktion geklappt hat. Denn zu diesem Zeitpunkt erscheint bereits das
Fluoreszenzsignal fir die positive Extraktionskontrolle und die ersten
Verdinnungsstufen der Standardkurve. Sobald die qPCR beendet ist und die
Standardkurve ausgewertet, erfolgt die Beurteilung der Negativkontrollen (,Treat
individually“, FAM, NTC), sowohl der negativen Extraktionskontrollen als auch der
negativen PCR (MasterMix) Kontrolle. Eine echte Kontamination wirde sich in einem
Dreifachansatz gleichermal3en darstellen, wobei zwischen einer Kontamination
wahrend der Extraktion und einer Kontamination des MasterMixes unterschieden
werden kann. Ist von sdmtlichen negativen Ansatzen nur eine positiv, so spricht dies
eher fur eine ,carry-over® Kontamination. Gleicht kein Signal einer
Amplifikationskurve  der  Anderen, so weist dies auf unspezifische
Primerproduktbildung hin; zur Uberpriifung wird in die Ansicht ,Dissociation curve®
gewechselt. Ein Vergleich der Schmelzkurven der positiven Extraktionskontrolle bzw.
der Standardkurve mit denen der Negativen bringt Klarheit (Abbildung 15). Weisen
die negativen Kontrollen im FAM Farbkanal keine Amplifikationskurven auf, so ist zu
Uberprifen, ob es sich dabei nicht um falsch negative Signale aufgrund einer PCR-
Hemmung handelt.
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Abbildung 15. Eine Schmelzkurvenanalyse beweist, ob es sich um Fluoreszenzsignale spezifischer oder
unspezifischer PCR-Produkte, wie hier den kurzen Primerartefakten, handelt (Einstellung der Software zum
MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat individually®, ,Dissociation curve®, FAM)

4.1.3.3 Inhibitionskontrolle

Fur die Inhibitionskontrolle wurde ein Plasmid konstruiert, welches ein 515 bp
Fragment aus der Sequenz einer Adenylatcyclase auf Chromosom Il von L.
interrogans Serovar Hardjo Stamm Perepelitsin, generiert mit den Primern Acl3 und
Acll, enthélt. Die Plasmidlésung wurde in einer Standardkonzentration von 1 fg/ul (=
2x10? Genomkopien pro ul) zu jedem qPCR-Ansatz gegeben. Nach der Uberpriifung
der Negativkontrollen im FAM Modus, erfolgte die Auswertung der
Inhibitionskontrolle (,Treat individually“, JOE, NTC). FiUr jede Negativkontrolle wird
ein gleichstarkes, positives Fluoreszenzsignal erwartet (Ct-Wert zwischen 38 und
42). Sind weder im FAM Modus, noch im JOE Modus Amplifikationskurven
detektierbar, so wirde eine Hemmung der PCR-Reaktion in den betroffenen
Anséatzen vorliegen.
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4.1.3.4 Proben

Nach der Uberprifung der Standardkurve, der positiven Extraktionskontrolle, sowie
den negativen Kontrollen, erfolgt nun die Auswertung der Ergebnisse fur die Proben.
Dazu wird immer der Dreifachansatz gemeinsam beurteilt und fur jede Probe werden
die Inhibitionskontrolle (,Treat individually“, JOE, Unknown), die Amplifikationskurven
(,Treat individually“, FAM, Unknown) und die Schmelzkurve analysiert. Falls nétig
eignen sich zum Vergleich die Standardkurve und die Negativkontrollen.

Neben den Glaskdrper- und Kammerwasserproben aus der Pferdeklinik der LMU,
Minchen, wurden ab und an auch andere Proben, die flr die Routinediagnostik an
das Leptospiroselabor des LGL, OberschleiRheim, gesandt wurden, in der LUX™
gPCR Uberprift; dabei fanden sich positive Kammerwasser- und Glaskorperproben
respektive Glaskorperspulflissigkeiten von anderen Pferdekliniken aus Deutschland
und der Schweiz, eine positive Urinprobe von einem Hund, sowie eine positive
Serumprobe von einem Menschen und eine positive Urinprobe von einem anderen
Patienten; desweiteren wurden im Zusammenhang mit einem Zoonosefall, in Nieren
von drei Hausratten, DNA pathogener Leptospiren detektiert.

4.1.3.5 Quantifizierung

Anhand der Standardkurve, die in jedem gPCR-Experiment erneut mitgeflhrt wird,
errechnet die Software des Thermocyclers (MX3005P, Stratagene) die
Ausgangsmenge an Ziel-DNA (in Genomkopien) fur das 433 bp PCR-Produkt der
LipL32 Sequenz auf Chromosom | pathogener Leptospiren. Der letzte Vorgang fur
die Auswertung einer LUX™ gPCR besteht in der Quantifizierung der Menge an
Leptospiren in einer positiven Probe. Dazu wird in die Ansicht ,Initial template
quantity“ gewechselt (,Treat collectively®). Aus dem Mittelwert des Dreifachansatzes
einer Probe, dem Wissen wie viel ,Template® in die PCR eingesetzt wurde (5 pl) und
dem Volumen an Gesamteluat der extrahierten DNA (z.B. Glaskdrperprobe 100 pl),
kann auf die Ausgangsmenge an Leptospiren in der Probe geschlossen werden.
Dabei handelt es sich bei diesem Wert um eine Mindestangabe. So waren in den
Glaskorper- und Kammerwasserproben aus der Klinik fur Pferde (LMU, Minchen),
von mindestens 20 bis 8.552.000 (Median X = 860; Mittelwert x = 97.638)
Leptospiren, DNA nachweisbar. Im Vergleich dazu konnten aus Nierenproben von
drei infizierten Ratten, DNA von mindestens 60.200 bis 788.000 (X = 209.050; x =
316.575) Leptospiren nachgewiesen werden.

4.1.3.6 Fehlersuche

Die LUX™ gPCR ist sehr empfindlich gegentiber dem Einsatz einer zu hohen
Konzentration an LUX™ Primern. Dann erscheinen die Amplifikationskurven
zunachst in Achterbahnform und wenn noch mehr Primer eingesetzt werden, ergibt
sich eine Nulllinie als Zeichen einer scheinbaren Hemmung; in jedem Fall wird
jedoch ein PCR-Produkt gebildet, welches mittels der Agarosegel-Elektrophorese
darstellbar ist. Ein &hnliches Bild kann vorliegen, wenn zwar die Primerkonzentration
stimmt, aber zu viel Fremd-DNA oder auch Ziel-DNA enthalten ist. Daher ist zu
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empfehlen, bei Vorliegen einer qPCR-Hemmung nicht nur das Produkt der semi-
nested PCR, sondern auch das gPCR-Produkt vergleichend auf einem Agarosegel
darzustellen. Etwas weniger LUX™ Primer dbt ausschlie3lich Einfluss auf die
Sensitivitat aus; die Amplifikationskurve wirde in ihrer Fluoreszenzintensitat geringer
und der Ct-Wert weiter nach rechts verschoben. Wird in einer negativen Kontrolle
standig die Bildung eines PCR-Produktes durch ein Amplifikationssignal angezeigt,
wird die Amplifikation geringer Mengen an Ziel-DNA verhindert, ist dieses PCR-
Produkt aber niemals auf einem Agarosegel sichtbar, so handelt es sich um
Primerdimerformationen; in diesem Fall ist der LUX™ Primer durch einen Neuen,
besser Geeigneten zu ersetzen.

Wurde in der LUX™ gPCR mit Einsatz der HotStarTaq® DNA-Polymerase (Qiagen,
Hilden) die erste Denaturierungsphase 10 Minuten lang gewahlt, so wurde in den
ersten Fluoreszenzmessungen, unabhangig ob Ziel-DNA im Reaktionsansatz
enthalten war oder nicht, eine sehr hohe Fluoreszenzintensitat detektiert, die dann
langsam wieder auf Null abfiel. Da dieses Phdnomen als schadlich fur die LUX™
Primer angesehen wurde, fand diese DNA-Polymerase keine weitere Verwendung.
SchlieRlich wurde sich fur den Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG
(Invitrogen, Karlsruhe) entschieden, weil im Vergleich zur Platinum® Tagq DNA-
Polymerase und der Tag DNA-Polymerase, Recombinant (Invitrogen), die grofdte
Kontinuitat und Prézision erreicht wurde.

Zu viel Magnesiumchlorid oder dNTPs, eine zu niedrige Annealingtemperatur, aber
auch eine zu kurze Annealingzeit, fuhren zu unregelmafiger und unruhiger
Darstellung der Amplifikationskurven. Im umgekehrten Verhaltnis sind die
Amplifikationskurven zwar sehr stabil, aber die Ct-Werte werden nach rechts
verschoben, die Sensitivitat der LUX™ qPCR ist reduziert. Die Verwendung der
ROX-Referenz hat keinen Einfluss auf das Erscheinungsbild der LUX™ gPCR. Die
Darstellung der Schmelzkurve hangt nicht nur von dem PCR-Produkt selbst, sondern
auch von den Primern, der DNA-Menge und der Magnesiumchloridkonzentration im
Reaktionsansatz ab. Dementsprechend kann die Breite, Hohe und der Schmelzpunkt
von gPCR zu gPCR etwas variieren; daher ist stets der Vergleich des Tripletts der
Probe mit der Schmelzkurve einer positiven Kontrolle indiziert.

4.1.4 Agarosegel-Elektrophorese

Wahrend der Phase der Entwicklung, dem Erlernen der Auswertung und
Interpretation der LUX™ gPCR, wurde stets nach der gqPCR der komplette Ansatz
auf ein Agarosegel aufgetragen. Dabei konnte Folgendes festgestellt werden: Bis
zum Zyklus 45 der gPCR, entsprach das Ergebnis der Gelelektrophorese dem der
gPCR. Dagegen konnten Amplifikationssignale der gPCR ab Zyklus 45 auf dem Gel
oftmals nur als ein zarter Hauch einer Bande visualisiert werden oder das gqPCR-
Produkt stellte sich gar nicht mehr dar. Die Uberprufung des Ergebnisses der gPCR
mittels semi-nested PCR brachte aber dann die Bestatigung, dass es sich auch bei
den eindeutigen Amplifikationskurven nach mehr als 45 Zyklen in der LUX™ gqPCR
um ,wahre“ PCR-Produkte handelte. Damit wies die LUX™ gPCR die gleiche
Sensitivitat auf, wie die Agarosegel-Elektrophorese nach der semi-nested PCR; das
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galt aber nur, wenn die Reaktion der gPCR ungestort ablief. Zwei Ergebnisse
konnten nach einer Hemmung jeglicher Amplifikationssignale in der LUX™ gPCR
festgestellt werden, obwohl wissentlich Leptospiren-DNA im Ansatz enthalten sein
musste. Einmal konnten auf dem Agarosegel, welches direkt nach der LUX™ gPCR
angefertigt wurde, deutliche spezifische Banden detektiert werden. Die Untersuchung
ergab, dass dies der Fall sein kann, wenn die Primerkonzentration im LUX™ qPCR-
Ansatz zu hoch ist oder aber zu viel Fremd-DNA enthalten war. Das andere Mal
konnten auf dem Agarosegel direkt nach der LUX™ gPCR keine Banden dargestellt
werden, erst auf einem Agarosegel nach der semi-nested PCR. Als Grund hierfur
wurden Stoffe angesehen, wie z.B. Harnstoff, welche die gPCR hemmten, aufgrund
der Verdinnung in der semi-nested PCR aber keinen Einfluss auf die PCR-Reaktion
mehr hatten. Fur die Analyse von PCR-Produkten wurde ein 3%iges Gel verwendet.
Damit konnten die Banden schnell und sauber voneinander getrennt werden
(Abbildung 16). Um die DNA zu schonen, wurde bei einem praparativem Gel weniger
Agarose (2%) und auch weniger Ethidiumbromid (3 pg/ml) verwendet.

Agarosegelelektrophorese:

350 — 433 RN Oow oy
e ol 344 =N
—a + Extrakt Ratte -PCR Ratte
50bp 50bp

Abbildung 16. Darstellung der Ergebnisse aus der LUX™ gPCR und semi-nested PCR mittels Agarosegel-
Elektrophorese: Das erste Triplett (positive Extraktionskontrolle) zeigt eine 433 bp Bande fiir das LipL32 PCR-
Produkt (L. borgpetersenii Serovar Ballum) sowie eine 515 bp Bande als Ausdruck der Amplifizierung der
Inhibitionskontrolle. Das zweite Triplett (Nierenprobe einer Ratte) zeigt eine 433 bp Bande firr das LipL32 PCR-
Produkt (L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae) und eine 515 bp Bande fiir das Acl PCR-Produkt (L.
interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae). Das letzte Triplett der gPCR (negative PCR-Kontrolle) zeigt nur eine
515 bp Bande fur die Inhibitionskontrolle an. Ausschlie3lich von dem 433 bp PCR-Produkt des LipL32 in der
gPCR, wird in der semi-nested PCR ein 344 bp Fragment generiert. Dabei wirde die positive Extraktionskontrolle
dem Bild der Nierenprobe der Ratte entsprechen (vergleiche Abbildung 7).

4.1.5 Semi-nested PCR

Die semi-nested PCR war wahrend der Entwicklungsphase der LUX™ gPCR ein
wichtiges Instrument, um das PCR-Produkt aus der LUX™ gPCR zu uberprifen. Sie
wurde anschlieRend immer seltener eingesetzt, nachdem man mit der Auswertung
der gPCR-Ergebnisse vertraut war. Die Amplifikation mit 35 Zyklen und
anschlieBender Agarosegel-Elektrophorese und Auswertung dauerte im Schnitt
maximal drei Stunden. Damit war es moglich ein unsicheres LUX™ gPCR-Ergebnis
noch am selbigen Tag zu uberprifen. War die LUX™ gPCR zum Beispiel gehemmt

(FAM negativ, JOE negativ) so wurde durch die Entnahme von 1 pl des qPCR-
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Ansatzes als ,Template” fur die semi-nested PCR ein Verdiunnungseffekt erreicht.
Reichte die Verdinnung aus, um die Hemmung zu eliminieren und war Leptospiren-
DNA im LUX™ gPCR-Ansatz enthalten, so konnte auf dem Agarosegel nach der
semi-nested PCR die erfolgreiche Amplifikation des LipL32 PCR-Produktes
nachgewiesen werden. War hingegen keine Leptospiren-DNA im LUX™ gPCR-
Ansatz enthalten, riihrte die Hemmung aber auf einer DNA-Uberlast, so waren nach
85 PCR-Zyklen auf dem Agarosegel feine Banden unspezifischer und
ungleichmafiger PCR-Produkte zu erkennen. Keine Aussage liel sich jedoch treffen,
wenn auch nach der semi-nested PCR auf dem Agarosegel keinerlei Banden
sichtbar waren, es konnte immer noch eine Hemmung vorliegen, trotz dem Gehalt an
Leptospiren-DNA, oder die Probe war schlichtweg negativ. Dieses Dilemma, trat
glucklicherweise nur dreimal wahrend der Experimentalphase auf, bei zwei
Kammerwasserproben und bei einer Serumprobe. Weitere Untersuchungen
bestétigten eine Vollhemmung. Die Entstehung dafiir lag jedesmal beim Laboranten
selber. Die semi-nested PCR bietet aber noch einen ganz entscheidenden Vorteil;
sie kann zur Qualitatssicherung herangezogen werden. Da strikt wahrend der
gesamten PCR-Durchfihrung von der DNA-Extraktion bis zur Agarosegel-
Elektrophorese ein Einwegsystem eingehalten wurde, war weniger eine
Kontamination mit PCR-Produkten zu flurchten. Das Problem stellte die DNA-
Extraktion dar und die mogliche Verunreinigung der Extraktionsreagenzien. Da
gerade klinische Proben eventuell auch sehr wenig Leptospiren-DNA enthalten, war
es unbedingt notwendig falsch positive Ergebnisse friihzeitig zu erkennen. Uber die
negativen Extraktionskontrollen, negativen gPCR und negativen semi-nested PCR
Kontrollen lieBen sich Kontaminationen nicht nur sicher erkennen, sondern auch
einer Prozessstufe zuordnen.

4.1.6 Klonierung von PCR-Produkten

Eine TA Klonierung von PCR-Produkten kann nicht funktionieren, wenn ein UDG-
MasterMix fur die PCR-Reaktion verwendet wird, da dann anstelle der Base T
(Thymin) auch mal U (Uracil) in das Amplifikat eingebaut wurde. Die Verwendung
von LUX™ Primern zur Herstellung des PCR-Produktes ist ebenfalls nicht zu
empfehlen; die anschlielende Ligation war nicht besonders effizient. Daher empfiehlt
sich fur eine Klonierung von PCR-Produkten eine konventionelle PCR mit
unmarkierten Primern vorrauszuschicken. Ansonsten war das beschriebene
Verfahren sehr einfach in der Durchfihrung und zeigte eine gute Ausbeute. Die
erhaltenen Plasmidldsungen waren Uber 5 Monate im Kuhlschrank sehr stabil
(Abbildung 13).

