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I. Einleitung

Leptospirose ist eine weltweit auftretende ZoonofeEVETT, 2001;
GOLDSTEIN et al., 2006). Sie wird durch Spirochats Genuseptospira (L.)
hervorgerufen, das mehr als 200 Serovare besitBVEATT, 2001). Die
pathogenetische Bedeutung der einzelnen Serovaneig bekannt (BALDWIN

& ATKINS, 1987). Bis etwa 1960 trat die Leptospieodei Hunden in
Deutschland, hervorgerufen durch die Serovare ¢&eénhageni und canicola,
relativ haufig mit den Symptomen einer akuten aidrakuten Hepatitis und/oder
eines Nierenversagens auf (BROWN et al., 1996}d&ei weitflachig bivalente,
serovar-spezifische Impfstoffe gegencopenhageni undcanicola in Europa und
den USA eingesetzt werden, hat die Pravalenz denea Leptospirose deutlich
abgenommen (RENTKO et al., 1992). Diese Impfstaifiuzieren jedoch keine
Immunitat gegen Serovare, die anderen Serogruppgehéren. In den letzten
funfzehn Jahren trat die Leptospirose in Deutschlémotz Imfpung wieder
vermehrt auf. Auch in der Humanmedizin ist sie kdle in die Klasse der
.Leemerging infectious diseases” aufgenommen word®ESLIN, 1997,
LEVETT, 2001; JANSEN et al.,, 2005). Vermutlich widle Bedeutung und
Haufigkeit der Leptospirose beim Hund daher unteita.

Ziel dieser kumulativen Arbeit, die zwei Publikatem umfasst, war eine
retrospektive Auswertung deKrankenakten von 337 Hunden mit klinischem
Verdacht einer Leptospirose, die in der Zeit vonuda 1990 bis Dezember 2004
in der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maxilians-Universitat in
Minchen vorgestellt wurden und deren Seren auf k@rper gegen acht
Leptospiren-Serovare untersucht wurden. Dabei wurdke &tiologischen
Serovare der 42 Hunde mit der Diagnose ,Leptospir@eziiglich Anamnese,
klinischer Symptome, Laborveranderungen und Uberisbkeit verglichen.
Weiterhin wurde ermittelt, gegen welche Serovared@m Hundepopulation in
Suddeutschland hauptséachlich Antikérper vorhanded, b es diesbeziglich
Rasse-, Geschlechts- oder Alterspradispositionenugid ob dieselben Serovare

auch bei den Hunden vorkommen, die an Leptospedsankt sind.
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[I. Literaturibersicht

1. Atiologie der caninen Leptospirose

Die Kklinischen Symptome der Leptospirose wurden 618Bs erste Mal
beschrieben (WEIL, 1886). Zwei Jahre spater wurndektkrankung nach ihrem
Entdecker als ,Weil'sche Erkankung“ benannt (FIER,B988).

1.1. Morphologie der Leptospiren

Leptospiren sind gramnegative, helikal gewundene, ewdgliche
Schraubenbakterien mit hakenférmig eingebogenem kdepfartig verdickten
Enden. Sie haben einen Durchmesser von 0,1 — 0,2ndnje nach Anzahl der
Windungen, eine Lange von 6 — 20 pm (ZUELZER, 19K&THE &
MOCHMANN, 1967; PLANC & DEAN, 2000; LEVETT, 2001pie Leptospiren
bestehen aus zwei zentralen Axialfilamenten, did,sbhne zu tberlappen, von
beiden Enden gegen die Mitte der Zelle ausdehng& KBLOWSKI & EAVES,
1955; BIRCH-ANDERSON et al., 1973). Um die Achst&rfiente sind eine
Protoplamaspirale sowie eine zytoplasmatische Hidieickelt. Da eines oder
beide der Enden der Leptospiren gebogen sind, kosmet,kleiderbtigel-* oder
.Spazierstockahnliche®* Form zustande (FAINE & VALENE, 1984).
Leptospiren haben aufgrund ihrer Struktur und Bewekeit ein typisches
Erscheinungsbild im Phasenkontrast- und Dunkelféddcmskop (LEVETT,
2001). Die Bakterien sind aktiv beweglich und kémseh um ihre eigene Achse
drehen sowie spiralférmige Vor- und RuUckwartsbewsgun durchfihren
(ZUELZER, 1918; SELBITZ, 2006). Die Lipopolysaccite der Hulle sind
ahnlich der anderer gram-negativer Bakterien zusamgesetzt, haben jedoch
eine niedrigere endotoxische Aktivitat (LANGSTON &EUTER, 2003;
GREENE et al., 2006; SELBITZ, 2006).

Leptospiren sind obligat aerobe Bakterien, die #peedien und -bedingungen
zur Kultivierung bendgtigen, jedoch nicht so schvgemnzuziichten und am Leben
zu erhalten sind wi@reponema- undBorrelia-Arten (LANGSTON & HEUTER,
2003; GREENE et al, 2006; SELBITZ, 2006). Die ople
Wachstumstemperatur fir Leptospiren liegt bei 28 30 °C, Vermehrung ist
jedoch auch zwischen 13 und 40 °C moglich. Diesdidtme erklart das typische
Auftreten der Leptospirose in den spaten Sommerd wherbstmonaten
(SIMPSON et al., 1998).



Il. Literaturiibersicht 3

Um das Uberleben in der Umwelt zu gewahrleisten, rdeu eine
Mindesttemperatur von 18 °C ermittelt (ZUELZER, 891KATHE &
MOCHMANN, 1967; PLANC & DEAN, 2000; LEVETT, 2001)Leptospiren
konnen ihren Energie- und Kohlenstoffbedarf nur Basduren und Alkoholen
beziehen. Weiterhin benétigen sie Fettsduren alsst@at fur den Aufbau der
Zytoplasmamembran, da langkettige Fettsduren seilasit neu synthetisiert
werden koénnen (PLANC & DEAN, 2000; LEVETT, 2001)ieDVermehrung
erfolgt durch Zweiteilung bei einer Generationsxeih sieben bis zwdlf Stunden.
Das Wachstum ist meist sehr langsam, und die Ketting dauert teilweise bis
zu 13 Wochen (LEVETT, 2001).

1.2. Tenazitat

Die Tenazitat der Leptospiren ist insgesamt sehingeBei feuchter Umgebung,
leicht alkalischem pH-Wert und Temperaturen Ubef@8&ind sie in der Lage, im
Boden bis zu sechs Wochen und im Wasser Uber doxialM zu Uberleben
(SIMPSON et al., 1998).

Leptospiren sind gegen Austrocknung und pH-Werterud,8 oder tber 8,0 sehr
empfindlich. Aus diesem Grund geht vom sauren Wiar Carnivoren ein
geringeres Infektionsrisiko aus als von dem leidikalischen Urin der
Herbivoren. Da jedoch, je nach Wassergehaltes dérgiEhes, der Urin oft rasch
verdinnt wird und sich so die Bedingungen fir dieptospiren verbessern,
konnen die Leptospiren auch Uber den sauren Harirldeschfresser verbreitet
werden (FAINE et al., 1999; PLANC & DEAN, 2000). igg und Mitarbeiter
(1969) stellten eine positive Korrelation zwischdam Wassergehalt des Bodens
und der Befallsrate von Mausen mit Leptospirosen fEWIGG et al., 1969).

Bei Korpertemperaturen von 41 — 42 °C gehen dietdsgpren zugrunde. Bei
Temperaturen Uber 56 °C werden Leptospiren innkenah zehn bis 35 Minuten,
bei Einwirkung von Sonnenlicht innerhalb von eirs lmwei Stunden getotet.
Gegen Kalte sind sie jedoch recht unempfindlichngige Desinfektionsmittel
fuhren zur raschen Abtétung (ROLLE, 2006).

1.3. Taxonomie

Die Familie der Leptospiraceae beinhaltet die Gattungeneptospira und
Leptonema. Aufgrund &hnlicher Morphologie wurden diese baidgattungen,
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neben den Gattunge®pirochaeta, Treponema, Borrelia und Brachyspira, der
OrdnungSpirochaetales zugeordnet (JOHNSON & FAINE, 1984).

Die Klassifizierung der Leptospiren ist sehr komxplend basierte vor 1989 nur
auf den ,serologischen* Eigenschaften, wahrend &ieute auch nach
molekulargenetischen Eigenschaften erfolgt (JOHNS®NRAINE, 1984). Die
beiden Klassifizierungen fihren zu unterschiedliclignteilungen. Da zur Zeit
der Nachweis meist durch den Mikroagglutinatiortst@®8AT) erbracht wird,
benutzt man im Moment noch lUberwiegend die serstbg Klassifizierung. Sie
ist auch in dieser Dissertation zugrunde gelegt.

1.2.1. Serologische Klassifizierung

In der serologischen Klassifizierung wird die Gagu.eptospira in die beiden
Spezies Leptospira interrogans, die alle pathogenen Stamme enthélt, und
Leptospira hiflexa, die alle saprophytadren, apathogenen Stdmme beshhalt
unterteilt (ABDUSSALAM et al., 1965; JOHNSON & FAH 1984;
STALLMAN, 1984).

Die Unterscheidung der beiden Spezies erfolgt ashlol@s Wachstumsvermégens
bei 13 °C und in Gegenwart von 22&/ml 8-Azaguanin (LEVETT, 2001).
AulRerdem bildetL. interrrogans in einer 1-molaren NaCl-Lésung spharische
Zellen, wozuL. biflexa nicht in der Lage ist (LEVETT, 2001).

Die Unterscheidung der Serovare erfolgt aufgrund rscl@edener
Oberflachenantigene mit Hilfe des MAT (DIKKEN & KME/, 1978;
JOHNSON & FAINE, 1984; KMETY & DIKKEN, 1993). Serave mit
ahnlichen Antigenstrukturen werden dabei in Serpgem zusammengefasst.
SpeziesL. interrogans besitzt 202 Serovare in 23 Serogruppen (JOHNSON &
FAINE, 1984; KMETY & DIKKEN, 1993). Davon sind eigé Serogruppen mit
ihren Serovaren fur den Hund von Bedeutung (Taldgli®®IKKEN & KMETY,
1978; BREM et al., 1999).

1.2.2. Molekulargenetische Klassifizierung

Phylogenetische Verwandschaftsverhéltnisse, diehd\Mergleich der 16S- und
23S-rRNA aufgestellt wurden, haben in jungster Ze#u einer

molekulargenetischen Klassifizierung der Leptospigefuhrt (PEROLAT et al.,
1990; RAMADASS et al, 1990; RAMADASS et al.,, 1992Mit dieser

Klassifizierung kénnen serologisch identische Isplalie allerdings genetische
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Unterschiede sowie Unterschiede in ihrer Lipopatgbarid-Zusammensetzung,
Pathogenitat und Epidemiologie aufweisen, als soteedliche Organismen
angesehen und in verschiedene Spezies oder Gattuemgeteilt werden
(MARSHALL, 1992).