4.1.7 Sequenzierung von PCR-Produkten

Mit Bezug zu einer klinischen Leptospirose beim Menschen wurden auch die Nieren
von Hausratten in der LUX™ gPCR untersucht. Dabei fanden sich bei drei Ratten
DNA pathogener Leptospiren. Da sowohl die LipL32 Primer, als auch die Acl Primer
gleichermalRen ein PCR-Produkt generierten, lag der Verdacht nahe, dass
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Leptospiren-DNA der Genospezies L. interrogans nachgewiesen wurde. Zur
Verifizierung wurden die sechs PCR-Produkte der drei Ratten jeweils sequenziert.
Dabei stellte sich heraus, dass die LipL32 Sequenz bzw. die Acl Sequenz aller drei
Ratten zu 100% ubereinstimmten (Abbildung 17 und Abbildung 18). Von Urin und
Niere einer Ratte wurde eine Kultur angesetzt, die bereits nach 14 Tagen gut
vermehrungsfahige Leptospiren hervorbrachte; eine spatere Typisierung des Isolates
sollte den Verdacht der LUX™ gPCR und die Sequenzierergebnisse bestatigen. Es
handelte sich um Leptospira interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae.

cgtggaagtggatoagecad gtattaaggogocgeat gct gecagttgagatgattgaaaccett gaaagactcagac

aggaatggaaagcaaaaaagotitatatigtagaagoccaagaaatgcagat cagaatcggacttaacacgggtctt
gcaaaagtggattttatggoaaccgatt caatttcggottatacgatgatgogagatatggtgaatcttgoggoaagactt
gaagccgcgoataaagattatgggott agtatittagtgagtgaat cogttcaacotgaaatcaaggaagaattitttact
aggcttttagatgtgottcgagtcaaaggaaaaaacgaat cgottcaactitat gaactcattggaagageggataacy
tatctgaaagactagagooctct gt attagagtittctaagootittgaageat atctcaaccgagaatggtetttgococa
ggaattatttgaaagttcgcagattacgagaggtotta

Abbildung 17. Sequenz (5' - 3‘) des Acl PCR-Fragmentes (515 bp) von Leptospira interrogans Serovar
Icterohaemorrhagiae aus einer Rattenniere und den dazugehd&rigen Primerbindungsstellen; 100% identisch zum
Zugangscode (,Accession number”) der NCBI-Gendatenbank: AE016824

taatcgotgaaatggoagttcgt at gatttcoccaacaggogaaatcggtgagecaggogacggagacttagtaage
gacgctticaaageoggcotaccccagaagaaaaatcaatgocacattggtttgatacttogat coatatagaaagaatat
cggcgattatgoctgaccaaatcgocaaagotgogaaagoaaaaccagticaaaaattggacoat gatgat gatgot
gacgatacttataaagaagagagacacaacaagqtacaadctcttactagaat caagatcoctaatcctocaaaatet
fttgacgatctgaaaaacatcgacactaaaaaactttagtaagagatctttacagaatttctttcactacctacaaaceca

ggtgaagtgaaaggatcitcottgoatct gitggt ctget

Abbildung 18. Sequenz (5 - 3‘) des LipL32 PCR-Fragmentes (433 bp) von Leptospira interrogans Serovar
Icterohaemorrhagiae aus einer Rattenniere und den dazugehérigen Primerbindungsstellen (433 bp); 100%
identisch zu den Zugangscodes (,Accession numbers®) der NCBI-Gendatenbank: AE016823; AB094433;
AB094435; AB094436; AF245281; AF366366; AY568679; AY461902; AY461903; AY461907; AY461909;
AY609321; AY609324; AY609325; AY609327; AY609329

4.2 Glaskorper- und Kammerwasserproben

4.2.1 Ubersicht

505 Proben von 338 Pferden im Alter von 1 bis 26 Jahren (x = 8,7 = 4,5 Jahre)
wurden untersucht. Zehn Prozent (32) waren Hengste im Alter von 1 bis 15 Jahren (x
= 5,2 £ 2,7 Jahre), 39% (133) Stuten im Alter von 1 bis 24 Jahren (x= 8,5 + 4,6
Jahre) und schlie3lich waren mit 51% (173) die meisten Pferde Wallache ab einem
Alter von 2 bis 26 Jahren (x = 9,5 + 4,5 Jahre). Letztendlich zahlt ein Wallach doch
immer noch als ménnliches Pferd, so dass insgesamt von 61% (205) ménnlicher
Tiere mit einem Alter von 1 bis 26 Jahren (x = 8,8 + 4,5 Jahre) Glaskdrper- und/oder
Kammerwasserproben untersucht wurden (Abbildung 19, Tabelle 30). Das
Geschlecht der Tiere hatte keinen Einfluss auf ein positives oder negatives
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Testergebnis in der Leptospirendiagnostik (Fisher's Exact Test, p = 0,56). Ein
signifikanter Unterschied besteht allerdings zwischen dem Alter aller Pferde bzw. der
Reaktionspositiven gegenuber den Reaktionsnegativen (Student’s t Test, p < 0,001).

Tabelle 30. Ubersicht iiber die Verteilung von Geschlecht und Alter der positiv und negativ getesteten Pferde

Zuordnung pos/216 pos/Geschlecht Alter Xts neg/122 Alter Xts
Jahre Jahre Jahre Jahre

Hengste 21 (10%) 21/32 (66%) 1bis 9 49+21 11 (9%) 3 his 15 57+35
Wallache 107 (49%) 107/173 (62%) 2bis26 85%39 66 (54%) 3 bis 25 11,2+4,8
Mannliche 128 (59%) 128/205 (62%) lbis26 7,9+39 77 (63%) 3 bis 25 10,4 +5,0
Stuten 88 (41%) 88/133 (66%) 2bis24 75+40  45(37%) 1bis20 10,6 +4,9
Pferde 216 (100%) 1 bis 26 7,7+39 122 (100%) 1 bis 25 10,5+£5,0

18

16

14

Alter

Hengste
Wallache
Mannliche
Stuten
Pferde

pos alle neg

Abbildung 19. Vergleich vom arithmetischen Mittel X und der Standardabweichung s des Alters (in Jahren) von
positiven, allen und negativen Pferden in Abhangigkeit oder unabhéangig (P) vom Geschlecht

AulBer aus dem Bundesland Bremen wurden Proben von Pferden aus ganz
Deutschland, sowie aus Osterreich, der Schweiz und Tschechien untersucht.
Zusatzlich standen zwei Pferde in Luxembourg, eines in Holland, Sudtirol, England
und den USA (Abbildung 20). Soweit ersichtlich kamen mindestens drei
Vollblutpferde aus demselben Stall in Tschechien und reagierten jeweils positiv; ein
Brandenburger- und ein Bayerisches Warmblut kamen aus demselben Stall in
Hessen und wurden positiv getestet; ein Deutsches Reitpony und ein Oldenburger
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Warmblut kamen aus demselben Stall in Schleswig Holstein und wurden negativ
befundet; hingegen standen zwei Islander im selben Stall in Baden-Wurttemberg
sowie zwei Deutsche Reitponys in einem Stall in Osterreich und alle reagierten
positiv. Fiir den Stall in Tschechien, Osterreich und Hessen wurde eine kulturelle
Isolierung aus Glaskdrpermaterial der betroffenen Pferde versucht und war auch
jedesmal zumindest fur ein Pferd erfolgreich; damit wirde fur den Stall die
Moglichkeit bestehen, eine bestandsspezifische Vakzine auf Wunsch der Besitzer
herzustellen zu lassen.

140

120 /\
100

Oneg NS

B pos

Abbildung 20. Standortverteilung der 338 untersuchten Pferde
Die Bezeichnungen der einzelnen Bundeslander finden sich im Abkirzungsverzeichnis

Mit 35% (119) der Gesamtzahl waren Pferde aus Bayern am meisten vertreten. In
der Regel hatte der Standort des Pferdes keinen Einfluss auf das Testergebnis
(Fisher's Exact Test; 1,0 2 p 2 0,103). Einzig bei Pferden aus Osterreich (p = 0,028)
war ein deutlicher Trend ersichtlich: Die meisten Pferde wurden positiv befundet.
Umgekehrt verhielt es sich, wenn Besitzer mit ihren Pferden extra von Nordrhein-
Westfalen nach Minchen kamen: In diesem Fall bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Herkunft bzw. dem Standort des Pferdes und einem
negativen Testergebnis (p = 0,004).

Die Pferde wurden, nach dem Vermerk auf den Karteikarten den Rassen zugeteilt.
Insgesamt verteilen sich die 338 untersuchten Pferde auf 56 Bezeichnungen (Tabelle
31). Eine Zuordnung in Warmblut-, Vollblut- und Kaltblutpferde wurde nicht
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vorgenommen; dadurch lie3 sich zumindest fir zwei Rassen ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem positiven Testergebnis fir die Friesen (p = 0,029)
und einem negativen Testergebnis fur Pferde der Rasse Appaloosa (p = 0,017)
ausmachen. Von 9 untersuchten Friesen reagierten alle neun positiv. Es kam nur
einer davon aus Osterreich, dafir einer auch aus Nordrhein-Westfalen, der Rest
verteilte sich auf Bayern, Niedersachen, und Baden-Wirttemberg. Die Tiere kamen
auch nicht aus demselben Stall. Genauso war auch die Verteilung der Appaloosas
aus den verschiedenen Standorten homogen; demnach bestand kein
Zusammenhang zwischen dem Testergebnis (4 positiv, 9 negativ) und dem Standort.
Ein deutlicher Zusammenhang bestand allerdings zwischen dem Alter der
Appaloosas und dem negativen Testergebnis. Demnach unterschied sich das
mittlere Alter der Appaloosas (x = 11,6 + 4,7) signifikant von dem Durchschnittsalter
der positiven Pferde (p < 0,001), jedoch nicht von dem der negativen Pferde. Anders
verhielt es sich fur die Friesen; in diesem Fall konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Testergebnis und dem Alter der Friesen (x = 9,3 + 4,3) ermittelt werden.

Tabelle 31. Ubersicht Rasseverteilung

Rasse Total pos Rasse Total pos Rasse Total pos

American 1 1 Kleinpferd 1 0 Rheinlander 3 1
Saddlebred Horse

Andalusier 3 3 Knabstrupper 8 4 Sachse 5 4
Appaloosa 13 4 KWPN 3 1 Sachsen Anhaltiner Wbl 7 5
Araber 8 7 Lette 1 1 Sachsisch Thiringer Wbl 1 1
Araber Berber 1 1 Lipizzaner 2 2 Shagya Araber 1 0
Bayer 17 13 Lusitano 2 1 Sluddeutsches Kaltblut 1 1
Brandenburger 3 2 Mecklenburger 2 1 Thiringer 2 0
Connemara Pony 1 1 Merens 1 1 Tinker 1 1
Criollo 1 1 Nonius 1 0 Traber 13 9
Déane 1 0 Noriker 1 1 Trakehner 4 1
Deutsches 12 5 Norweger 1 1 Tschechisches Wbl 7 4
Reitpony
Fjordpferd 1 1 Oldenburger 22 13 Ungarn Wbl 4 4
Freiberger 1 0 Paint Horse 7 6 Vollblut 7 6
Friese 9 9 Pinto 2 0 Warmblut (Wbl) 43 30
Haflinger 2 2 Polnischer 1 1 Welsh Pony 1 1
Trakehner
Hannoveraner 23 13 Polopony 1 1 Westfale 4 3
Hesse 4 3 Pony 4 3 Wirttemberger 7 3
Holsteiner 15 8 Quarter Horse 17 11 Zweibriucker 2 1
Islandpferd 31 18 Reitpferd 1 1 Total 338 216
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Von 52 Augen (31 links und 21 rechts) konnten sowohl das Kammerwasser als auch
der Glaskdrper untersucht werden. In 7,7% stimmten die Ergebnisse nicht Gberein. In
diesen Fallen war der Antikdrpernachweis im Kammerwasser positiv, wahrend fur die
Glaskdrperproben jedes Testverfahren negativ blieb. Von 106 Pferden (31%) wurden
beide Augen untersucht, davon jeweils der Glaskérper bei 25 Pferden, jeweils das
Kammerwasser bei 38 Pferden und entweder Kammerwasser oder Glaskérper von
jeweils einem Auge bei 43 Pferden. Bei 34 Pferden waren beide Augen positiv
(32%). Wohingegen die Laboruntersuchungen beider Augen bei 25 Pferden (24%) in
allen Testverfahren negativ blieb. Bei 14 Augen wurde nach einer Vitrektomie (vor 2,
8, 10 Wochen, 4 Monaten bzw. 1, 2, 3, 4, 6, 8 oder 9 Jahren) eine erneute
Untersuchung des Auges durchgefiihrt. In keiner dieser Proben gelang ein direkter
Erregernachweis. Bei nur drei Augen bestand die Indikation der
Kammerwasserentnahme aufgrund einer Augenentziindung, 8 Wochen, 4 Monate
bzw. 2 Jahre nach Vitrektomie. Bei einem 11-jahrigem Knabstrupper Wallach, der vor
4 Monaten vitrektomiert wurde nachdem er seit Jahren unter rezidivierenden
Uveitiden litt, war zwar ein deutlicher Rickgang im MAT-Titer zu verzeichnen (von
1:6400 auf 1:800 gegen das Serovar Grippotyphosa) doch der ELISA blieb
einschliel3lich einem positiven IgM-Titer unverandert stark positiv; es wurde von einer
bleibenden Infektion ausgegangen. Wohingegen bei einem 5-jahrigem Sachsen
Wallach der vor 2 Jahren vitrektomiert wurde, ein stark positiver ELISA fur IgA auf
eine Reinfektion hinwies. Die Augenentziindung des Pferdes, welches vor acht
Wochen vitrektomiert wurde, war hingegen nicht auf eine Leptospireninfektion
zurlckzufihren; es wurde eine andere Genese angenommen. Dies fand auch
Bestatigung in der Leptospirosediagnostik: Im MAT waren keine Antikdrper mehr
nachweisbar, lediglich der ELISA zeigte noch eine stark positive IgA-Reaktion.
Schlie3lich war bei den anderen 11 Augen stets ein deutlicher Rickgang im
Antikorpertiter zu verzeichnen und mit einem Jahr nach Vitrektomie waren keine
spezifischen Antikdrper mehr nachweisbar.

4.2.2 Mikroskopischer Agglutinationstest (MAT)

Der MAT war bei 38% (193) der untersuchten 505 Proben positiv, dabei reagierten
59% der Glaskdrperproben und 15% der Kammerwasserproben (Fisher‘'s Exact Test;
p < 0,001). Die Antikorper in den Proben agglutinierten am haufigsten (163) das
Serovar Grippotyphosa (84%). In keinem Fall wurde eine Agglutination mit dem
Serovar Tarassovi beobachtet. 18% der Proben (34) zeigten eine Reaktion gegen
das Serovar Pomona und 17% (32) gegen Copenhageni, danach verteilten sich in
der Reihenfolge Canicola (20), Pyrogenes (19), Javanica (15), Bratislava (14), und
Saxkoebing (14), sowie schliel3lich Icterohaemorrhagiae (4) und zuletzt Hardjo (3)
auf die hinteren Range mit einer Reaktionshaufigkeit von 10% bis 2%. Der hdchste
Antikorpertiter war fur das Serovar Grippotyphosa bei einer Verdinnung von 1:51200
nachweisbar (Tabelle 32 und 33).
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Tabelle 32. Sdmtliche verzeichnete Reaktionen im MAT fur 193 positive Proben

MAT 100° 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200 Total

Gripb 48 26 26 29 11 17 1 1 3 1 163
Pom 11 9 1 6 6 1 34
Cop 11 7 8 1 2 1 1 1 32
Can 8 3 1 5 1 1 1 20
Pyr 7 3 2 3 3 1 19
Jav 4 3 2 2 1 3 15
Brat 6 5 1 1 1 14
Sax 6 1 4 2 1 14
Hard 2 1 3
Ict 2 2 4
Total 105 60 45 49 22 26 3 3 4 1 318

% reziproker MAT-Titer; °: Leptospirenserovare, Bezeichnungen vergleiche Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 33. Fir jede positive Probe (193) ist das Serovar mit dem hochsten Titer angegeben

MAT 100° 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600 51200 Total

Gripb 45 24 23 28 11 17 1 1 3 1 154
Pom 1 1 2 2 6
Cop 1 2 1 1 5
Can 2 1 1 1 1 6
Pyr 2 2
Jav 1 1 1 1 2 6
Brat 3 3 1 7
Sax 2 1 1 2 1 7
Hard 0
Ict 0
Total 55 31 26 34 17 22 1 2 4 1 193

% reziproker MAT-Titer; °: Leptospirenserovare, Bezeichnungen vergleiche Abkiirzungsverzeichnis

39% (174) der untersuchten Augen (444) wiesen agglutinierende Antikdrper gegen
Leptospiren auf. Davon waren 101 linke Augen (43%) und 73 (35%) der rechten
Augen positiv (p = 0,099). Bezient man das MAT-Ergebnis auf die untersuchten
Pferde, so waren 48% (163) positiv (Tabelle 35). Wie wertvoll sich direkte und
indirekte Nachweisverfahren im Hinblick auf die Diagnose einer Leptospiren
bedingten Augenentziindung ergdnzen, verdeutlichen fir MAT und ELISA getrennt
aufgefuhrt Abbildung 21 und 22. Im Einzelnen bedeutete ein negatives Testergebnis
keinen Ausschluss einer Leptospireninfektion; in Kombination war die
Wahrscheinlichkeit bei Anwesenheit von Leptospiren im Auge auch gegen diese
gerichtete intraokulare Antikdrper nachweisen zu koénnen hoch, jedoch keine
Bedingung.