Tabelle 1: Serologische Klassifizierung mit den haufigstemo§muppen und
ihren Serovaren, die beim Hund von Bedeutung simod(fiziert nach DIKKEN
& KMETY, 1978; BREM et al., 1999).

Serogruppen Serovare
| cterohaemorrhagiae copenhageni
Canicola canicola
Grippotyphosa grippotyphosa
Australis bratislava
australis
Pomona pomona
Sgroe saxkoebing
sgro
hardjo
Autumnalis autumnalis
Bataviae bataviae
Tarassovi tarassovi

Diese Art der Klassifizierung unterscheidet achthpgene I(. borgpetersenii, L.
fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L.
welilii) und vier apathogene Genospeziés [fiflexa, L. meyeri, L. parva, L.
wolbachii) (RAMADASS et al., 1992; PEROLAT et al., 1998).rRdunde sind
die beiden Speziek. kirschneri und L. interrogans sensu stricto mit einigen

Serovaren von pathogener Bedeutung (Tabelle 2) (REH et al., 1990).
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Tabelle 2: Molekulargenetische Klassifizierung in zwei Gergmps mit ihren

Serovaren, die beim Hund von Bedeutung sind (n@diti nach PEROLAT et

al., 1990).

Genospezies Serogruppe Serovare
kirschneri Grippotyphosa grippotyphosa
interrogans sensu stricto Icterohaemorrhagiae | copenhageni
icterohaemorrhagiae
Canicola canicola
Pomona pomona
Sgroe saxkoebing
sgjroe
hardjo
Bataviae bataviae
Autumnalis autumnalis
Australis australis

2. Epidemiologie der caninen Leptospirose

Die Leptospirose ist eine weltweit vorkommende Zus® Infektionen beim
Menschen und vielen anderen Spezies gehen memikt dider indirekt von
wildlebenden Tieren oder Haustieren aus, die alsgerreservoir dienen (FAINE
et al., 1999; PLANC & DEAN, 2000).

2.1. Wirtsspektrum und Reservoire

Das Wirtsspektrum der Leptospiren umfasst neberg&iwen und Menschen
auch Reptilien, Amphibien und Végel (VAN DER HOEDEN66; FAINE et al.,
1999). Jedes Serovar besitzt mindestens einen nenim&irt (Tabelle 3), der als
Reservoir fiir den Erreger dient und das UberlebamLeéptospiren sichert, und
mehrere Nebenwirte (HEATH & JOHNSON, 1994; STEGHE#R et al., 1999).
Als Hauptwirte fungieren haufig wild lebende NagemDiese sind
hochempfanglich, zeigen in der Regel nur eine milder keine Erkrankung und
kénnen den Erreger Giber Monate oder teilweise segp@nslanglich ausscheiden
(BALDWIN & ATKINS, 1987; FAINE et al.,, 1999; LEVETT 2001). Im
Gegensatz dazu erkranken Nebenwirte oft schwersehdiden den Erreger nur

kurz aus (RENTKO et al., 1992; HEATH & JOHNSON, 29BOLIN, 1996).
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Nebenwirte koénnen jedoch auch subklinisch infiziegin (SONGER &
THIERMANN, 1988).

Bei der ,klassischen Hundeleptospirose®, die dukchcanicola hervorgerufen
wird, sind hauptsachlich der Hund und andere hutideaSauger Hauptwirte. Bei
der Weil schen Krankheit, die durthcopenhageni verursacht wird, ist der Hund
Nebenwirt und die Ratte Hauptwirt (STEGER-LIEB kbt 4999; BOLIN & ALT,
2001). Studien ergaben, dass etwa 8 % der klirgeslinden Hunde Leptospiren
Uber den Urin ausscheiden (VAN DEN BROEK et al.9L9HARKIN et al.,
2003b). Serovahardjo hat v. a. Wiederkauer wie Schafe und Rinder atagmen
Wirt (GERRITSEN et al., 1994; BOLIN & ALT, 2001).

Tabelle 3 Haufigste Leptospirenserovare, die Hunde infeagr mit ihren
Hauptwirten (modifiziert nach WOHL, 1996; GREENEakt 2006).

Serovar Hauptwirte

bratislava Ratte, Schwein, Pferd, Igel

canicola Hund

hardjo Wiederkauer

copenhageni Ratte

pomona Rinder, Schwein, Skunk, Opossum

autumnalis Maus

bataviae Hund, Ratte, Maus

grippotyphosa Wihlmaus, Waschbéar, Skunk, Opossum,
Bisamratte

ballum Maus

Pferde sind groR3tenteils mit dem Serobeatislava infiziert (CERRI et al., 2003)
und Schweine mit den Serovaneomona undbratislava (VICENTE et al., 2002;
JANSEN et al.,, 2007). Bei Katzen gibt es nur eineelFallberichte uber
Erkrankungen durch Leptospiren (REES, 1964; CARIEDSl., 1971; MASON et
al., 1972; BRYSON & ELLIS, 1976; REILLY et al.,, 199 LANGSTON &