113



Ergebnisse

30

78
25 —
[0}
)
R
c
< _
S 20 1 —
L
]
2
2 0100
8
- 15 +— L 0200
s = @400
) )
< = m300
10 + :: | 31600
02 @3200
- )
% 6400
-
5 | o | 812800
:: B25600
e 51200
s ] = i
0 - = = | Onegativ

PCR/Kultur pos PCR/Kultur neg

Abbildung 21. Darstellung der hdéchsten Antikérper-Titerstufen (reziprok) der Proben im MAT mit Bezug auf den
direkten Erregernachweis

4.2.3 ,,Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay” (ELISA)

Eindeutig positive MAT-Ergebnisse wurden in der Regel nicht Gber einen ELISA
bestatigt, denn ein positives MAT-Ergebnis resultiert stets (100%) in einem positiven
ELISA Ergebnis (Tabelle 37). Dennoch, wenn Proben von Augenflissigkeiten beider
Augen untersucht wurden und ein Auge reagierte in der MAT positiv das andere
negativ, so wurde die Probe mit dem positiven MAT-Ergebnis im ELISA als Kontrolle
fur die Probe mit dem negativen MAT-Ergebnis verwendet. In diesem Fall richtete
sich die Wahl des ELISA-Antigenes nach dem Serovar, welches im MAT mit den
Antikdrpern in der Probe agglutinierte. So wurden immerhin 54 im MAT positive
Proben auch im ELISA untersucht. Zudem reagierten noch weitere 91 Proben im
ELISA. Die ubrigen der insgesamt 361 im ELISA untersuchten Proben blieben
negativ (60%).
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Abbildung 22. Darstellung der ELISA-Ergebnisse der einzelnen Proben mit Bezug auf den direkten
Erregernachweis

4.2.4 Kulturelle Isolierung

Insgesamt wurden 46 Glaskorperproben (35 links und 29 rechts) sowie 2
Kammerwasserproben (rechts) von 62 Pferden flr eine Leptospirenkultur zur
Erregerisolierung angesetzt. Fiur 37 (56%) Augen (21 links und 16 rechts) verlief die
Isolierung vermehrungsfahiger, pathogener Leptospiren erfolgreich (Abbildung 23).

=

Kultur

31

O Grippotyphosa
OPomona

@ Australis

@ Saxkoebing

@ Icterohaemorrhagiae

Abbildung 23. Verhdltnis isolierter Leptospirenserovare aus 37 Glaskorperproben
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Von den Leptospirenisolaten waren 84% (31) dem L. Kkirschneri Serovar
Grippotyphosa zuzuordnen. Die Ubrigen gehorten zu der Genospezies L.
interrogans. Isolate von L. borgpetersenii wurden nicht erhalten (Tabelle 34). Im
Schnitt dauerte es 40 Tage (s = + 28, X = 31) bis unter dem Dunkelfeldmikroskop
(160fache VergroRerung) die ersten Leptospiren sichtbar waren, mindestens jedoch
10 Tage (ca. 2 Wochen) und maximal 138 Tage (19,7 Wochen bzw. 5 Monate).
Wurde die Zeit bis zum 1. Nachweis und dem MAT-Titer der Probe analysiert
(Regressionstest), so konnte kein Trend (R? < 0,045) ausgemacht werden. Genauso
wenig bestand ein Zusammenhang zwischen der mittels LUX™ gPCR in einer Probe
ermittelten Leptospirenmenge und der Geschwindigkeit des Leptospirenwachstums
(R?<0,052).

Von jedem verfigbaren Transportmedium (Herbst 2006 bis Mai 2007) wurde bei
Ansetzen der Kultur 1 ml fur die DNA-Extraktion verwendet. War die Kultur positiv, so
war auch die LUX™ gPCR des Transportmediums positiv fir DNA-Prasenz
pathogener Leptospiren. Damit trifft die LUX™ qPCR eine 100% Vorhersage, ob sich
die Muhe fur einen kulturellen Isolierversuch lohnt. Andererseits waren auch einige
Transportmedien zum Teil sogar hoch positiv in der LUX™ gPCR, und es konnten
keine Leptospiren angezuchtet werden.

Tabelle 34. Isolate aus Glaskérperproben von 37 Pferden

Genospezies Serovar Standort Jahr® Tage” Rasse Alter® Geschlecht Probe
L. kirschneri Grip HE 2006 82 Hannoveraner 4 w GKli
L. kirschneri Grip Holland 2006 42 Wbl 8 S GKre
L. kirschneri Grip HE 2006 22 Brandenburger 4 S GKre
L. kirschneri Grip BY 2005 26 Sachsen 7 S GKli
Anhaltiner Wbl
L. kirschneri Grip BY 2005 33 Bayer 9 W GKli
L. kirschneri Grip Osterreich 2005 16 Deutsches 4 S GKli
Reitpony
L. kirschneri Grip BY 2005 31 Friese 7 S GKli
L. kirschneri Grip BY 2005 20 Islandpferd 10 S GKli
L. kirschneri Grip SN 2007 83 Oldenburger 5 S GKli
L. kirschneri Grip Osterreich 2007 21 Wbl 3 H GKli
L. kirschneri Grip BY 2006 40 Islandpferd 7 W GKi
L. kirschneri Grip BY 2006 108 Traber 11 W GKi
L. kirschneri Grip SN 2005 40 Wbl 9 W GKre
L. kirschneri Grip NI 2005 40 Haflinger 7 W GKi
L. kirschneri Grip BY 2005 35 Oldenburger 3 S GKre
L. kirschneri Grip Osterreich 2007 14 Friese 8 S GK i
L. kirschneri Grip HE 2006 28 Deutsches 5 W GKre
Reitpony
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Genospezies Serovar Standort Jahr?® Tageb Rasse Alter® Geschlecht Probe
L. kirschneri Grip BY 2006 41 Wbl 8 w GKre
L. kirschneri Grip SL 2006 24 Sachsen 6 w GKli
Anhaltiner Wbl
L. kirschneri Grip ST 2006 10 Vollblut 2 H GKre
L. kirschneri Grip BY 2006 65 Wbl 8 w GKre
L. kirschneri Grip NI 2007 17 Araber 3 S GKre
L. kirschneri Grip Osterreich 2007 14 Whl 15 S GKli
L. kirschneri Grip BY 2005 30 Pony 5 S GKli
L. kirschneri Grip Tschechien 2005 27 Vollblut 6 S GKli
L. kirschneri Grip BY 2006 63 Bayer 6 S GKre
L. kirschneri Grip Osterreich 2005 22 Whl 3 H GKre
L. kirschneri Grip HE 2006 27 Islandpferd 9 w GKre
L. kirschneri Grip BY 2007 19 Bayer 5 S GKli
L. kirschneri Grip Osterreich 2006 14 Oldenburger 3 S GKre
L. kirschneri Grip NW 2007 26 American 3 H GKli
Saddlebred Horse
L. interrogans  Pom MV 2006 138 Trakehner 4 W GKre
L. interrogans  Pom England 2006 42 Polopony 7 S GKli
L. interrogans  Pom USA 2006 34 Holsteiner 14 S GKre
L. interrogans  Aust BY 2005 38 Ungarn Wbl 17 W GKi
L. interrogans  Sax BY 2005 41 Ungarn Wbl 18 W GKli
L. interrogans Ict Osterreich 2006 101 Ungarn Wbl 11 S GKre

Bezeichnungen zu den Serovaren und Bundesléandern sind dem Abkurzungsverzeichnis zu entnehmen
L.: Leptospira; Wbl: Warmblut; W: Wallach; S: Stute; H: Hengst; GK: Glaskérper; li: links; re: rechts
2 Jahr der Probennahme; *: Tage bis zum ersten mikroskopischen Nachweis; ©: Alter in Jahren

4.2.5 Mikroskopie

Aus dem Untersuchungszeitraum von Juli 2006 bis Mai 2007 wurden 80% (152) der
Glaskorper- und Kammerwasserproben im Dunkelfeldmikroskop auf das
Vorhandensein von Leptospiren untersucht. Die Beurteilung der meisten
Kammerwasserproben war aufgrund eines dichten Wachstums kokkoider Bakterien
erschwert. In einer sehr zéhflissigen und inhomogenen Glaskorperprobe wurden
zahlreiche, bewegliche Leptospiren entdeckt. Sie bildeten ein dichtes Bakterien-
Knauel. Insgesamt sahen sie sehr fein aus, im Vergleich zu sonst bekannten
Kulturleptospiren. Die Probe (Glaskorper links) stammte von einem 2-jahrigem
Quarter Horse Wallach mit Standort in Bayern. Das Auge zeigte eine hochgradige
Glaskdrpertribung und Fibrin in der vorderen Augenkammer. Der Versuch einer
kulturellen Isolierung blieb erfolglos. Der MAT-Titer lag bei 1:1600 fur das Serovar
Grippotyphosa und der ELISA bestatigte die Anwesenheit von IgG und IgA. Mithilfe
der LUX™ gPCR konnte DNA pathogener Leptospiren nachgewiesen werden;
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demnach befanden sich in der Probe mindestens 15.050 Leptospiren. Eine
Kontrolluntersuchung des Kammerwassers vom rechten Auge (ohne besonderen
Befund, o0.b.B.) blieb in MAT, ELISA und PCR negativ.

4.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In Proben aus klinisch gesunden Augen (0.b.B.) konnte keine DNA pathogener
Leptospiren nachgewiesen werden. 126 Proben reagierten in der LUX™ gPCR
positiv (Abbildung 24 und 25, Tabelle 35). Von 13 Augen, bei denen Kammerwasser-
und Glaskoérperproben in der LUX™ gPCR untersucht wurden, konnten
ausschlielllich in den Glaskoérperproben Leptospiren-DNA detektiert werden. Bei den
acht positiven Kammerwasserproben lag die mittlere nachweisbare Menge an
Leptospiren bei x = 33 (Median: X = 20). Zu einer der positiven
Kammerwasserproben, wurde von demselben Auge auch eine Glaskdrperprobe zur
Untersuchung eingesandt. Auch diese reagierte in der LUX™ qPCR positiv. Wurde
nach dem beschriebenen Protokoll vorgegangen, so enthielt kein LUX™ gPCR-
Ansatz einen PCR-Inhibitor, der die Amplifikation vollstandig hemmte. Hin und wieder
erzielte die interne Kontrolle jedoch etwas hohere Ct-Werte als erwartet (Ct > 45),
dann wurde um sicher zu gehen eine semi-nested PCR durchgefiihrt. Mit der Zeit
wurde klar, dass dies nicht nétig ist. Aufgrund der im Vergleich zu den
Glaskorperproben (118) geringen Anzahl an positiven Kammerwasserproben (8)
wurden mindestens 75% der negativen LUX™ gPCR-Ansétze in der semi-nested
PCR uberpruft. Doch es konnte keine Sensitivitatssteigerung erreicht werden. Die
Proben blieben negativ. SchlieRlich wurden anstatt 5 pl ,Template” bzw.
Probenextrakt 1 pl, 3 pl, 7ul, 10 pl, 15 pl oder 20 ul von den acht positiven
Kammerwasserproben, einigen positiven Glaskorperproben und jeweils 50% der
negativ befundeten DNA-Extrakte erneut in die LUX™ gPCR eingesetzt, um den
Einfluss der Probenmenge zu testen. Tats&chlich entstand mit ansteigender
Probenmenge ein inverser Effekt: die Effizienz der LUX™ gPCR nahm ab und nun
wurde auch bisweilen die interne Kontrolle in der LUX™ qPCR nicht mehr
amplifiziert, als Hinweis auf eine Hemmung der PCR-Reaktion. Mehr Einsatz von
,remplate“ bedeutete nicht eine hdohere Sicherheit beim Nachweis von Leptospiren-
DNA in einer Ausgangsprobe. Wohingegen die Reproduzierbarkeit und Linearitét der
LUX™ gPCR-Ergebnisse sank, wenn in Proben mit wenig Leptospiren-DNA die
Menge an ,Template® weniger als 5 pl betrug.
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Abbildung 24. Beispiel fir die Amplifikation eines Fragmentes der LipL32 DNA-Sequenz von pathogenen
Leptospiren in einer Glaskorperprobe und Kammerwasserprobe sowie zum Vergleich die positive
Extraktionskontrolle und das Grundrauschen einer Negativkontrolle jeweils im Dreifachansatz (Einstellung der
Software zum MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat individually”, ,Amplification plots®, FAM,
»Threshold: 0,010)
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Abbildung 25. Regressionsgerade durch die Standardkurvenpunkte. Angaben der errechneten Ausgangsmenge
an Genomkopien (Leptospiren) pro Reaktionsansatz in je 5 pl DNA-Extrakt der Kammerwasserprobe,
Glaskorperprobe und der positiven Extraktionskontrolle. Die Mindestmenge an Leptospiren in der klinischen
Originalprobe ergeben sich aus dem Faktor 20 der angegebenen Zahl (vergleiche Abbildung 24) (Einstellung der
Software zum MX3005P Thermocycler von Stratagene: ,Treat collectively”, ,Standard curve®, FAM, ,Threshold*:
0,010) RSq: Bestimmtheitsmal3; Eff.: Effizienz

4.2.7 Vergleich: MAT/ELISA/PCR/Kultur

Von 505 Proben wurden 290 (57%) positiv beurteilt. Davon waren 142 (49%) Proben
in nur einer Methode reaktiv, davon wiederum 78 Proben aufgrund eines ELISA-
Ergebnisses, 60 Proben aufgrund eines MAT-Ergebnisses und 4 Proben aufgrund
eines positiven LUX™ gPCR-Ergebnisses. Hingegen wurden 148 Proben in
mindestens zwei verschiedenen Tests als positiv bestatigt. Je nachdem welche
Diagnostikmethoden miteinander kombiniert wurden, konnte durch die PCR eine
Sensitivitatssteigerung von 1% bis 15% erreicht werden. Die beste Kombination
(100%) stellte der ELISA und ein direktes Nachweisverfahren dar (Tabelle 36). Ein
Vergleich der direkten Nachweisverfahren zeigt eine gute Ubereinstimmung
zwischen der PCR und der Kultur (Cohen’s Kappa Test, k = 0,653). Bei 83% der
Proben (55/66) wurde dasselbe Ergebnis erzielt (Tabelle 37). Dagegen konnte nur
eine moderate Ubereinstimmung zwischen den indirekten Nachweisverfahren MAT
und ELISA ermittelt werden (k = 0,415). Von 361 untersuchten Proben wurden 75%
(270) gleich gewertet. Ein Vergleich von PCR und MAT weist ebenfalls nur auf eine
moderate Ubereinstimmung hin (x = 0,528) und die Genauigkeit steht mit 80%
(400/505) an zweiter Stelle. Jeder andere Bezug zwischen direkter und indirekter
Diagnostik zeigt nur eine faire Ubereinstimmung: Kultur und MAT bewegen sich im
Mittelfeld (k = 0,395). Bei funf in der Kultur positiven Proben (8%) konnten in der
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MAT keine spezifischen Antikdrper detektiert werden; davon wiederum bei zwei
Proben (7%) auch keine Immunglobuline mit dem ELISA (Abbildung 21 und 22). Die
Genauigkeit von Kultur und ELISA liegt nur bei 63% (19/30). Ein Vergleich von PCR
und ELISA, womit wenigstens 361 Proben untersucht wurden, zeigte eine bessere
Genauigkeit mit 70% (210). Doch unabhangig von der untersuchten Probenanzahl
missen Kultur und ELISA bzw. PCR und ELISA in der Ubereinstimmung sich den
letzten Platz teilen (k = 0,298 bzw. k = 0,294). Bei 30% (11/37) der Glaskoérperproben
stimmte das Ergebnis zwischen Kultur und MAT hinsichtlich des Serovares nicht
Uberein (Tabelle 38). Grundsatzlich besteht kein Zusammenhang zwischen einem
positiven oder negativen Testergebnis und der beprobten Augenseite (links/rechts).