HEUTER, 2003). Verschiedene Studien fanden Antikdigegen Leptospiren bei
acht bis 16 % gesunder Katzen, hauptsachlich gegsnSerovahardjo und

grippotyphosa (DICKESON & LOVE, 1993; AGUNLOYE & NASH, 1996;
MYLONAKIS et al.,, 2005). Ungewdhnlich viele Katze(85 %) hatten in
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Griechenland Antikérper gegen Leptospiren, hauplgét gegen die Serovare
autumnalis undaustralis (MYLONAKIS et al., 2005). Kleine Séugetiere sing d
bedeutsamsten Reservoire fur Leptospiren (DEDIRIet1993; FAINE et al.,
1999; PLANC & DEAN, 2000; ADLER et al., 2002). D&grovargrippotyphosa
wird typischerweise durch Wihliméausaryicolidae) verbreitet (KMETY, 1955).
Da Ratten neben dem Serovaopenhageni auch viele andere Serovare
beherbergen, spielen diese Nager die groRte Ralleler Ubertragung der
Leptospirose. VINETZ und Mitarbeiter (1996) fandem Baltimore bei einer
Untersuchung in 19 von 21 untersuchten Ratten Ilsppten (VINETZ et al.,
1996). SUNBUL und Mitarbeiter (2001) fanden in de@tirkei bei einer
Untersuchung von 59 norwegischen Wanderratten Bdi % Leptospiren-DNA
in den Nieren und bei 16,9 % in Gehirnproben (SUMNRUal., 2001).

Fur Hirsche wird die Rolle in Europa als ReservyoirLeptospiren als eher gering
eingestuft (TWIGG et al., 1969; CERRI et al., 20d@3as Wildschwein hingegen
ist offenbar haufig Trager und Ausscheider von bspiren. Zwolf — 18 % der
Tiere haben Antikorpertiter gegen die Seroviaomona oder bratislava, fur die
beide das Schwein der Hauptwirt ist (VICENTE et @002; JANSEN et al.,
2007). Feldhasen zeigten in mehreren Untersuchurgiean hohen Anteil
seropositiver Reagenten, besonders gegen das Bejoppotyphosa. Jedoch
schwankte der Anteil jahreszeitlich und zwischenrsgkiedenen Revieren
betrachtlich zwischen funf und fast 40 WARTMAN & BROEKHUIZEN, 1980;
EBANI et al., 2003; WINKELMAYER et al., 2005).

Vogel, die experimentell mit Leptospiren infiziesurden, erkrankten nicht an
Leptospirose und wurden auch nicht zu Ausscheid@ndiesen Tieren konnten
lediglich Antikdrper gegen Leptospiren festgestaltrden. Vermutlich kdnnen
aber Jungvbgel an Leptospirose erkranken (TORTENalgt 1965). Unter
natlrlichen Bedingungen werden bei Vdgeln nur selfntikdrper gegen
Leptospiren festgestellt (KMETY, 1955; HOWARTH & REA-GUERRA,
1958; TORTEN et al., 1965). Wasservogel konnen gbdovochenlang
Leptospiren ausscheiden und so fur die Verbreituog Leptospirose sorgen
(DEDIE et al., 1993).

Wechselwarme Tiere wie Eidechsen, Schildkroten|ghgen und Kroten wurden
ebenfalls als Reservoirwirte beschrieben (WHITEG39PLESKO et al., 1964;
MARCUS, 1971; GLOSSER et al., 1974; EVERARD et 8#083). Experimentell
wurden auch Fische infiziert (VAN DER HOEDEN, 1966AN DER HOEDEN
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et al., 1967; FAINE et al., 1999; SELBITZ, 2006)ieBe kdonnen als Vektoren
dienen, wenn sie aus verunreinigten Gewassern komgire Reservoirfunktion
bei Fischen ist nicht bekannt (EULENBERGER et2002).

2.2. Ubertragung

Das Leben und die Verbreitung der Leptospiren wrdder Natur Uber eine
chronische Infektion der Nierentubuli der primarewirte gesichert
(BABUDIERI, 1958). Nebenwirte spielen fir die Auétgerhaltung von
Infektionszyklen nur eine untergeordnete Rolle, si@ im Vergleich zu
Reservoirwirten die Leptospiren meist nur wenigegdaund nur in
Ausnahmefallen mehrere Wochen ausscheiden (KATHE@CHMANN, 1967;
BOLIN, 2003). Infizierte Tiere scheiden den Erregauptsachlich tber den Urin
aus (LANGSTON & HEUTER, 2003), aber auch Uber Spalic Milch,
Fruchtwasser, Nachgeburten und Sperma (DURA, 1988).Urin werden
wahrend der ersten Wochen der Infektior? 1@ptospiren pro Milliliter Urin
ausgeschieden. Zur Infektion werden nur wenige dsgpten benétigt (HEATH
& JOHNSON, 1994). Leptospiren werden auch UberMikeh ausgeschieden,
insbesondere bei Mastitiden (ELLIS et al., 1976;ADMWVAL et al., 1996). Die
Ausscheidung tber die humane Muttermilch ist edinbeeschrieben (BOLIN &
KOELLNER, 1988).

Leptospiren konnen direkt oder indirekt Ubertragerden. Die direkte
Ubertragung findet tiber den Deckackt, transplazeiiteer Bisswunden oder tiber
Ingestion von infiziertem Gewebe statt (FAINE et d1999; LEVETT, 2001).
Eine indirekte Ubertragung des Erregers ist durdh Wrin kontaminiertem
Wasser, Erde, Nahrung und Einstreu maoglich. Leptespvurden auch in Fléhen
und Zecken nachgewiesen (MICHNA, 1970) und koénnarchd diese sowohl
horizontal als auch vertikal Ubertragen werden (BI®ORFER, 1956). Die
Wahrscheinlichkeit einer indirekten Ubertragungtist so groRer, je besser die
Umweltbedingungen fir das Uberleben der Leptospgied. Optimal sind ein
neutraler bis leicht alkalischer pH-Wert, ruhigeteosich langsam bewegendes,
warmes Wasser oder auch Erde (GREENE et al., 20@f@ktionen bei Mensch
und Tier erfolgen meist Uber den Kontakt von Hautden oder Schleimhduten
mit erregerhaltigen Sektreten oder FlussigkeiteRB, 1993; FARR, 1995;
FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). Schleimhaute vdtase, Maul und
Konjunktiven sowie Mikrolasionen, besonders im Zshisnzehenbereich, gelten
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als Haupteintrittspforten. Der Magen-Darmtrakt &pgéne untergeordnete Rolle,
da die Erreger durch die Sdure im Magen abget@eien (FREUDIGER, 1997).
Tiere, die die Infektion Uberstanden haben, konileer Monate intermittierend
Leptospiren tber den Urin ausscheiden (BAL etl®94).

2.3. Geographische Verbreitung

Leptospirose ist eine weltweit verbreitete Erkramiku Die Inzidenz der
Leptospirose ist in LAndern mit warmen, feuchtemmita aufgrund der Vorliebe
der Leptospiren fur diese Eigenschaften deutlichenfals in der geméaRigten
Zone (EVERARD & EVERARD, 1993; RATNAM, 1994). Dieirgelnen
Serovare haben in den verschiedenen Regionen ewrsaohiedlich starkes
Vorkommen (Tabelle 4) (BALDWIN & ATKINS, 1987; DURAL993).

Dies hangt vom Wanderverhaltern der Erregerreser\(@i a. Ratten oder Mause)
ab (DURA, 1993).

Das Serovarspektrum und die -haufigkeit konnen sicAbhangigkeit von der
Verbreitung der Reservoirwirte selbst sehr kleinméguunterscheiden und auch
kurzfristig wechseln (SCHWARZ, 1960EBANI et al.,, 2003). Twigg und
Mitarbeiter (1969) sprechen von einer von Biotop Biotop wechselnden
Serovarverteilung (TWIGG et al, 1969). In USA koemm momentan
hauptsachlich die Serovageippotyphosa, pomona und bratislava vor (ADIN &
COWGILL, 2000; RIBOTTA et al, 2000a; PRESCOTT et, a2002;
BOUTILIER et al.,, 2003; WARD et al., 2004; GOLDSTElet al., 2006;
GHNEIM et al., 2007). In den letzten Jahren hathagi@s Serovaautumnalis an
Bedeutung gewonnen (PRESCOTT et al., 2002; GOLDNTEDO5).

In Asien sind die Serovaresgiroe (Korea) und cynopteri (Mongolei)
vorherrschend (ODONTSETSEG et al., 2005; JUNG et 2008). In Polen
dominiert bei Hunden das Serowajroe (KRAWCZYK, 2005).
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Tabelle 4: Ubersicht, tber die am haufigsten vorkommendentdsgiren-

Serovare bei Hunden mit Leptospirose in den veesidnien geographischen

Regionen.

Region Jahr |Fall- |pradominierendes Serovar

(Literaturangabe) zahl

Kalifornien, USA 2007 42 pomona

(GHNEIM et al., 2007)

Queensland, Australien 2007 40 australis

(MILLER et al., 2007)

Cornell, USA 2006 55 grippotyphosa

(GOLDSTEIN et al., 2006) pomona

Indiana, USA 2004 40 grippotyphosa

(WARD et al., 2004)

lllinois, USA 2003 15 grippotyphosa

(BOUTILIER et al., 2003)

Ontario, USA 2002 31 autumnalis

(PRESCOTT et al., 2002) bratislava

Californien, USA 2000 36 pomona

(ADIN & COWGILL, 2000) bratislava

Quebec, USA 2000 19 grippotyphosa

(RIBOTTA et al., 2000a) pomona

Ontario, USA 1999 18 grippotyphosa autumnalis

(PRESCOTT et al., 1999)

New York, USA 1998 36 grippotyphosa, pomona

(BIRNBAUM et al., 1998)

New Jersey/Michigan, USA | 1996 17 NJpomona

(HARKIN & GARTRELL, grippotyphosa

1996) M: pomona

autumnalis

grippotyphosa

2.4. Bedeutung als Zoonose

Leptospirose ist weltweit die am weitesten verleteitZoonose (WHO, 1999;
JANSEN et al., 2005; SEHGAL, 2008). Sie wurde in damanmedizin kirzlich
in die Klasse der ,reemerging infectious diseasasfgenommen (MESLIN,
1997; LEVETT, 2001; JANSEN et al., 2005). Unterswopen aus Asien
(LAROCQUE et al., 2005) und Latein-Amerika (SARKARt al., 2002;

JOHNSON et al.,, 2004; SEGURA et al., 2005) zeigdass Leptospirose ein
ernstzunehmendes Gesundheitsproblem darstellt. Rlbwbe Erkrankung

aufgrund der unspezifischen Symptome unterdiagriesti wird, wurden

beispielsweise 1999 in China 500 000 und in BexsiR8 000 Leptospirosefalle
gemeldet (VINETZ, 2001). Die Lander Brasilien, Badbs und Neukaledonien
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gehdren mit mehr als 100 Neuerkrankungen pro 1@ HAwohner im Jahr zu
den Landern mit der héchsten Inzidenz (WHO, 1999).