Tabelle 35. Zuordnung und Verteilung der positiven Testergebnisse

MAT PCR Kultur Total

Proben 193/505 (38)* 126/505 (25) 145/361 (40) 37/66 (56) 290/505 (57)
GK 157/271 (58)  118/271 (44) 37/64 (58) 210/271 (77)
KW 36/234 (15) 8/234 (3) 0/2 (0) 80/234 (34)

Pferde  163/338 (48) 120/338 (36) 104/231 (45) 37/62 (60) 216/338 (64)
Augen  174/444 (39) 125/444 (28) 129/326 (40) 37/66 (56) 250/444 (56)
links 101/236 (43)  71/236 (30) 21/35 (60) 140/236 (59)
rechts  73/208 (35) 54/208 (26) 16/31 (52) 110/208 (53)

* n positiv/ n Total (%)

GK: Glaskdrper; KW: Kammerwasser

Tabelle 36. Vergleich der Sensitivitat einzelner Testverfahren und in Kombination

Methode

n Proben pos im Test/ n Proben pos Total (%)

PCR

Kultur

MAT

ELISA

PCR und Kultur
PCR und MAT
PCR und ELISA
MAT und ELISA
MAT und Kultur
Kultur und ELISA

Kultur und PCR und MAT

126/290 (43)
37/58 (64)
193/290 (67)
145/151 (96)
46/58 (79)
212/290 (73)
151/151 (100)
145/151 (96)
51/58 (88)
22/22 (100)
52/58 (90)

121



Ergebnisse

Tabelle 37. Vergleich der Ergebnisse der Methoden untereinander fiir die einzelnen Proben

PCR Kultur MAT ELISA

pos neg Total pos neg Total pos neg Total
pos 35 9 44 107 19 126 42 6 48
neg 2 20 22 86 293 379 103 210 313
Total 37 29 66 193 312 505 145 216 361
Kultur MAT ELISA

pos neg Total pos neg Total
pos 32 5 37 11 2 13
neg 14 15 29 9 8 17
Total 46 20 66 20 10 30
MAT ELISA

pos neg Total
pos 54 0 54
neg 91 216 307
Total 145 216 361

Tabelle 38. Darstellung der Ergebnisse von PCR, MAT und ELISA bei positiver Kultur

Kultur® PCR? MAT? ELISA*

Aust 38 440 Cop 400; Brat 400 Brat IgM:-; IgG:+++; IgA:+++
Cop IgM:-; 1gG:+++; IgA:+++

Grip 108 300 Grip 800 n.d.

Grip 14 2.060 Grip 400 n.d.

Grip 14 8.552.000  Grip 800; Ict 100 Grip IgM:++; IgG:+++; IgA:+++

Grip 14 4.760 Grip 800 n.d.

Grip 16 neg Grip 3200 Grip IgM:+++; IgG:+++; IgA:+++

Grip 17 80 Grip 800 n.d.

Grip 19 1.200 Grip 800 n.d.

Grip 20 120 Grip 1600; Can 200; Pom 100; Pyr 100 Grip IgM:+++; [gG:+++; IgA:+++

Grip 21 1.240 Grip 3200 n.d.

Grip 22 5.680 Grip 1600; Pom 200 n.d.

Grip 22 140 Grip 400; Pom 100 n.d.

Grip 24 5.000 neg neg

Grip 26 740 Grip 200; Can 100 n.d.

Grip 26 175.400 neg neg

Grip 27 680 Grip 3200; Cop 200 n.d.

Grip 27 49.800 Grip 200 n.d.

Grip 28 5.260 Grip 800 n.d.

Grip 30 1.660 Grip 200 n.d.

Grip 31 20 Grip 25600; Pom 1600; Cop 100; Pyr 100 n.d.

Grip 33 8.440 Jav 3200; Grip 400; Cop 400; Pom 200 Grip IgM:+++; 1gG:+++; IgA:+++

Jav IgM:+++; 1gG:+++; IgA:+++
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Kultur® PCR? MAT? ELISA*

Grip 35 neg Grip 100 n.d.

Grip 40 1.730 Grip 200 n.d.

Grip 40 1.301.000 Pom 1600; Can 800; Grip 800; Cop 400; Pyr 400; Sax 100  Grip IgM:+++; IgG:+++; IgA:+++

Grip 40 1.020 Grip 1600; Cop 100; Pom 100; Sax 100 n.d.

Grip 41 2.600 Grip 100 n.d.

Grip 42 1.940 Grip 3200; Brat 200; Pom 100 n.d.

Grip 63 2.140 neg Grip IgM:-; IgG:+++; IgA:+++

Grip 65 1.560 Grip 400 n.d.

Grip 82 860 Grip 200; Pyr 200; Pom 200; Cop 200; Can 100 Grip IgM:-; IgG:+++; IgA:+++

Grip 83 60 Grip 3200 n.d.

Grip 10 560 Grip 100 Grip IgM:-; IgG:-; IgA:++

Ict 101 172.100 Can 25600; Cop 6400; Pyr 3200; Jav 800; Pom 200 n.d.

Pom 138 29.430 neg Grip IgM:(+); IgG:+++; IgA:+++
Brat IgM:-: 1gG:+++; IgA:+++

Pom 34 1.200 neg Grip IgM:-; IgG:(+); lgA:+++
Pom IgM:; IgG:+; IgA:+++
Brat IgM:-; IgG:+; IgA:+++

Pom 42 2.000 Brat 3200; Pom 800; Pyr 800 n.d.

Sax 41 300 Jav 100 n.d.

" Serovar und Tage bis zum ersten mikroskopischen Nachweis

% Mindestmenge an Leptospiren in der Probe fir die PCR

% Serovar und reziproker Wert der ermittelten Titerstufe

“n.d.: nicht durchgefiihrt; Bewertung: - neg, (+) grenzwertig, + schwach pos, ++ pos, +++ stark pos
IgM, IgA und IgG: Immunglobuline der Klassen M, A und G

Bezeichnungen flr die Leptospirenserovare sind dem Abkurzungsverzeichnis zu entnehmen

4.3 Leptospiren bedingte Augenverdnderungen

4.3.1 Klinik

Samtliche Glaskorper- und Kammerwasserproben, die an das Leptospiroselabor des
LGL, Oberschleiheim, aus der Klinik fir Pferde der LMU, Minchen, geschickt
wurden, dienten primar der Untersuchung auf Antikérper gegen Leptospiren. Dabei
musste nicht unbedingt der Verdacht auf eine Leptospiren bedingte
Augenveranderung bestanden haben. Die Indikationen fur eine Kammerwasser- oder
Glaskorperentnahme bzw. Vitrektomie waren unterschiedlich. Zum Zeitpunkt der
Untersuchung der Proben war dem Labor vom Vorbericht oder der Klinik des Pferdes
meist wenig bekannt. Die Durchsicht der Karteikarten erfolgte retrospektiv, dabei
lagen wiederum die Laborergebnisse der Pferde nicht vor. Eine Ubersicht von dem
Erscheinungsbild der Augen zum Zeitpunkt der Laboruntersuchung und mdgliche
Indikationen fur die Probenentnahme gibt Tabelle 39 wieder.
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Tabelle 39. Indikationen fir eine Kammerwasser- und/oder Glaskorperentnahme bzw. Befunde an den
betroffenen Augen

von A bis W

abgeflachte vordere Augenkammer, Besitzerwunsch, Bindehautrdtung, Blepharospasmus, Bulbusatrophie,
Bulbusexstirpation, ,Bullethole lesions®, chorioretinische Narben, Dacryoadenitis, Depigmentierung der Iris,
diagnostische Parazentese, Drohreflex (negativ, vermindert, schwach), Dyskorie, Endophthalmitis, Epiphora,
Erblindung, ERU, Euthanasie, Fibrin in der vorderen Augenkammer, fokale Depigmentation des Tapetum nigrum,
Fuchs Heterochromie Iridocyclitis, Glaskorpereinlagerung (Fibrinschwaden, Strdnge, Membranen, entzindlich,
fusselig, wolkig), Glaskorpertriibbung (diffus, zellular, serds, grin, gelb, orange), Glaskorperverflissigung,
Glaukom, Hamophthalmus, ,Headshaking“, Herpesviren,  Hornhautvaskularisation, = Hornhautabzel3,
Hornhautdegeneration, Hornautédem, Hornhautdebridement, Hornhauttribung (diffus, hauchartig, rauchig,
milchig, Bander-), Hornhautverletzung, Hyphama, Hypopyon, Augeninnendruck erniedrigt, Iris bombee, Irisédem,
Irisresiduen (Hornhautendothel, Linsenvorderflache), Iritis, Katarakt (punktférmig, senil, matur, Kapsel-
,blaBchenférmig, rauchig, milchig, nukledr, complicata, radiar), Keratektomie, Keratitis (chronica,
parenchymatosa, punctata, pannds, ulcerosa), Kontrolle, Kammerwassertrilbung, Laserzyklokoagulation,
Lidédem, Linsensub/-luxation, Miosis, Netzhautablésung, Netzhautfalten, o0.b.B., Papillenrétung, Photophobie,
Pigmentverschiebung Augenhintergrund, Prazipitate auf Hornhautendothel, Prazipitate auf Linsenrlckflache,
Pupillenreflex (negativ, verzogert), reizfrei, Rezidivprophylaxe, Rittigkeitsprobleme, Rubeosis iridis, Schmerzen,
Schreckhaftigkeit/Scheu, Seclusio pupillae, Sehnervenatrophie, Synechie (vordere/hintere), Synechiolyse,
therapieresistente Keratouveitis, tiefe vordere Augenkammer, Trauma, Tumor (malignes Lymphom), Uveitis
(phakogen, traumatisch, unbekannter Genese, therapieresistent), verdickte Retinagefaf3e, Vitrektomie,

wissenschaftliches Interesse

4.3.2 Pferde mit einem direkten Erregernachweis

Pferde, bei denen von Glaskdrper- und/oder Kammerwasserproben ein direkter

Erregernachweis mittels PCR und/oder Kultur gelang, zeigten folgende

Augenveranderungen:

e Schmerzen

e Abwehrtrias (Epiphora, Photophobie, Blepharospasmus)

e Bindehautrétung

e Lidbdem

e Glaskorpertriibung (grun-gelb, diffus, zellular, serés), p < 0,001

e Glaskorpereinlagerung (entzindlich, fusselig, wolkig, Fibrinschwaden, Strange,
Membranen), p < 0,001

¢ Netzhautfalten (einzeln, mehrere, sternférmig), p = 0,023

¢ Netzhautabldsung (partiell, komplett), p = 0,001

e Hornhauttribung (diffus, hauchartig, rauchig, Bandertriilbung)

e Hornhautvaskularisation

e Hornhautverletzung

e Hornhautédem (diffus, rauchig, milchig)

o Katarakt (blaschenférmig, punktférmig, rauchig, milchig, senil), p < 0,001

e Prazipitate auf Hornhautendothel

e Prazipitate auf Linsenrtckflache, p < 0,001
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Leptospiren bedingte Augenveranderungen

e Synechie (hintere, vordere, Seclusio pupillae), p = 0,003
¢ lIrisresiduen auf der Linsenvorderflache, p = 0,048

¢ Kammerwassertriibung (gelblich, serds, diffus, sero-hamorrhagisch)
e Kammerwassereinlagerungen (Fibrin, Hypopyon, Hyphama), p < 0,001
e Bulbusatrophie, p < 0,001

e Erblindung, p = 0,008

e Linsensubluxation

e Pupillenreflex negativ

e Drohreflex negativ oder vermindert, p = 0,006

e Miosis, p < 0,001

e Dyskorie

e Depigmentierung der Iris

e Pigmentverschiebung Augenhintergrund

e ,Bullethole lesions”

e Verdickte Retinagefalie

e Irisbdem

e Rubeosis iridis

e Papillenrétung

¢ Hornhautdegeneration

e Chorioretinische Narben, p = 0,037

e Abgeflachte vordere Augenkammer, p = 0,021

e Glaukom

e lritis

o Glaskorperverflissigung

Die Angaben der Besitzer zu der Dauer der Erkrankung waren folgende:
e akut
e seit 4 Wochen, 6 Wochen, Wochen
e seit 3 Monaten, 5 Monaten, 6 Monaten, 7 Monaten
e seit 1 Jahr, 2 Jahren, 3 Jahren
e 1 Schub, 2 Schibe, 3 Schibe, 4 Schibe, 6 Schibe, 7 Schibe, mehrere

Insgesamt gelang bei 128 Proben der direkte Erregernachweis; doch bei 14,8%
(19) dieser Proben konnten mittels MAT keine agglutinierenden Antikdrper
nachgewiesen werden; davon waren wiederum sechs Proben (4,7%) auch im
ELISA negativ. Die Angabe eines p-Wertes (Fisher's Exact Test) beschreiben einen
signifikanten Zusammenhang zwischen einem positiven Laborergebnis im
Allgemeinen, unabhéngig von einem direkten Erregernachweis oder einem
Antikdrpernachweis, und der bestehenden Augenveranderung. Das Gleiche qilt,
wenn bereits vor einer Laboruntersuchung die Verdachtsdiagnose einer ERU
gestellt wurde (p < 0,001). Umgekehrt, wurde der Verdacht auf eine andere Uveitis,
zum Beispiel phakogene Uveitis oder traumatische Uveitis, ausgesprochen so
bestand ein signifikanter Zusammenhang mit einem in jeder Hinsicht negativen
Laborergebnis (p = 0,007). Entsprechendes konnte fur das Glaukom (p < 0,001),
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die Keratitis (p < 0,001), bei Vorliegen eines Hornhautdédemes (p = 0,02) oder wenn
eine Augenuntersuchung das Pradikat o0.b.B. (p < 0,001) erhielt, beobachtet
werden. Schliel3lich wurde fir jedes positive Laborergebnis in Abhangigkeit von der
Augenverdnderung eruiert, ob ein direkter Erregernachweis gelang oder das
positive Ergebnis ausschlie3lich auf dem Nachweis von Antikdrpern beruhte. Ein
Beispiel: immerhin bei 19% (7/37) der Augen, die ohne besonderen
ophthalmoskopischen Befund durchgingen konnten in der Augenflissigkeit
Antikdrper gegen Leptospiren nachgewiesen werden. Ein direkter Erregernachweis
gelang jedoch niemals (p = 0,006). Obwohl beim Vorliegen einer
Glaskorperverflissigung kein Zusammenhang zwischen einem positiven und
negativen Laborergebnis auf Leptospirose bestand (p = 0,367), so war ein positives
Ergebnis doch Uberwiegend (27/10) auf einen Antikérpernachweis zurtickzufihren
(p = 0,002). Immerhin korrelieren doch einige der beschriebenen
Augenveranderungen deutlich mit einem positiven Testergebnis unabhéngig von
der angewandten Methode. Dabei bestand in den meisten Fallen eine
Gleichverteilung; doch gibt es auch ein paar klinische Erscheinungen, bei denen ein
direkter Erregernachweis sei es mit PCR oder Kultur unverhaltnismaRig oft gelang,
dazu z&hlen: die Glaskorpertribung (p < 0,001), Glaskérpereinlagerungen (p =
0,018), Prazipitate auf der Linsenruckflache (p = 0,024) und schlieBlich die
Netzhautfalten (p = 0,042). Die Diagnose einer Leptospirose konnte bei solch
betroffenen Augen zu 57% bis 76% alleine anhand des direkten Erregernachweises
gestellt werden. Zu guter Letzt noch genau das umgekehrte Beispiel: von 190
Augen mit einer Katarakt erhielten 130 ein positives Laborergebnis, allerdings
gelang nur bei 40% (52) dieser Augen der direkte Erregernachweis. Das positive
Laborergebnis beruhte zum tberwiegenden Teil ausschlie3lich auf dem Nachweis
von Antikérpern gegen Leptospiren (p < 0,001).
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, fiur die Routinediagnostik eine quantitative ,real-time“ PCR
zur Untersuchung klinischer Proben auf die Prasenz von DNA pathogener
Leptospiren zu entwickeln, die einfach in der Anwendung, robust, zuverlassig und
kostenglnstig ist. Die Methode sollte far Jedermann leicht praktikabel und
nachvollziehbar sein, Kontinuitat und Stabilitat fur Wiederholungen gegeben sein und
damit eine Vergleichbarkeit gewahrleistet werden. Daher wurde das Protokoll recht
einfach gehalten, moglichst unter Verwendung kommerziell verfluigbarer Kitsysteme
ohne Extravaganzen um eine gute Reproduzierbarkeit zu garantieren. Auf den
Zusatz von PCR-Beschleunigern wurde verzichtet (Espy et al., 2006; Lucchesi et al.,
2004; Teo et al., 2002).