In Deutschland ist die Pravalenz der humanen Leptwse aufgrund der
klimatischen Verhéltnisse wesentlich niedriger mmathm in den Jahren 1962 bis
1997 stetig ab. In den Jahren 1998 bis 2003 sieegedoch wieder auf 0,06 pro
100 000 Menschen an (JANSEN et al., 2005). Diesl airf eine Vergrof3erung
der Rattenpopulation, das Wiederaufleben der canimptospirose, vermehrtes
internationales Reisen sowie auf haufigeren Aufalhth der Natur zuriickgefiihrt
(JANSEN et al., 2005). Von 102 Féallen humaner Lspt@se in Deutschland in
den Jahren 1998 bis 2003 wurden 30 % durch behmefidcontakt, 30 % durch
Freizeitaktivitdten im Freien, 37 % durch interpatile Reisen und 31 % durch
direkten Kontakt mit Ratten oder Hunden ausgeld8NSEN et al., 2005). Die
Pravalenz der verschiedenen Leptospirenserovaren béenschen reflektiert
generell die der Tiere, mit denen die Menschen inekten oder indirekten
Kontakt kommen. Friher war das Serovapenhageni das meist diagnostizierte
Serovar in der Humanmedizin (PRESCOTT et al., 1991)neueren Studien
waren bei 62 % der Leptospirosefalle in Deutschlamech Serovare der
Serogruppelcterohaemorrhagiae die infektiosen Serovare, gefolgt von den
SerogrupperCanicola und Grippotyphosa mit je 9 % (JANSEN et al., 2007). In
den USA hingegen uberwiegt in der Humanmedizin SkeogruppeAutumnalis
(41 %), gefolgt voricterohaemorrhagiae (25 %) (LEVETT, 2003).

Neben Personen, die Kontakt zu Tieren haben, habeim die, die in Seen baden
oder sonstigen Wassersport betreiben, ein erhoRis&ko mit Leptospiren
infiziert zu werden (JEVON et al.,, 1986; MUMFORD98DB; SHAW, 1992).
Arbeiter in landwirtschaftlichen Betrieben oder &@dhlachthtfen sind ebenfalls
pradisponiert, auch mit anderen Serovaren wie zweispiel L. pomona oder
hardjo in Kontakt zu kommen (HEATH & JOHNSON, 1994; CAMBAOLO et
al., 2000).

3. Pathogenese der caninen Leptospirose

Der genaue Mechanismus, wie Leptospiren zur ErkmagKihren, ist noch nicht
hinreichend erforscht. Es sind einige Virulenzfaktobekannt, deren Bedeutung
in der Pathogenese jedoch, bis auf einige Ausnahmenh ungeklart ist
(LEVETT, 2001).
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3.1. Virulenzfaktoren

Die Virulenzfaktoren bestehen hauptsachlich ausniesx wie Hamolysinen und
Glykolipoproteinen, und Adhasinen, wie z. B. Fibegtin und
Lipopolysacchariden (LEE et al., 2002). Die Hamolgs zéhlen zu den
wichtigsten Toxinen. In diese Gruppe fallen die $fifmlipasen, zu denen unter
anderem auch die Sphingomyelinasen gehdren. Phgspden greifen
phospholipasehaltige Membranen, wie z. B. Erytht@ayembranen an und
fuhren zur Zytolyse (KASAROV, 1970; TROWBRIDGE etl.,a1981;
THOMPSON & MANKTELOW, 1986).Leptospira ballum, hardjo, pomona und
tarassovi besitzen das Hamolysin Sphingomyelinase (BERNHERVE BEY,
1986; DEL REAL et al.,, 1989). Neben der hamolytesthwird diesem eine
zytotoxische Aktivitat auf Endothelzellen zugespreie. Die genaue Rolle der
Sphingomyelinase in der Pathogenese ist jedoch neeitgehend ungeklart
(BERNHEIMER & BEY, 1986; LEE et al., 2002). Das 8ear lai besitzt ein
Hamolysin (SphH), welches Uber porenbildende Pmetezur Hamolyse und
Zytotoxizitat fuhrt. Dieses Hamolysin besitzt wed@&hospholipase- noch
Sphingomyelinaseaktivitat. Seine Wirkung konnte eskpentell durch
Verabreichung von Kaninchenserum gegen SphH nendlwerden (LEE et al.,
2002).

Die Hamolysine mancher Serovare fiihren nur spdaieseayig zur Hamolyse. So
wirkt beispielsweise das Seroyamona beim Rind hamolytisch (SPRADBROW
& SEAWRIGHT, 1963), beim Hamster jedoch nicht (ABIRUSLEIGHT, 1965).
Serovarballum hingegen fuhrt beim Hamster zur Hamolyse, jedocihtrbeim
Rind. Wahrscheinlich liegt das daran, dass dieediven Spezies aufgrund des
unterschiedlichen Gehaltes an Phospholipasen in Eigthrozytenmembranen
verschiedenartig auf die unterschiedlichen phospaséartigen Toxine reagieren
(KASAROV, 1970).

Eine weitere Toxinklasse stellen die Glykolipopnoge dar. Sie wirken direkt
zytotoxisch, perforieren die Zellmembran, flhren mzu Austritt von
Zellinhaltsstoffen und schlie3lich zum Zelltod (\Net al., 1986). Dartuiberhinaus
hemmen sie spezifisch die Natrium-Kalium-Adenogifiosphatase (NeK™-
ATPase). Dies ist vermutlich fur den Kaliumverlustber die Nieren
verantwortlich (YOUNES-IBRAHIM et al., 1995; NAKO¥et al., 2000).