Eine Leptospirose zu diagnostizieren ist nicht ganz einfach. Mit dem Wandel der
epidemiologischen Situation scheint sich auch die klinische Verlaufsform zu andern.
Um so bedeutender ist die Leptospirose wenigstens als Differentialdiagnose mit
einzubeziehen, denn sonst kann es passieren, dass manche Leptospireninfektion
erst post mortem erkannt wird (Cachay et Vinetz, 2005; Spichler et al., 2007; Zaki et
Shieh, 1996). Gerade das akute Stadium einer Leptospireninfektion stellte lange Zeit
eine diagnostische Liucke dar. Zwar kénnen Leptospiren bereits einen spatestens
zwei Tage post infectionem im Blut und verschiedenen Organsystemen
nachgewiesen werden, doch vor Einfihrung molekularbiologischer Methoden
mangelte es an genigend sensitiven und raschen Verfahren (Brown et al., 2003;
Cermakova et al., 2005; Gavin et al., 2005; Greenlee et al., 2004; Kee et al., 1994;
Romero et al., 1998). Da die kulturelle Isolierung aufwandig, geradezu frustrierend
unsicher und auch nicht unbedingt kostenglnstig ist, sowie ein Ergebnis dem
Patienten zum Beispiel acht Wochen nach Einsendung der Probe kaum hilft, wird die
Kultur nur noch von wenigen Praktikern angefordert. Dies hat zur Folge, dass die
Anzahl spezialisierter Labore, die mit der Isolierung von Leptospiren ausreichend
Erfahrung haben, begrenzt ist. Bis heute beruht die labordiagnostische Untersuchung
zum Teil ausschlieB3lich auf dem Nachweis von Antikérpern gegen Leptospiren-LPS
mittels MAT und/oder ELISA (Chapola et al., 2005; Ghneim et al., 2007; Goldstein et
al., 2006; Govindarjan et al., 2006; Hajikolaei et al., 2005; Jauréguiberry et al., 2005).
Erst die PCR brachte es eindeutig ans Tageslicht, welch ein Irrtum hinter einem
MAT-Ergebnis verborgen sein kann. Fur die Entwicklung und Evaluierung der PCR-
Protokolle wurden auch vermehrt Kulturen angesetzt. So bildet die PCR einen
wichtigen Ausgangspunkt fur neue Erkenntnisse in der Epidemiologie, Pathogenese
sowie Therapie und Prophylaxe (Cox et al., 2005). Leptospiren kdénnen beim
Menschen Uber eine ganze Zeit lang noch tber den Urin ausgeschieden werden,
unabhéngig davon dass es dem Patienten zunachst besser geht, eine Behandlung
mit B-Lactamantibiotika erfolgte und der MAT-Titer deutlich gesunken ist. Damit stellt
auch der Mensch potentiell eine Ansteckungsquelle fur seine Umgebung dar (Segura
et al.,, 2005). Unabhangig von einem MAT-Titer konnten beim Menschen noch 56
Tage nach Eintreten der Symptome Leptospiren im Blut nachgewiesen werden
(Mérien et al., 1995). Momentan laufen Untersuchungen, die Uberprifen sollen, ob
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die Bakterienlast im Blut einen prognostischen Parameter bilden koénnte; das
Problem hierbei ist, dass die Untersuchungen mit verschiedenen PCR-Protokollen
(Probenvolumina, Extraktionsart, PCR, Quantifizierung) durchgefiihrt werden.
AulRerdem ist noch nicht ganz klar, in wieweit sich die Leptospiren in ihrer Virulenz
unterscheiden, sowie welche anderen Faktoren tatsachlich eher flr einen giinstigen
oder unginstigen Verlauf der Erkrankung auschlaggebend sind. Zukinftig wird die
PCR entscheidend dabei helfen MAT-Titer oder ein ELISA-Ergebnis besser
einschatzen zu lernen (Masri et al., 1997; Gale et Kingscote, 1989; Ellis et
Thiermann, 1986; Ellis et al., 1981, 1986a, 1986b; Levett, 1999; Lupidi et al., 1991;
Miller et al., 1991; Rocha et al., 2004). Zwar ist man sich weltweit darin einig, dass
ein vierfacher Titeranstieg gepaarter Serumproben oder aber ein sehr hoher
Einstiegstiter von = 1:800 eine akute Leptospireninfektion anzeigt, doch relative
Willkar findet sich bei der Unterscheidungsgrenze (,Cut-off“) fir den MAT (Bajani et
al., 2003; Chappel et al., 1992; Ko et al., 1999; Rocha et al., 2004; Segura et al.,
2005; Shivakumar et Krishnakumar, 2006; Suwimonteerabutr et al., 2005). Auch der
ELISA bietet wenig Sicherheit; IgM kdnnen Uber Wochen im Blut nachweisbar sein.
Ob dahinter allerdings immer eine chronische Infektion steckt, ist noch zu
untersuchen. Genauso kann es vorkommen, dass niemals IgM detektierbar sind,
dafir allerdings IgG; oder es werden keine IgG-Isotypen gebildet und da die
wenigsten ELISA auf IgA untersuchen, bleibt eine Immunantwort gegen Leptospiren
maoglicherweise unerkannt. Mit Sicherheit ist die Untersuchung auf AntikGrper im
Serum allein in keinster Weise geeignet organbezogene Leptospirosen chronisch
infizierter Wirte aufzusplren, weder bei einem asymptomatischen Trager, noch bei
klinischen Verlaufsformen (Blackmore et al., 1984; Chu et al., 1998; Clegg et Heath,
1975; Cox et al., 2005; Ellis et al., 1986a; Feigin et al., 1973; Harkin et al., 2003b;
Heinemann et al.,, 1999; Masri et al., 1997; Thiermann, 1983). Doch einige
Untersuchungen vergleichen die PCR mit der Serologie. Nur Wirte mit einem
positiven Antikorpertiter wurden auch in der PCR oder Kultur untersucht, da noch
weithin die Einstellung existiert, dass ein Tier oder Mensch ohne detektierbare
Antikoérper im Serum gegen Leptospiren auch keine Leptospireninfektion hat. Dabei
verliert die Sensitivitat und/oder Spezifitat der direkten Nachweisverfahren natrlich
immer. Im Vergleich dazu liegen momentan relativ wenig Daten von Studien vor,
welche die Immunreaktion von PCR-positiven Wirten beschreiben (Ellis et al., 1986a;
Gerritsen et al., 1994; Harkin et al., 2003a, 2003b; LaRocque et al., 2005; Romero et
al., 1998; Ruiz et al., 2005; Schonberg et al., 2005). Fur das Einzelindividuum wenig
geeignet, bietet die serologische Untersuchung einer Population oder das Screening
in einer bestimmten Gegend einen Hinweis Uber die Pravalenz der Leptospirose und
stellt damit einen sehr wichtigen epidemiologischen Parameter dar (Burriel et al.,
2003; Caley et al., 2001; Koteeswaran, 2006; Krawczyk, 2005; Naito et al., 2007;
Odontsetseg et al., 2005; Ozdemir et Erol, 2002; Smythe et al., 2002b; Straube,
2007; Thai et al., 2006). Bis in Kirze kommerzielle ELISA zur Verfiigung stehen
werden, die es ermdglichen Serovar-unabhangig eine Probe zu beurteilen, wird bei
Ergebnissen mit dem ELISA und vor allem mit dem MAT stets mit falsch negativen
Resultaten zu rechnen sein (Bomfim et al., 2005; Flannery et al., 2001; Mariya et al.,
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2006; Mino, 1942; Naito et al., 2007; Srivastava et al., 2006). Hinzu kommt, dass die
Reaktionen einer klinischen Probe im MAT nicht das tatsédchliche Serovar anzeigen
missen; dies beweisen inzwischen 16S rDNA Sequenzierungen. Dank
molekularbiologischer Untersuchungen konnten zahlreiche pathogene
Leptospirenspezies ausgemacht werden, von denen man bis dahin gar nichts
wusste, weil keiner der verwendeten Serovare im MAT mit den Antikdrpern in der
Probe kreuzreagierten (Haake, 2006). Werden demnach Patienten, deren klinische
Proben (u.a. Serum) im MAT oder ELISA negativ reagieren, gar nicht auf eine
Leptospireninfektion mittels direkter Nachweisverfahren untersucht, kann auch keine
Diagnose erwartet werden. Dies hat zur Folge, dass zum Beispiel eine Uveitis
idiopathisch oder der Grund der Fruchtbarkeitstorung unerkannt bleibt (Chu et al.,
1998; Faber et al., 2000; Heinemann et al., 1999; Romero et al., 1998). Obwohl bei
unseren Untersuchungen im Vergleich recht wenig Kulturen angesetzt wurden und
die Glaskorper- und Kammerwasserproben fur die PCR suboptimal vorbereitet
waren, konnten von 128 Proben, mit einem direkten Erregernachweis, bei 14,8% im
MAT und bei 4,7% im MAT und ELISA keine intraokularen Antikdrper detektiert
werden. Dabei handelte es sich nicht um Augen ohne ophthalmoskopischen Befund,
sondern sie zeigten alle klinischen Symptome einer Augenentzindung. Zu der Dauer
der Erkrankung lag nicht fur alle Pferde eine Information vor, aber zumindest fur vier
Pferde, die 1, 2 oder 3 Schube bereits hinter sich hatten bzw. bei einem Pferd, das
seit einem Jahr unter einer Uveitis litt. Die Ergebnisse des MAT hangen sehr von den
verwendeten Referenzstdmmen ab (Naito et al., 2007). Immerhin gelang es bei 30%
der Glaskorper- oder Kammerwasserproben nicht, das korrekte Serovar
vorherzusagen. Wirden die Proben nach lIsolierung der Leptospiren mit diesem
Feldisolat in einer MAT getestet werden, so waren die ermittelten Antikérpertiter noch
viel hoher als zuvor bestimmt. Einerseits spricht das fur die hohe Spezifitat einer
MAT, andererseits auch fur das Vorkommen von falsch negativen bzw. zu niedrigen
Ergebnissen, wenn die Referenzstamme nicht hoch spezifisch und mit hoher Aviditat
mit den Antikdrpern in den Proben reagieren (Levett, 2003). Wie zu erwarten war,
reagierten die 54 in der MAT positiven Proben alle im ELISA; da der
Abgrenzungsbereich (,Cut-off) fir den MAT bei 1:100 festgelegt wurde, kann nicht
mit Sicherheit ausgeschlossen werden, ob die 91 Proben, welche im ELISA
zusatzlich positiv waren, im MAT nicht vielleicht doch wenigstens einen geringen
Titer von z.B. 1:50 gezeigt hatten (Suwimonteerabutr et al., 2005). Der ELISA ist ein
wirklich sehr sensitives Verfahren, doch hangt sein Ergebnis, genauso wie das der
MAT, von dem fur die Reaktion ausgewahlten Leptospirenreferenzstammen ab. So
gibt es fur die immerhin sechs negativen ELISA-Ergebnisse bei direktem
Erregernachweis zwei mogliche Erklarungen; entweder es sind in der Probe keine
detektierbaren Antikorper gegen Leptospiren vorhanden gewesen, oder aber sie
waren mit dem Teststamm nicht reaktiv. Meist wurde nur gegen das Serovar
Grippotyphosa getestet; in den Fallen, in denen zwei oder drei Stamme verwendet
wurden, konnten zum Teil deutliche Unterschiede ausgemacht werden. Die
antikérperhaltige Probe reagierte dann zum Beispiel mit dem richtigen Serovar stark
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durch IgG- und IgA-Bindung, mit einem anderem Stamm vielleicht gerade mal
grenzwertig nur durch IgA-Reaktion.

Saprophytare Leptospiren gibt es udberall; sie koénnen Laborkontaminationen
darstellen oder aus Wirten isoliert werden (Brendle et Alexander, 1974; Cinco et al.,
1980a; Henry et Johnson, 1978; Koizumi et al., 2003; Myers, 1976; Nizamuddin et
al., 2006; Noubade et al., 2002; Rubin et al., 1980; Tumilowicz et al., 1974). DNA
pathogener Leptospiren in einer klinischen Probe sind beweisend flr eine Infektion;
auf der Suche nach moéglichen Ansteckungsquellen bietet der Nachweis von DNA
pathogener Leptospiren mittels gPCR im Wasser wichtige Informationen (Ganoza et
al., 2006). Die Spezifitat der Primer einer PCR determiniert die Glaubwurdigkeit der
Ergebnisse. Das Problem bei der Primerentwicklung ist der aktuelle Wissensstand zu
Erregersequenzen. Gerade fur Sequenzen der 16S rDNA, der 23S rDNA und der
Préaprotein-Translokase-SecY-Untereinheit musste sich tUber die Jahre herausstellen,
dass eine Aussage wie ,100% spezifisch fur pathogene Leptospiren® nicht unbedingt
zutreffend ist. Eine PCR, die als Primer Oligonucleotide fir Sequenzen enthalt, die
rein theoretisch bei allen Leptospiren vorkommen, ist nur dann sinnvoll, wenn jedes
erhaltene PCR-Produkt sequenziert wird und dieses dann auch genlgend
Informationen fir eine Differenzierung wenigstens der Genospezies beinhaltet. Doch
wird es aus finanziellen Grinden in der veterindrmedizinischen Routinediagnostik
wohl kaum tragbar sein, jedes PCR-Produkt zu sequenzieren (Cai et al., 2003; Faber
et al., 2000; Harkin et al., 2003a; Mérien et al., 1992; Oliveira et al., 2003;
Tansuphasiri et al., 2006). Die von Smythe et al. (2002a) beschriebene TagMan™
PCR generiert ein 87 bp PCR-Fragment der 16S rDNA. Dieses sehr kurze Fragment
reicht flr eine Typisierung nicht aus und eine Restunsicherheit, ob es sich bei der
Sequenz tatsachlich nur um pathogene Leptospiren handelt, bleibt (Straube, 2007).
Schliel3lich zeigen Sequenzierungen zunehmend, dass sich der Nachweis von
tatsachlich allen pathogenen Leptospiren mit nur einem Primerpaar als schwierig
darstellt. Die Unterschiede im Genom kénnen betrachtlich sein, was alleine die
Vollsequenzierung der bisher nur vier Leptospirenstamme verdeutlicht (Haake et al.,
2004; Vemulapalli et al., 2005). Fur die hier entwickelte quantitative ,real-time“ PCR
wurde die LipL32 Sequenz gewahlt, da sie ausschlie3lich Bestandteil des Genomes
pathogener Leptospiren ist. Das davon kodierte Protein wird wahrend einer Infektion
exprimiert und ist als Virulenzfaktor direkt in der Immunpathogenese beteiligt
(Branger et al., 2001; Flannery et al., 2001a; Gavin et al., 2005; Haake et al., 2000;
Lee et al., 2000; Levett et al., 2005; Nally et al., 2007; Yang et al., 2002). Schlie3lich
finden sich in der NCBI-Gendatenbank zahlreiche Vorlagen, und seien es auch nur
Teilsequenzen, der verschiedensten Genospezies. Beste Voraussetzungen demnach
fur die Primerentwicklung die Unterschiede in der Nucleotidsequenz der Spezies
herauszuarbeiten, um mdglichst fur pathogene Leptospiren universelle Primer zu
entwickeln. Es gestaltete sich schwieriger als gedacht, Primer fir eine ,real-time*
LUX™ PCR sowie flr eine semi-nested PCR, als Qualitatskontrolle fur eine leichte
Spezifizierung des gPCR-Produktes, auszuwdahlen. Auch wenn es weniger
Auswirkungen auf die Aminosauresequenz des LipL32 hat, so sind die Unterschiede
zwischen den Spezies auf Nucleinsdurebasis doch recht hoch (Amutha et al., 2007,
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Bomfim et Koury, 2006; Dey et al., 2007; Haake et Matsunaga, 2005). Hinzu kommt
das Dilemma, dass fur die LUX™ Primer am 3° Ende optimaler Weise eine ,cg’
Struktur vorliegen sollte (Li et Makrigiorgos, 2007; Nazarenko et al., 2002a). Von
Vorteil war hierbei, dass es egal ist, ob der LUX™ Primer ein ,forward“ oder ein
.reverse“ Primer ist. Die dritte Schwierigkeit bestand in den Primerdimeren, die erstin
der ,real-time“ PCR erkannt wurden. Es war nicht sinnvoll, zuerst eine konventionelle
PCR zu optimieren. Die Ubertragung des Protokolles auf die ,real-time“ PCR hat
nicht funktioniert. Die Darstellung der Amplifikationskurven nach Messung der
Fluoreszenzintensitat zeigte sehr empfindliche Schwankungen auf die
Primerkonzentration, die Annealingtemperatur und die Annealingzeit (Hilscher et al.,
2005). Nachdem die Sequenz einer Adenylatcyclase auf Chromosom Il von L.
interrogans fur die Inhibitionskontrolle ausgewahlt wurde, war es erstaunlich leicht
geeignete Primer zu finden. Die Bedingung war, ein PCR-Produkt zu generieren, das
um 50 bp bis 100 bp groRer sein sollte, als das der LipL32 Zielsequenz der GroRRe
433 bp. Dies ermdglichte sowohl eine Unterscheidung der PCR-Produkte auf Basis
der Schmelzkurve in der ,real-time“ PCR, als auch auf dem Agarosegel; zudem war
angedacht der DNA-Polymerase als Proben-Zielsequenz das kirzere Fragment
anzubieten, um bei Anwesenheit weniger Leptospiren die Amplifikation der LipL32
Sequenz zu begunstigen (Nolte, 2004; Theodoridis, 2004). Es stellte sich heraus,
dass die ausgewahlten Primer fur die Inhibitionskontrolle hoch spezifisch sind und
der LUX™ Primer nur &ufRerst selten zu Primerdimeren neigt. Welche
Leptospirengenospezies tatsachlich von den Acl Primern erkannt werden, mussen
zuklnftige Sequenzierungen zeigen; von den verfligbaren Referenzstammen am
LGL, OberschleiRheim, wurde ausschliel3lich von Chromosom Il der Genospezies L.
interrogans ein spezifisches PCR-Produkt gebildet. Es mag sich in naher Zukunft
durchaus herausstellen, dass zum Nachweis pathogener Leptospiren hoéher
konservierte, spezifische Sequenzen existieren und diese auch fur die Entwicklung
von LUX™ Primern noch besser geeignet sind, als die LipL32 Sequenz; doch
derartige Informationen lagen zum gegebenen Zeitpunkt (Frihjahr 2006) nicht in
ausreichender Menge vor.

Die Probenvorbereitung mit anschlieBender DNA-Extraktion bildet die Basis fir eine
erfolgreiche und sensitive PCR (Hoorfar et al., 2004). Dabei sind die Anforderungen
an eine Extraktionsmethode hoch: Entfernen respektive Zerstéren potentieller PCR-
Inhibitoren, Gewinnung reiner und hochmolekularer DNA, Erfassung selbst geringer
Mengen an Leptospiren ohne DNA-Verlust, Standardisierbarkeit sowie einfache und
kostenglnstige Durchfuhrbarkeit. Alle Punkte werden wohl kaum von einem
Verfahren zur vollsten Zufriedenheit erfillt (Espy et al., 2006). Der DNeasy® Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Hilden) basiert auf der Verwendung von Silica Membranen;
dieser Methodik wird oftmals eine zu geringe Sensitivitdt zugesprochen; das mag
wohl daran liegen, dass die Saulen sehr empfindlich gegen ein Uberladen mit DNA
reagieren (Patterson et Singer, 2006; Rudenko et al., 2005; Tansuphasiri et al., 2006;
Vitale et al.,, 2005). Daher gilt es fur die Proben, ein gewisses Feingefuhl zu
entwickeln. Um die oftmals geringen Mengen an Leptospiren in einer Probe richtig zu
erfassen, moéchte man natirlich so viel als moglich an Probenvolumen verwenden.
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So stellt es fur den Qiagen Kit auch kein Problem dar, Sediment von 10 ml Urin zu
extrahieren, sofern die Probe noch nicht mit Bakterien Gberwuchert war. Daher ist zu
empfehlen jede Flissigkeit vor der Extraktion mikroskopisch auf den Zellgehalt zu
Uberpriufen, um dann die richtige Menge an Probenvolumen fir die Extraktion
auszuwahlen. DNA aus Flussigkeiten von < 1 ml wurde stets einwandfrei extrahiert.
Bei solch kleinen Volumina war es mdglich die Extraktion direkt, also ohne vorherige
Zentrifugation durchzufiihren und eignete sich somit auch fir eingefrorene Proben
bei retrospektiven Untersuchungen. Wenn mdglich ist eine Zentrifugation der frischen
Probe und das Verwerfen des Uberstandes immer anzuraten, da hierbei bereits
I6sliche PCR-Inhibitoren entfernt werden (Schneeweil3 et al., 2007). Neben der DNA-
Last, sind fur den Qiagen Kit Kammerwasserproben und Urinproben mit sichtbaren
Blutbestandteilen (Ham-) eine Herausforderung. In diesem Fall gilt es die Extraktion
besonders sorgfaltig durchzufihren und falls nétig einen weiteren Waschschritt
einzufigen. Wird die DNA-Extraktion ausschlielich nach Herstellerangaben
durchgefiihrt, so erhalt man zwar Leptospiren-DNA, doch ist die Ausbeute bei weitem
groler, wenn die Inkubationszeiten verlangert werden. Grundséatzlich wirkte es sich
auf die DNA-Extraktion der Leptospiren gunstig aus, frische Proben zu zentrifugieren
und mit dem Uberstand unnétige PCR-Inhibitoren zu entfernen, das Sediment dann
einzufrieren, um das Platzen der Zellen zu begunstigen sowie weitere Inhibitoren zu
inaktivieren und schliel3lich wahrend der Extraktion einen Erhitzungsschritt von tber
+70°C fur mindestens 10 Minuten einzubauen und nach der Extraktion die DNA-
Losung sofort einzufrieren (Richtzenhain et al., 2002). Ungunstig hingegen wurde zu
haufiges Vortexen empfunden, haufiges Pipettieren sowohl zum Mischen als auch
zum Uberfiihren der Losung von einem ReaktionsgefaR in ein Anderes und die
umgehende Verwendung des DNA-Extraktes (Eluates) fur eine PCR oder zur
Messung der DNA-Konzentration. Wiederholungen am nachsten Tag oder selbst
einige Zeit spater brachten stets ein besseres Ergebnis.

Ist das Probenvolumen begrenzt und mochte der Auftraggeber jedoch sowohl die
kulturelle Isolierung moglicher Leptospiren versucht haben als auch eine PCR, so
wird die Probe idealerweise noch am Entnahmeort direkt in ein Transportmedium mit
Hemmstoff gegeben und dann bei Raumtemperatur versandt (Faber et al., 2000;
Miller et al., 1990; Thiermann, 1984; Thurau, 2003). Der Vorteil hierbei ist, dass vitale
Leptospiren sich zundchst vermehren und somit selbst bei sehr kleinen
Probenvolumina die Erfolgsrate der PCR gesteigert werden kann. Auch wenn die
Leptospiren dann von Fremdflora tGberwuchert werden sollten und eine Anzucht
daher fehlschlagt, so ist damit zu rechen, dass wenigstens die ersten drei Tage die
Leptospiren noch im Transportmedium nachweisbar sind, bevor sie von den anderen
Bakterien verdrangt werden und verschwinden. Damit wird aber auch der zweite
Vorteil evident, wenn die Proben direkt in ein Transportmedium gegeben werden. Ist
damit zu rechen, dass die Probe einen langeren Transportweg zum Labor hat und
eine Kiuhlung der Nativprobe Uber eine so lange Zeit nicht méglich ist, kbnnen die
Leptospiren im Transportmedium Uber diese Zeit konserviert werden. Von zwei
Glaskoérperproben aus dem Tiefklhlasservat des Leptospiroselabores am LGL,
OberschleiBheim, von denen bekannt war, dass die kulturelle Isolierung positiv
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verlaufen war, gelang in der PCR kein direkter Erregernachweis. Das
Probenvolumen betrug beides Mal um die 100 pl und es ist davon auszugehen, dass
diese beiden negativen Ergebnisse der PCR bei positiver Kultur nicht reprasentativ
sind, da bei allen frisch untersuchten Proben so etwas nicht vorkam. Da aus
biologischen Proben generell saprophytare Leptospiren isoliert werden kénnten,
bietet die LipL32 PCR den Vorteil dies schnell, sicher und einfach zu tberprifen.

Die Standardkurve wurde in jeder PCR mitgefiihrt, um der bestehenden inter- und
intra-Test Varianz gerecht zu werden (Rutledge et C6té, 2003). Das Resultat war,
dass wenn von einem DNA-Extrakt erneut eine PCR angesetzt wurde, die errechnete
Menge an Genomaéaquivalenten gleich bleib. Die Sensitivitatt der gPCR betrug
mindestens < 10 Leptospiren pro Reaktion. Damit steht die LUX™ gPCR bisherigen
Protokollen zum Nachweis von Leptospiren-DNA in keiner Weise nach (Cermakova
et al., 2005; Kositanont et al., 2007a; Levett et al., 2005; Mérien et al., 2005; Slack et
al., 2007a). Es war unabhangig aus welcher klinischen Probe DNA extrahiert wurde;
sofern die Inhibitionskontrolle amplifiziert wurde, war mit einer Stérung der
Empfindlichkeit nicht zu rechnen. Auch die Anwesenheit der Inhibitionskontrolle hatte
keinen Einfluss. Rein rechnerisch war es madglich nur eine Genomkopie
nachzuweisen, doch wurde die Probe erneut in die gqPCR eingesetzt, so war dies
Ergebnis nicht immer reproduzierbar.

Eine PCR ist eine hoch sensitive Methode. Eine Genomkopie im Reaktionsgefald
wirde fur ein positives Ergebnis ausreichen. DNA ist potentiell sehr stabil. Viele
Schritte von der Probenentnahme an mussen durchlaufen werden, ehe eine PCR
angesetzt werden kann. In jeder Phase ist es mdglich eine Kontamination
einzutragen. Das Vermeiden einer Kontamination und das frihzeitige Erkennen einer
Solchen, um der Gefahr der Akkumulation entgegen zu wirken, ist sehr wichtig (Espy
et al., 2006; van Gelder, 2001b; Pusterla et al., 2006). Das hier entwickelte PCR-
Protokoll hat den Vorteil, dass zwischen einer Kontamination, die wahrend der DNA-
Extraktion eingetragen wurde, einer Kontamination wahrend des Ansetzens der
gPCR oder aber post qPCR unterschieden werden kann. Ist man in den Umgang der
DNA-Extraktion von Leptospiren, dem Vorbereiten, Durchfiihren und Auswerten der
LUX™ gPCR eingearbeitet, so ist zu Uber 95% eine semi-nested PCR nicht mehr
notwendig. Gerade wenn die Untersuchung einer Vielzahl an unterschiedlichem
biologischem Ausgangsmaterial ansteht, die Bedingungen mdglicherweise fur diese
Proben nicht optimal waren (z.B. stark verkeimt, verschmutzt, fortgeschrittene
Autolyse u.a.), vielleicht noch wenig Routine fur den Umgang mit solchen Proben
besteht, kann es zu unklaren qPCR-Ergebnissen kommen, bei denen die semi-
nested PCR schnell ein eindeutiges Ergebnis liefert. Hinzu kommt, dass wenn
negative Kontrollen selbst nach 85 Zyklen einer PCR immer noch negativ sind, man
mit gutem Gewissen weiterarbeiten kann. Wenn man sich von vornherein séamtlicher
moglicher Eintragungsquellen von Kontaminationen bewusst wird, ein Plan zu deren
Vermeidung von allen Beteiligten diszipliniert eingehalten wird und immer die
Kontrollen durchgefihrt werden (wobei jede negative Probe auch gleichzeitig eine
Kontrolle darstellt) dann bietet eine semi-nested PCR mehr Vor- als Nachteile.
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Zwar ist die PCR an sich sehr empfindlich, doch darauf sollte man sich nicht
verlassen; zahlreiche Faktoren spielen eine Rolle, ob die urspringlich in der Probe
enthaltene Leptospiren-DNA am Ende mit der gqPCR nachweisbar ist. Grundsatzlich
gilt daher, dass auch ein negatives PCR-Ergebnis keine Aussage zulasst, ob eine
Leptospireninfektion vorliegt oder nicht. Besteht dennoch der Verdacht, so sind
unbedingt wiederholt Proben zu untersuchen. Gleichzeitig kann man durch gewisse
Vorkehrungen moglicherweise ein positives PCR-Ergebnis beglnstigen. So wird
empfohlen, fir Urinuntersuchungen vorher, sofern mdglich, harntreibende Mittel zu
verabreichen und den Mittelstrahl bis Endstrahl zu nehmen, um einerseits einen
Spuleffekt der Niere zu erreichen und andererseits mehr Probenvolumen zu erhalten
(Bomfim et al., 2007; Gerritsen et al., 1991; Schonberg et al., 2005). Je mehr Probe
dem Labor eingesandt wird, desto besser. Ganz ungtinstig wird der erste Urinstrahl,
frischer Morgenurin und Zystozentheseurin sein, da gerade bei Wirtspezies mit
einem vom neutralen abweichenden pH-Wert, die Leptospiren im Urin nicht nur
schnell absterben, sondern deren DNA auch degradiert. Das geht innerhalb weniger
Stunden (Fairbrother, 1985; Lucchesi et al., 2004). Zystozentheseharn kann auch
schon eine Weile in der Harnblase verweilt haben und schlief3lich wird er auch immer
etwas Blut enthalten. Blut vermischt mit Urin stellt fur jede DNA-Extraktion eine
Herausforderung dar. Leptospiren bilden in viskdsen Flussigkeiten Gruppchen bzw.
richtige Bakterienklumpen (Trueba et al., 2004). Dieses Verhalten kann fur den
direkten Erregernachweis aus Augenflussigkeiten ein Problem darstellen. Die
Verteilung der Leptospiren in den Proben wird immer inhomogen sein. Zunachst
bedeutet, die bei der Vitrektomie verwendete Glaskorperspulflissigkeit fur die
Leptospiren einen Schock; sie werden wohl kaum sehr lange darin Gberleben. Doch
ware es durchaus mdoglich, dass eine groRe Menge von der ersten entnommenen
Spulflussigkeit, sofern die Probenvorbereitung so bald wie méglich stattfindet, fur die
PCR besser geeignet und das Ergebnis reprasentativer ist, als z.B. aus 100 pl purer
Glaskdrperprobe. Durch die Verdinnung werden die Bakterien besser in der Lésung
verteilt. Mit der LUX™ gPCR konnten aus 2 ml bis 10 ml Spulflissigkeit, je nach
Verdiinnungsgrad oder bereits bestehendem Wachstum von Fremdbakterien, die
einen Tag mit dem Postweg bei Raumtemperatur unterwegs waren, Leptospiren-
DNA nachgewiesen werden; die ermittelte Menge an Leptospiren entsprach in etwa
dem Gesamtdurchschnitt aus allen untersuchten puren Glaskorperproben; da zu den
Spulflussigkeiten natirlich aber keine reinen Glaskorperproben mit eingesandt
wurden, war ein direkter Vergleich nicht moglich. Untersuchungen von Spulproben
und 100% Proben mittels gPCR kodnnten zukiinftig beitragen, diese Frage zu klaren.
Aullerdem musste ermittelt werden, wie lange unter Bedingungen in praxi
Leptospiren-DNA in  Glaskorperspilproben intakt bleibt und ein direkter
Erregernachweis mittels gPCR mdglich ist, sowie welchen Einfluss der Gehalt an
Antibiotikaspuren in der Spulung hat (van Gelder, 2001b).

In den positiven Glaskorper- und Kammerwasserproben aus der Klinik fir Pferde der
LMU, Minchen, konnten mindestens 20 bis 8.552.000 Leptospiren nachgewiesen
werden. Diese Angaben beziehen sich auf unverdiinnte 100 ul bis 1 ml Probe. Die
genaue Angaben der Menge war aufgrund der Konsistenz der Proben nicht immer
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maoglich; die Leptospiren, wie bei einigen Proben festzustellen war, sind nicht
gleichmaliig verteilt sondern in zwei 500 pl ein und derselben Probe kann die Anzahl
an Leptospiren betrachtlich variieren (Trueba et al., 2004). Dennoch, bedenkt man,
dass die Proben zum Teil seit zwei Jahren bei -20°C eingefroren waren, zuvor bis zu
acht Wochen in der Kiihlung verweilt hatten, bereits ber den Postweg und im Labor
Zeiten bei Raumtemperatur verbracht haben, ist es erstaunlich, wie viele
Genomkopien nachgewiesen werden konnten. Obwohl Hochrechnungen auf die
mdoglichen 28 ml Volumen, die ein Glaskoérper eines ausgewachsenen Pferdes
beinhalten kann, bestimmt der disseminierten Verteilung der Leptospiren nicht
gerecht werden, so wird einem doch bewusst mit wie viel Bakterien sich ein
erkranktes Auge auseinandersetzen muss (Wissdorf et al., 2002). Bei positiver Kultur
und/oder gPCR konnten manches Mal in einer Probe gar keine AntikGrper gegen
Leptospiren nachgewiesen werden, manches Mal aber auch MAT-Titer von bis zu
1:25600. Soweit Angaben zur vermuteten Dauer der Erkrankung vorlagen, konnte zu
keinem der erhobenen Befunde ein Zusammenhang gesehen werden. Vielmehr
bestétigt sich die Vermutung, dass die Bildung von Antikérpern gegen Leptospiren-
LPS nicht ausreicht, die Bakterien aus dem Korper zu eliminieren bzw. keine
protektive Immunantwort darstellt, um vor einer Infektion zu schitzen (Bolin et. al.,
1989a, 1989b; Nally et al., 2005b; Rohrbach et al., 2005; Trucullo et al., 2001;
Zuerner et al., 1991). Bei Rindern wird ein Schutz nur durch die Beteiligung der Th1-
Zell mediierten Immunantwort erreicht. Bei Pferden mit einer Augenentziindung
konnen aktivierte CD4" T-Zellen nachgewiesen werden. lhnen wurde bisher eine
Rolle in der Autoimmunpathogenese zugeschrieben; ob sie auch in direktem
Zusammenhang mit der Leptospireninfektion stehen, und welche prognostische
Bedeutung diese Zellen fur die Leptospiren im Auge haben, ist noch weitestgehend
unbekannt. Vielleicht kdnnten einige Parallelen zur Borrelienforschung gezogen
werden. So beschreiben Linemann et al. (2007), dass bereits im frihen Stadium
einer Borrelieninfektion, Antigen spezifische, IFN-y produzierende CD4" Thi-Zellen
aktiviert werden, welche auch mit Antigenen des Zentralnervensystems
kreuzreagierten. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die Bildung von
Autoantikérpern nicht auf chronische und therapieresistente Verlaufsformen
beschrankt ist (Naiman et al., 2001, 2002; Brown et al., 2003, Diament et al., 2002,
de Fost et al., 2003, Klimpel et al., 2003; Wollanke, 2002). Vor Einfihrung der PCR
waren die Kultur und die Histologie bzw. Mikroskopie nicht sensitiv genug, um die
tatsachliche Leptospirenlast im Auge zu beurteilen; zuklnftig wird es einfacher sein,
den direkten Leptospirennachweis durchzufiihren und somit die Befunde in der Histo-
und Immunpathologie nicht nur einem klinischen Bild, sondern sicher auch einer
Atiologie zuzuordnen.