Neben den Toxinen gibt es noch weitere Virulenzfedt. Die &auf3eren
Membranproteine der Leptospiren enthalten Lipopatgbaride (LPS) sowie
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einige Lipoproteine (HAAKE, 2000). LPS sind sehrnimmnogen und fur die
Serovarspezifitdat verantwortlich (CHAPMAN et al.98B). Sie sind potente
Aktivatoren von Makrophagen und stimulieren, zusétz zu ihrer
phagozytierenden Fahigkeit, die Freisetzung vorrletkin 1 und Interferon
(ISOGAI et al., 1990). Weiterhin stimulieren LPS dhnheftungsfahigkeit von
neutrophilen Granulozyten an Endothelzellen undofitirozyten. Dies spielt
unter anderem eine Rolle in der Entwicklung vonohibozytopenien (ISOGAI et
al., 1997). Ein Adhasin, ein 24 kDa Lipoproteint zadem die Fahigkeit, an
Laminin, welches in Epithelzellen vorhanden ist,bmaden. In Zellen mit hohem
Laminingehalt ist die Adhasion und Virulenz dadudgutlich héher (BARBOSA
et al., 2006).

Die Penetration und Invasion von Geweben ist wélgistich aufgrund der
Beweglichkeit der beiden Axialfilamente und durche dFreisetzung von
Hyaluronidase moglich (MILLER et al., 1970). Einigeulente Stamme zeigen
eine Chemotaxis in Richtung Hamoglobin (YURI ef 4893).

Durch  Zerstérung der Bakterienzelle und damit Eghg der
Peptidoglykanschicht wird von peripheren mononuideé Blutzellen die
Produktion von TNFe induziert (CINCO et al., 1996). Es liegt eine posi
Korrelation zwischen dem TN&-Spiegel und der Schwere der Erkrankung vor;
je mehr Bakterien also zerstort werden, desto reeteiindung und Nekrose wird
hervorgerufen (TAJIKI & SALOMAO, 1996).

3.2. Organmanifestation

Die Leptospiren konnen zu Vaskulitiden in samtlich®rganen fuhren (DE
BRITO et al., 1992). Sie wurden in den Wanden vapikaren, mittelgrol3en und
groRen GefalRen nachgewiesen. Der genaue Mechanismieises zu einer
Vaskulitis kommt, ist nicht geklart. Vermutlich heb die Leptospiren einen
direkten toxischen Effekt auf die GefalBwande; eipezsll hierfur

verantwortliches Toxin, konnte jedoch bisher nicmichgewiesen werden
(DUTTA & CHRISTOPHER, 2005). Durch die Vaskulitisoknen in vielen

Organen, wie z. B. den Nieren, der Leber, dem Gehmd den Meningen,
Petechien und Ecchymosen entstehen.

Besonders hoch ist die Affinitat der Leptospirenda Tubulusepithelzellen der
Nieren. Dort vermehren sie sich und persistiereie. I2ptospiren wirken direkt

toxisch auf die Tubulusepithelzellen und es komantzegeneration und Nekrose
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der Zellen, zur fokalen Vaskulitis und zur Infiltien mit Lymphozyten. Das
entstehende Nierenversagen ist Folge des Tubuldsoh Es ist nicht immer
zusatzlich eine interstitielle Entztindung vorhand@fRR, 1995). Hypoxie
aufgrund einer renalen Ischamie ist eine weiterehtige Ursache fir ein
entstehendes  Nierenversagen. Hypovolamie und Hypote durch
Dehydratation sowie massive Blutungen oder Vaskelit konnen dies
hervorrufen (FARR, 1995; BROWN et al., 1996). Wiite kann es im
fortgeschrittenen Stadium durch Ablagerungen von tigem-Antikorper-
Komplexen zu einer Glomerulonephritis und somitemer Proteinurie kommen
(LEVETT, 2001).

Hunde mit leptospirosebedingten  Hepatitiden  kénnehochgradige
Leberfunktionsstorungen entwickeln. Meist liegemlgeh keine hochgradigen
Leberzellzerstérungen vor. Haufig ist eine intradtegche Cholestase vorhanden
(ARIMITSU et al., 1982). Die Aktivitat der Alaninanotransferase liegt haufig
im Referenzbereich, wahrend die der Alkalische Phatase sowie die
Konzentration des Bilirubins oft deutlich erhohtngi (LEVETT, 2001).
Histologisch sieht man milde degenerative Verdmgen der Hepatozyten,
Hypertrophie und Hyperplasie der Kupffer'schen etell Erythrophagozytose
sowie intrahepatische Cholestase (ARIMITSU et d982; DUTTA &
CHRISTOPHER, 2005). Chronische Hepatitiden wurdeowahl im
Zusammenhang mit dem Serogarppotyphosa (BISHOP et al., 1979) als auch
mit Serovaren der Serogruppestralis beschrieben (ADAMUS et al., 1997). Der
Pathomechanismus beim Hund ist noch nicht gekID®WMUS et al., 1997). In
der Humanmedizin geht man davon aus, dass der q@rimgult der Hepatozyten
zu Veranderungen der Zytoplasmamembran fuhrt. Atdgd kommt es
wahrscheinlich zur Bildung von Antikérpern gegee tepatozellulare Membran
und zur Sensibilisierung und Einwanderung von Lyoggen (THOMAS, 1993).
Weiterhin kommt es héaufig zur Hamolyse. Diese kamtweder direkt durch
Hamolysine oder sekundar immunbedingt durch auftitogyten anheftende
Leptospirenantigene verursacht werden (PRESCOTEI.,€1999).