Welche potentielle Infektionsgefahr sich fiir den Besitzer hinter infizierten Hausratten
verbergen kann, verdeutlicht die Untersuchung von reiskorngrofen Nierenproben
dreier ausgewachsener Hausratten, die Trager von L. interrogans Serovar
Icterohaemorrhagiae waren. Die Bakterienlast in den Proben betrug mindestens
60.200 bis 788.000 Leptospiren. Nicht jede Ratte befindet sich im Stadium der
Ausscheidung; doch ist klar, dass wenn eine solch grof3e Menge an Bakterien mit
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dem Urin ausgeschieden wird und Kontakt zu einer Hautwunde bekommet, dies etwa
einer experimentellen Injektion gleichkommt. Da die Pravalenz von Leptospiren in der
Wildnagerpopulation als recht hoch anzunehmen ist, sollte der Kontakt von Haus- zu
wildlebenden Nagetieren vermieden werden (Bakoss et al., 2007; Brem et al., 1995;
Doungchawee et al., 2005; Gollop et al., 1993; Jansen et al., 2005; Rao, 2006; RKI,
1998, 2007; Straube, 2007; Sunbul et al., 2001). Leptospiren sind in der Lage auch
gesunde Haut und Schleimhaut problemlos zu durchdringen (Mino, 1942). Nachdem
zwei von drei Tierpflegern einer Tierhandlung in Japan an einer Leptospireninfektion
erkrankt sind, wurden mit Hilfe der PCR Nachforschungen angestellt, um die Quelle
ausfindig zu machen. Ursachlich waren 6 von 106 amerikanischen
Zwerggleithérnchen, die kurz zuvor aus den USA importiert wurden. Man konnte
DNA von L. kirschneri Serovar Grippotyphosa in den Nieren und dem Urin der sechs
Tiere nachweisen. Doch nicht nur das; die nur flr pathogene Leptospiren spezifische
PCR (flaB) wies auch DNA auf der Kdrperoberflache der Kéfigkollegen nach und auf
dem mit Urin vollgesogenen Papier, womit der Kafigboden ausgelegt war. Die
Tierpfleger brauchten nicht von den Tieren gebissen werden, sondern es reichte aus,
dass sie mit bloRen Handen, wie Ublich, die Kafige reinigten und Umgang mit den
Tieren hatten. Obwohl die sechs Tiere Uber zwei Monate in der Tierhandlung mit
vielen anderen Tieren direkt oder indirekt Kontakt hatten und insgesamt 75 Tiere von
7 verschiedenen Spezies mit der PCR im nachhinein untersucht wurden, konnten
keine weiteren Infektionen nachgewiesen werden (Masuzawa et al., 2006).
Leptospiren sind ubiquitér; das Wirtsreservoir ist grenzenlos; es ist demnach nicht
verwunderlich, dass die Leptospirose keine Einzelerkrankung darstellt. Obwohl selbst
beim Menschen der Ausbruch von Epidemien bekannt ist, wird dieser Aspekt in der
modernen  Tierhaltung gerne vernachlassigt, trotz das Konzept der
Bestandsbetreuung und des Herdmanagements hoch im Kurs steht und in der Zucht
jedes Jahr durch Leptospireninfektionen Millionenschaden entstehen (Ellis, 1994;
Lilenbaum et al., 2007; Ruiz et al., 2005). Bisher existieren keine Hinweise, dass es
sich bei den Leptospiren vornehmlich um opportunistische Krankheitserreger handelt.
Auch im Interesse des Menschen selber ist es notwendig, potentielle
Ansteckungsquellen fir die unter seinem Schutz stehenden Tiere ausfindig zu
machen und die Infektionsgefahr zu senken (Gerritsen et al., 1994; Heinemann et al.,
1999; RKI, 1998; Straube, 2007; Talpada et al.,, 2003). Dabei ist jedes klinisch
manifest erkrankte Tier gleichzeitig ein Indikator daftr, dass in seiner Umgebung mit
dem Vorkommen hochvirulenter Stamme zu rechnen ist. Erkranken, wie in immerhin
vier Stallen nachgewiesen werden konnte, innerhalb ktrzester Zeit mehrere Pferde
an einer Leptospiren bedingten Augenentzindung, so handelt es sich dabei nicht nur
um eine individuelle Tragddie fir die Pferde und deren Besitzer, sondern beweist
auch dringenden Handlungsbedarf (Bernard et al., 1993; Roberts et al., 1952; Sova,
1965).

Theoretisch muss in jedem Alter damit gerechnet werden, an einer
Leptospireninfektion zu erkranken. So fanden sich Leptospiren bedingte
Augenveranderungen auch bei Pferden zwischen 1 bis 26 Jahren. In Gegenden mit
einem sehr hohen Infektionsdruck, in denen man um den Kontakt mit der
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kontaminierten Umwelt bereits als junger Mensch nicht herum kommt, wie z.B. in
Slumgebieten konnte man feststellen, dass kein Zusammenhang zwischen einer
Leptospireninfektion und dem Geschlecht besteht und aullerdem das
Durchschnittsalter der Erkrankten eher bei den Jingeren (< 20 Jahre) liegt.
Wohingegen in den landlichen Gebieten bzw. in Landern mit einer gleichmaRigen,
relativ niedrigen endemischen Verteilung, die Ansteckung mit den Bakterien weniger
bereits Daheim, als viel mehr erst wahrend der Arbeit passiert; daher erkranken in
solchen Gegenden vor allem Menschen im Alter zwischen 20 und 60 Jahren. Da
Manner weithin immer noch die Arbeiten mit dem hdheren Leptospiren-Berufsrisiko
ausfuhren, ist auch mit einer hoheren Inzidenz bei diesem Geschlecht zu rechnen
(Jansen et al., 2005; Pappachan et al., 2007; Rathinam et Namperumalsamy, 2007;
Sehgal, 2006; Swapna et al., 2006; Thai et al., 2006). Pferde verbringen vor allem
ihre jungen Jahre unbeschwert auf Weiden, frische Luft, Bewegung und soziale
Kontakte férdern die Entwicklung; je friiher die Hengste kastriert werden, desto eher
kénnen sie sich als Wallache mit den Stuten vermischen und zusammengehalten
werden. In der modernen Pferdehaltung wird sich bemuht, den Pferden immer mehr
Auslauf in Gruppen zu geben. Sofern die Wiesen und Koppeln allerdings nicht
trockengelegt sind, die Tranken nicht regelmaRig gereinigt und desinfiziert werden,
direkter Zugang zu einem Flussufer besteht, Heu vom Boden aus geflttert wird,
Einstreu in Unterstdnden nicht regelmafllig gewechselt, sondern als Matratze
aufgeschuttet wird, sich Flussigkeiten wie Exkremente in Ecken sammeln kdnnen,
stellen Auslauf und Gruppenhaltung einen signifikanten Risikofaktor fur die Pferde
dar (Barwick et al. 1998; Hajikolaei et al., 2005). Es bestand kein Unterschied in der
Geschlechterverteilung bei Pferden die an einer Leptospiren bedingten
Augenentziindung litten. Doch waren signifikant junge im Schnitt 7-jahrige Pferde
betroffen (Kalisch, 1952; Rocha et al., 2004; Wollanke, 2002).

In Deutschland erweisen sich Glaskérperproben von Pferden als eine zuverlassige
Quelle fur ein positives PCR-Ergebnis. Das ist die Schlussfolgerung aus einem sehr
angenehmen Gesprach mit dem Geschéaftsfuhrer Herrn Dr. M. Hohmuth der
Gesellschaft fur Innovative Veterinardiagnostik mbH (IVD GmbH), Hannover, am
bayerischen Tierarztetag in Nurnberg, 2007. Es beweist aber auch, dass es
inzwischen einige Pferdekliniken in Deutschland gibt, die eine Vitrektomie bei
Pferden durchfuhren. Darauf ist auch zurtickzufiihren, dass Pferde, die aus
Nordrhein-Westfalen an die Pferdeklinik der LMU, Minchen, Uberwiesen wurden,
weniger oft mit einer Leptospiren bedingten Augenveradnderung zu tun hatten (4/11)
sowie Pferde aus Bremen erst gar nicht den weiten Weg fur eine Vitrektomie nach
Bayern finden mussen. Dass tatsachlich dies der einzige Grund fur einen derart
signifikanten Unterschied darstellt, beweisen nicht nur die Untersuchungen aus
Hannover, sondern auch positive PCR-Ergebnisse von Glaskérperproben aus
anderen Pferdekliniken Deutschlands, die an das LGL, Oberschleil3heim, gesandt
wurden. Nun sind die Leptospiren nicht nur fir Pferde aus Deutschland ein Problem,
unsere Nachbarlander sind gleichermafRen betroffen. Fiir Pferde aus Osterreich ware
es vielleicht zukinftig gliinstig, um ihnen weite Anfahrtswege zu ersparen, wenn auch
dort vermehrt Kliniken eine Vitrektomie durchfiihren wirden.
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Unabhangig von der Rasse kann jedes Pferd an einer Leptospireninfektion
erkranken. Ob Friesen so selten andere Indikationen als eine Leptospiren bedingte
Augenveranderung fur eine Vitrektomie aufweisen, ist an den nur neun untersuchten
Tieren wohl kaum reprasentativ festzuhalten. Es kann sich genauso gut um einen
Zufall handeln. Doch nur wenn die Ergebnisse den Rassen zugeordnet werden und
nicht eine Verallgemeinerung in Vollbliter, Warmbluter oder Kaltbliter durchgefuihrt
wird, koénnen zukinftig vielleicht doch Tendenzen einer bestimmten Linie bzw.
Herkunft ausgemacht werden (Szemes et Gerhards, 2000). Die Herkunft eines
Pferdes, oder wo sich das Pferd mdglicherweise mit Leptospiren angesteckt haben
konnte, verrat auch die Typisierung des infizierenden Leptospirenstammes; dass ein
Pferd aus Amerika eine Infektion mit L. Pomona hat, ist genauso wahrscheinlich, wie
ein Pferd aus Bayern mit L. Grippotyphosa infiziert ist (Brem et al., 1999, Donahue et
Williams, 2000; Faber et al., 2000; Halliwell et al., 1985, Hartskeerl et al., 2004; Smith
et al.,, 1976; Verma et al., 1977; Wollanke, 2002). Sehr interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass ausgerechnet die eher seltenen, differenten isolierten Stamme
wie L. Australis, L. Saxkoebing und L. Icterohaemorrhagiae alle von Ungarischen
Warmblitern stammten. Wirde man annehmen, dass diese Pferde sich bereits in
Ungarn und nicht ihrem momentanen Standort (Bayern und Osterreich) angesteckt
haben, wirde dies auf eine hohe Variabilitdt der Feldstdmme in Ungarn hinweisen.
Doch auch dies bleibt aufgrund der geringen Fallzahl nur eine Spekulation und kann
sich genauso gut um einen Zufall handeln. Anders verhélt es sich fir die Appaloosas;
auch diese Pferde (4) kdnnen an Leptospiren erkranken, gar keine Frage. Doch
scheinen sie, vor allem wenn sie etwas alter sind ebenso an anderen
Augenveranderungen zu leiden, die eine Vitrektomie erfordern (9). Das ist unheimlich
bedeutend fir die Beurteilung von bisherigen und zukinftigen Studien fir die
Immunpathogenese von ERU Patienten. Untersuchungen von Augen Uber
zehnjahriger Appaloosas mussen demnach nicht reprasentativ fir die tatsachlichen
Verhéltnisse bei anderen Pferden, die von einer ERU (Leptospiren bedingt) betroffen
sind, sein. Dasselbe gilt fur Pferde mit einem Glaukom und/oder einer Keratitis
(Gilger et al., 2006; Kalsow et Dwyer, 1989; Wollanke, 2002). Fir einige Zuchtlinien
von Appaloosas wird ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen eines
bestimmten Haupthistokompatibilititskomplexes, ,Major Histocompatibility Complex"
= MHC, (Lymphozyten-Antigen-Subtyp ELA-B1) und der Anfalligkeit gegeniber einer
Uveitis vermutet (Angelos et al., 1988; Dwyer et al., 1995; McLaughlin et al., 1992).
Es gibt einige Veroffentlichungen, die sich mit chronisch, rezidivierenden
Augenentziindungen des Pferdes beschaftigen, ohne jedoch die Atiologie der
Erkrankung z.B. durch eine Untersuchung von Kammerwaser oder Glaskoérper auf
Leptospiren, weder direkt noch indirekt, zu definieren. Solche Untersuchungen
wirden aber zur Aufklarung der Pathogenese einer Leptospiren bedingten
Augenveranderung beitragen und somit auch fur die Humanmedizin wichtige
Informationen fir das Verstandnis um die Erkrankung liefern (Cooley et al., 1990;
Deeg et al., 2002, 2007b; Dubielzig et al., 1997; Eule et al., 2000; Fife et al., 2006;
Frahauf et al., 1998; Gilger et al., 2001, 2002, 2006; Hauck et al., 2007; Romeike et
al., 1998; Wagner et al., 1997).
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Bei Pferden mit der klinischen Verdachtsdiagnose ,ERU“ gelang bei 62% der
betroffenen Augen ein direkter Erregernachweis. Nur bei 6% der Augen verliefen
sowohl die direkten als auch indirekten Nachweisverfahren fur eine intraokulare
Leptospireninfektion negativ. Die Untersuchung fand an Glaskoérper- und
Kammerwasserproben aus der Klinik fur Pferde der LMU, Munchen, Uber den
Zeitraum von Januar 2005 bis Mai 2006 bzw. von Juli 2006 bis Mai 2007 statt.
Wollanke (2002) konnte bei 90% der Pferde, die von einer ERU betroffen waren
intraokulare Antikorper gegen Leptospiren nachweisen. Auch hierfir wurden Proben
aus dem Zeitraum von Juli 1998 bis Juli 2001 aus derselben Klinik an das gleiche
Labor gesandt, welches damals allerdings noch unter einer anderen Leitung stand.
Faber et al. von der Universitat California-Davis (2000) gelangen bei 70% der Pferde
mit der klinischen Verdachtsdiagnose ,ERU" der direkte Erregernachweis aus
Kammerwasserproben mittels PCR. Daraus ergibt sich, dass sich uber neun Jahre
vieles @andern kann, aber nicht, dass Leptospiren die Augen von Pferden besiedeln
und zu dem klinischen Erscheinungsbild einer ERU fuhren kénnen.

Bestand der klinische Verdacht auf eine andere Uveitis, zum Beispiel phakogen oder
traumatisch, als der ERU, so ergab sich bei 73% der Augen kein Hinweis auf eine
Leptospirose. Doch immerhin, bei 9% der Augen gelang ein direkter Erregernachweis
und auch bei Pferden, die vornehmlich wegen einer Hornhautverletzung vorgestellt
wurden, lohnte sich eine grindliche anamnestische Erhebung und
ophthalmoskopische Untersuchung. Bei 20% der Augen wurden Leptospiren
detektiert und bei weiteren 32% waren zuséatzlich intraokulare Antikdrper gegen
Leptospiren in den Augenflissigkeiten vorhanden. Der Kontakt des Auges mit
Leptospiren kann aber auch asymptomatisch bzw. subklinisch verlaufen; es dirfte
sich ahnlich wie in der Humanmedizin verhalten, dass ein Grof3teil der Infektionen
von alleine wieder abheilt (David et Barkay, 1976). Darauf weist das Ergebnis der
Laboruntersuchung von Augen hin, die keinen ophthalmoskopischen Befund (0.b.B.)
lieferten und auch von Seiten der Besitzer keine bisherigen Aufféalligkeiten
beschrieben wurden. Leptospiren konnten keine detektiert werden, doch immerhin
19% der Augenflissigkeiten enthielten Antikdrper gegen Leptospiren.

Neben einer ERU im Allgemeinen sprach fir eine Auseinandersetzung des Auges
mit Leptospiren eine Glaskérpertriibung, Glaskorpereinlagerungen, eine Katarakt,
Netzhautfalten, eine Netzhautablosung, Irisresiduen und /oder eine Synechie, Fibrin
in der vorderen Augenkammer, eine abgeflachte vordere Augenkammer, ein
negativer oder verminderter Drohreflex, eine Erblindung, eine Bulbusatrophie,
Prazipitate auf der Linsenrtuckflache, eine Miosis und chorioretinische Narben. Dabei
kam es nicht unbedingt darauf an, dass diese Veranderungen alle gleichzeitig
vorlagen. Der Vergleich von den Augenbefunden mit den Laborergebnissen zeigte
einen signifikanten Zusammenhang zwischen klinischen Erscheinungen und einem
direkten Erregernachweis. Die Wahrscheinlichkeit bei Vorliegen einer intraokularen
Leptospireninfektion die Bakterien direkt nachzuweisen, war bei folgenden
Symptomen am hoéchsten: Glaskorpertribung, Glaskorpereinlagerungen, Prazipitate
auf der Linsenruckflache, Netzhautfalten. Neben den Augen ohne besonderen
ophthalmoskopischen Befund (0.b.B.) gibt es aber auch Erscheinungen, bei denen,
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wenn eine Leptospireninfektion vorliegt (oder vielleicht auch vorgelegen hat), ein
direkter Erregernachweis nicht so oft gelingen mag und sich die Diagnose
vornehmlich auf dem Antikérpernachweis stitzen wird: Das betrifft die Katarakt und
die Glaskorperverflissigung. Eine Keratitis, ein Glaukom bzw. ein Hornhautddem
schlieRen a priori eine Leptospireninfektion zwar nicht aus, doch sind es diejenigen
Befunde, bei denen am ehesten mit einem negativen Laborergebnis zu rechnen ist.
Dwyer et al. (1995) sahen fiur Pferde mit einem positiven Antikorpertiter gegen
Leptospiren im Blut, ein erhohtes Risiko zu erblinden. Chu et al. (1998) konnten gar
bei Patienten mit einer Katarakt, die eigentlich als Kontrolle vorgesehen waren im
Kammerwasser DNA von Leptospiren nachweisen. Zudem korrelierte ein positiver
PCR-Befund signifikant mit dem Auftreten einer Panuveitis, einer beidseitigen
Panuveitis, Infiltration der vorderen Augenkammer mit Zellen, einer Vaskulitis,
Papillitis und/oder Glaskérpertribung. Rathinam et al. (2000) beschrieben bei
Patienten mit einer Leptospirenuveitis das Auftreten einer spontanen
Kataraktabsorption nach Abheilung.

5.1 Ausblick

Eine quantitative ,real-time“ PCR eroffnet eine Vielzahl an Mdglichkeiten, die zum
Verstandnis der Epidemiologie, Pathogenese, Therapie und Prophylaxe der
Leptospirose, einer bedeutenden Zoonose, beitragen konnen. Es ist moglich anhand
der PCR eine Vorhersage zu treffen, ob sich der Aufwand einer kulturellen Isolierung
lohnt. Dazu wird die Probe direkt am Patienten in ein Transportmedium mit
Hemmstoffen gegeben und bei Raumtemperatur dem Labor zurtickgeschickt. Dort
findet eine Untersuchung des Transportmediums mittels einer quantitativen PCR
statt. Nur bei einem positiven PCR-Ergebnis wird anschliel3end die Kultur angesetzt.
Sobald die Leptospiren unter dem Dunkelfeldmikroskop detektierbar sind, ist eine
geniigend groRe Menge an Bakterien, fur eine weitergehende molekularbiologische
Typisierung der Leptospirengenospezies, vorhanden. Nur wenn die Spezies noch
nicht in der Laborstammsammlung enthalten ist, wird eine weiterfihrende Pflege und
vollstandige Isolierung, mit anschliel3ender serologischer Typisierung empfohlen. Mit
dieser Vorgehensweise wirde ein umfassendes Bild tatsachlich in einer Gegend
vorkommender Leptospirenstamme geliefert ohne mehr Aufwand. Da nicht nur
vereinzelt, sondern jeder Probe die Madoglichkeit einer kulturellen Isolierung
eingeraumt wird, entsteht ein dichtes Netzwerk. Nur so kann frihzeitig ein
epidemiologischer Wandel erkannt, neue Zusammenhange aufgedeckt und
geeignete SchutzmalRhahmen entwickelt werden (Haake, 2006; Kositanont et al.,
2007b; Levett, 2003; Mgode et al., 2006; Morey et al., 2006; Perolat et al., 1998;
Resch et al., 2007; Romero et Yasuda, 2006). Vielleicht wird zuktinftig auch moéglich
sein, sicher ein Muster der Leptospiren zu erkennen, ob sie sich lieber im
Genitaltrakt, Auge oder der Niere aufhalten. Das Erkennen solcher Unterschiede und
damit das Ermitteln der Angriffspunkte, 6ffnet den Weg fur die Entwicklung neuer
Antiinfektiva.
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Zurzeit existiert noch kein Patentrezept einer antibiotischen Behandlung, um
Leptospiren sicher aus dem Organismus zu entfernen, insbesondere nach einer
chronischen Organbesiedelung (Griffith et al., 2006; Pappas et Cascio, 2006;
Rathinam, 2002; Theodoridis et al., 2007). Fiir die Entwicklung und Uberpriifung
zukunftiger Therapieplane bietet die quantitative ,real-time® PCR das optimale
Instrument zur Therapiekontrolle (Becker et al., 2003; Dworkin et al., 2002; van
Gelder, 2001a). Vielleicht wird es doch irgendwann mdglich sein, bei Einsatz eines
geeigneten Antibiotikums, bereits bei einer ersten Entziindung, Pferde vor weiteren
Uveitis Schiben und deren unangenehmen Folgen zu bewahren. Die Untersuchung
der Glaskorperflussigkeit nach einer Vitrektomie und Quantifizierung der Leptospiren
bietet eine hervorragende Mdglichkeit vorangegangene Effekte zu beurteilen.
Leptospirosen bei Haus- und Nutztieren fuhren jahrlich weltweit zu enormen
wirtschaftlichen und privaten Verlusten. Es ist hochste Zeit harte Zahlen und Fakten
vorzulegen, um die Dringlichkeit flr die Entwicklung geeigneter Impfstoffe klar zu
machen. Die Forschung bemiht sich um die Identifizierung immunogener Kandidaten
fur eine sichere, Serovar-ibergreifende Vakzine. Es bedarf aber der Uberzeugung
der Impfstoffhersteller, dass sich zum Beispiel die Produktion einer Vakzine fur
Pferde lohnt. Dazu ist es absolut notwendig, die tatsachliche epidemiologische
Situation in den Stéllen Deutschlands bzw. von Europa zu erfassen (Cachay et
Vinetz, 2005; Gerritsen et al., 1994; John, 2005; Maneewatch et al., 2007; Seixas et
al., 2007). Als Screeninguntersuchung von stillen Ausscheidern in Schweine-,
Rinder-, Schaf- und Ziegenbetrieben wiirde sich beispielsweise die flachendeckende
Untersuchung von Nieren- bzw. Urin- und Gebéarmutterproben am Schlachthof
eignen (Chappel et al., 1992; Rocha et al., 2004; Schonberg et al., 2005; Talpada et
al., 2003). Da eine derartige Entwicklung wohl noch ein Weilchen auf sich warten
lasst, wirde sich wenigsten die routinemaflige Probenentnahme bei Tieren in der
Pathologie anbieten: Niere, Gebarmutter, Plazenta sowie Glaskorperproben. Da die
Leptospiren in einem kontaminiertem Stall ubiquitar vorkommen, stellen eine
Vergesellschaftung der Symptome und Komplikationen mit anderen Krankheiten
keine Seltenheit dar (Costa et al., 2000; Cvetko et al., 2006; Lee et Liu, 2007; Lu et
Tseng, 2005; Srinivas et al., 2007).

Bisher beruht die direkte Diagnose einer Leptospiren bedingten Augenveranderung
beim Pferd auf dem Erregernachweis in Augenflissigkeiten des betroffenen Tieres.
Doch irgendwo missen die Leptospiren ja herkommen. Wo liegt das Management
Problem der Stalle, bei denen mehrere Pferde an einer ERU erkranken oder
Fruchtbarkeitsstorungen auftreten? Wie stecken sich die Pferde an? Gibt es eine
Moglichkeit den aktuellen Status, den Infektionsdruck in einem Stall zu tUberprifen?
Hierzu bieten sich Untersuchungen der hiesigen Nagerpopulation in einem Stall an,
sowie die Uberprifung der Tranken und anderer Wasserquellen (Ganoza et Vinetz,
2006; Murgia et al., 1997; Tansuphasiri et al., 2006). Kann eine asymptomatische
oder symptomatische Leptospireninfektion bei Pferden durch eine einfache
Untersuchung entdeckt werden? Dazu wirden sich zum  Beispiel
Urinuntersuchungen der Pferde anbieten (Ellis et al., 1983; Morter et al., 1969;
Myers, 1976; Rocha et al., 2004; Wada et al., 2003). Vierteljahrlich eine Urinprobe
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oder einmal im Jahr drei Urinproben im Abstand von ein oder zwei Wochen, frisch
und gekuhlt direkt an das Labor zur quantitativen Ermittlung von Leptospiren. Da es
sich bei einer Leptospireninfektion zunachst immer um eine systemische Erkrankung
handelt, wird es auch immer Pferde geben, die Leptospiren mit dem Urin
ausscheiden und dadurch eine Infektionsquelle fir andere Tiere und den Menschen
darstellen (Weese, 2002).

5.2 Schlussfolgerung

Es konnte eine einfache quantitative ,real-time“ PCR auf Basis der LUX™
Technologie entwickelt werden, die in ihrer Sensitivitat mit jeder bisher
beschriebenen Leptospiren-PCR konkurrieren kann. Der DNeasy® Blood & Tissue Kit
von der Firma Qiagen (Hilden) erlaubt mit geringen Modifikationen die DNA-
Extraktion von Leptospiren aus samtlichen biologischen Proben, selbst wenn nur
wenig Leptospiren in der Probe enthalten sind. Die entwickelten Primer fur die LipL32
Sequenz bilden ausschliel3lich ein spezifisches 433 bp PCR-Produkt mit der DNA
pathogener Leptospiren. Eine Inhibitionskontrolle ermdglicht die Wahrnehmung
falsch negativer PCR-Reaktionen. Die LUX™ PCR bietet eine gunstige Alternative zu
einer TagMan™ PCR und weitaus mehr diagnostische Sicherheit als eine ,real-time*
PCR mit dem interkalierenden Farbstoff SYBRGreen™ |. Die Anwendung der semi-
nested PCR erlaubt unklare gPCR-Reaktionen rasch und gtinstig abzuklaren und
eignet sich hervorragend als Labor interne Qualitatskontrolle.

Obwohl die Bedingungen nicht optimal waren, gelang der direkte Erregernachweis
mittels gPCR aus Glaskoérper- und Kammerwasserproben von der Klinik fir Pferde
der LMU, Minchen, in 126 Proben. Weitere Nachweise von Leptospiren-DNA in
Glaskorper- und Kammerwasserproben aus anderen Pferdekliniken Deutschlands
und der Schweiz, in Nierenproben von drei Hausratten, der Urinprobe eines Hundes
sowie der Urinprobe und einer Serumprobe zweier Menschen zeigt die Einsatzbreite
und Qualitat der gPCR fur die Routinediagnostik. Es wird deutlich, dass sich fir die
Labordiagnose der Einsatz einer PCR fur den direkten Nachweis von Leptospiren in
jeder Hinsicht lohnt.
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6 Zusammenfassung

Es war das Ziel, fur die Routinediagnostik eine quantitative ,real-time“ Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR), auf Basis der ,Light Upon eXtension“ (LUX™) Technologie,
zum Nachweis der Deoxyribonucleinsaure (DNA) pathogener Leptospiren in
biologischen Proben zu entwickeln. Als Zielsequenz wurde das LipL32 Gen auf
Chromosom | ausgewahlt. Eine interne gPCR-Inhibitionskontrolle wurde entwickelt,
um falsch negative PCR-Ergebnisse zu erkennen. Fir die Bestimmung der
Genomagquivalenten von Leptospiren in einer Probe wurde eine Standardkurve
verwendet. Dazu wurde das PCR-Produkt der Zielsequenz kloniert und eine
Verdinnungsreihe des erhaltenen Plasmides erstellt. Eine semi-nested PCR wurde
fur eine schnelle und einfache Bestatigung des erhaltenen gPCR-Produktes
entwickelt.

Die Spezifitat der LUX™ gPCR erwies sich als nahezu 100% nachdem eine Vielfalt
an relevanter Kontroll-DNA mit negativem Ergebnis getestet wurde. Die Bildung von
Primerdimeren ist minimal und beeinflusst das Testergebnis nicht. Die entwickelten
LipL32 Primer weisen ausschlie3lich DNA pathogener Leptospiren nach und kénnen
dabei jede Genospezies erkennen. Die Primer sind sowohl fir eine konventionelle
PCR als auch nach Markierung des ,forward“ Primer mit einem Fluoreszenzfarbstoff
fur eine LUX™ gPCR geeignet. Fur die DNA-Extraktion wurde das Protokoll des
Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit selektiert und optimiert. Die Nachweisgrenze
der LUX™ gPCR betragt < 10 Genomkopien von Leptospiren pro Reaktion.

Im Zusammenhang mit der Diagnostik der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU)
wurden 271 Glaskorper- und 234 Kammerwasserproben von Pferden auf die
Prasenz von DNA pathogener Leptospiren mit der LUX™ gPCR untersucht.
Gleichfalls wurden die Proben auf das Vorhandensein intraokularer Antikdrper gegen
Leptospiren mit einem mikroskopischen Agglutinationstest (MAT) uUberprift. Bei
negativem MAT-Ergebnis wurde zudem ein ,Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay"
(ELISA) durchgefiihrt. Mit ausgewahlten Proben aus erkrankten Pferden mit ERU-
Symptomatik wurde eine Isolierung vermehrungsfahiger Leptospiren versucht.
Insgesamt reagierten 126 Proben von Pferden mit einer Augenverénderung in der
LUX™ gPCR positiv. In 100 pl bis 1 ml Augenflissigkeiten der Pferde waren
mindestens 20 bis 8.552.000 Leptospiren enthalten. Es bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem direkten Erregernachweis und dem Vorliegen von
diffusen Glaskorpertribungen, Glaskorpereinlagerungen, Prazipitaten auf der
Linsenrtckflache und/oder Netzhautfalten. Die breite Anwendungsmoglichkeit der
neuen und kostenginstigen LUX™ gPCR hat sich bereits bei einem Zoonosefall,
ausgelost durch infizierte Hausratten, bewéhrt. Der Nachweis von DNA pathogener
Leptospiren gelang auch im Urin von einem an Leptospirose erkrankten Hund und
einem Menschen sowie im Serum eines weiteren Patienten.
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6.1 Summary

Development of a quantitative PCR for the detection of DNA from pathogenic
leptospires in vitreous- and aqueous humor samples of horses

The aim was to develop a quantitative real-time polymerase chain reaction assay
(qPCR) for routine diagnostics, based on Light Upon eXtension (LUX™) technology,
to detect the existence of deoxyribonucleic acid (DNA) from pathogenic leptospires in
biological samples. The LipL32 gene on chromosome | was chosen as the target
sequence. An internal gqPCR inhibition control was developed in order to detect
negative PCR results. A standard curve was used to determine the genome
equivalents of leptospires in a sample. For this, the PCR product of the target
sequence was cloned and a dilution series of the plasmids that were obtained was
created. A semi-nested PCR was developed for a quick and simple confirmation of
the gPCR product that was obtained.

Once a great number of relevant control DNA had been tested with negative results,
the specificity of the LUX™ gPCR proved to be almost 100%. The creation of primer
dimers is minimal and does not influence the test results. The LipL32 primers that
were developed provide evidence exclusively of DNA from pathogenic leptospires
and can thereby identify each genospecies. The primers are suitable both for a
conventional PCR and, after marking the forward primer with a fluorescent dye, for a
LUX™ gPCR. For the DNA extraction, the protocol of the Qiagen DNeasy® Blood &
Tissue Kit was selected and optimized. The detection limit of the LUX™ gqPCR
constitutes < 10 genome copies of leptospires per reaction.

In connection with the diagnostics of the equine recurrent uveitis (ERU), 271 vitreous-
and 234 aqueous humor samples from horses were examined with the LUX™ qPCR
for the presence of DNA from pathogenic leptospires. Likewise, with a microscopic
agglutination test (MAT), the samples were examined for the presence of intraocular
antileptospiral antibodies. When the MAT results were negative, an enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) was also conducted. An attempt was made to isolate
leptospires that are capable of replication, using selected samples from diseased
horses with ERU symptoms. Altogether, 126 samples from horses with an eye
change reacted positively in the LUX™ gPCR. 100 ul to 1 ml of eye fluid from the
horses contained at least 20 to 8,552,000 leptospires. There was a significant
correlation between a direct proof of the pathogen and the existence of vitreous
opacities, vitreous exudates, precipitates on the posterior lens surface and/or retina
folds. The broad applications of the new and inexpensive LUX™ gPCR has already
proven itself in a case of zoonosis, which was caused by infected house rats. It was
also possible to detect DNA from pathogenic leptospires in the urine of a dog and a
human being who were diseased with leptospirosis, as well as in the serum of yet
another patient.
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