Durch die Wirkung der Leptospirentoxine auf das gemparenchym kann eine
akute Lungenerkrankung entstehen. Aufgrund einekWMgis kann es zu einem
nichtkardialen Lungenddem durch Exudation von Fgkest kommen. In
seltenen Fallen entsteht eine akute Lungenblut@iBNBAUM et al., 1998).

Diese ist hauptsachlich auf Endothelschaden durdne eVaskulitis
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zurtckzufihren.  Disseminierte intravasale Koaguleiga (DIC) und
Thrombozytopenie spielen bei der Verursachung dengkenblutung eine
untergeordnete Rolle. Bei schweren Infektionen kdnnedoch auch diese
Faktoren zu einer Lungenblutung beitragen. Eineliglr durchgefuhrte Studie
beschreibt 37 Hunde mit Leptospirose, von deneh 68s% Dyspnoe zeigten.
55 % dieser Tiere mussten euthanasiert werden,ngegen von den Hunden
ohne Lungenmanifestation nur 27 % euthanasiert evurdies zeigt, dass
pulmonale Verlaufsformen bei der caninen Leptos@reine schwerwiegende
Komplikation mit erhdhter Letalitdt darstellen (RERE et al., 2009). In der
Humanmedizin ist der Schweregrad der Lungenerkmagkauch prognostisch
aussagekraftig (GILAD & BORER, 2000; DOLHNIKOFFadt, 2007).

Auch andere Organsysteme kdnnen wahrend der aRltase der Leptorspirose
geschadigt werden. Durch Ablagerungen von Antigetikdrper-Komplexen
kann es zu einer aseptischen, immunbedingten Meisinggmmen, auch wenn
die Leptospiren selbst schon nicht mehr im Liquerfinden sind (SPERBER &
SCHLEUPNER, 1989). Gelegentlich kommt es zu einegitis (TOWNSEND et
al., 2006). In der Humanmedizin geht man davon dass Leptospirenantikorper
mit Gewebe des Auges reagieren (LEVETT, 2001). Ba®varbataviae fuhrte
beim Hund durch transplazentare Infektion zu Aboriend zur Infertilitat
(ELLIS, 1986). Eine Polymyositis wurde bei eineme@round durch eine
Infektion mit dem Serovaraustralis beschrieben. Beim Menschen werden
ahnliche Veranderungen typischerweise durch dasv&ercterohaemorrhagiae
hervorgerufen und sind dann meist mit einer Metiggissoziiert (PONCELET et
al., 1991).

3.2. Krankheitsverlauf

Die einzelnen Leptospiren-Serovare zeigen einersehedliche Pathogenitat
(FAINE et al., 1999). Ein hoher Anteil der mit Leppiren infizierten Tiere macht
eine subklinische Infektion durch (SONGER & THIERMA, 1988). An der

Ausbildung einer klinisch manifesten Erkrankungdsiverschiedene Faktoren
beteiligt. Die beiden wichtigsten sind die Pathog#gndes Serovars und der
Immunstatus des Tieres. Sie spielen eine groRele Rds die Menge der
aufgenommenen Leptospiren (BISHOP et al., 1979; GER & THIERMANN,

1988). Hat ein Tier, das mit Leptospiren infiziewird, einen hohen

Antikorpertiter, wie zum Beispiel ein Welpe mit raatalen Antikbrpern oder ein
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vollstandig geimpfter adulter Hund, so kann dereBger meist eliminiert werden,
ohne dass es zu klinischen Symptomen kommt. Beaneietwas niedrigeren
Antikorpertiter, kommt es zu einer geringgradigewlfoder kurzen Leptospiramie
mit milden klinischen Anzeichen. Hat der Patiemtesi niedrigen Antikorpertiter
oder keine Antikorper, so kommt es nach der Leptaspe zur Replikation der
Bakterien in Nieren, Leber, Milz, zentralem Nerwstiem, Augen und im
Genitaltrakt (GREENE et al., 2006). Weiterhin iste dAuspragung der
Erkrankung davon abh&ngig, ob es sich bei demianfem Patienten um einen
Haupt- oder Nebenwirt handelt. Letztere erkrankezistnschwerer, haben aber
eine kiurzere Ausscheidungsphase (KEENAN et al.818ISHOP et al., 1979;
THIERMANN, 1980; COLE et al., 1982; NIELSEN et &1991; RENTKO et al.,
1992; DICKESON & LOVE, 1993).

Nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen o@&enach Serovar, auch langer
kommt es zum Auftreten von klinischen Symptomened®i sind vorwiegend
reduziertes Allgemeinbefinden, Anorexie, Dehydiatat Durchfall, Erbrechen,
Fieber, Polyurie, Polydipsie, lkterus, Hamorrhagiemd Myalgien (NAVARRO
& KOCIBA, 1982; WOHL, 1996). Es kommt haufig zu dkno
Niereninsuffizienzen, Blutungen oder Leberfunktsiisungen. Eine Assoziation
von bestimmten Krankheitsbildern mit den einzelSemovaren, wie es in alteren
Studien beschrieben wurde, konnte in neueren Studieht bestatigt werden
(FAINE et al., 1999; GOLDSTEIN et al., 2006). Debiger reagiert mit einer
mehr oder weniger starken Antikorperproduktion. died das Immunsystem
nicht frih und/oder stark genug, kommt es ohne aat&gTherapie zum Tod der
Tiere. Ansonsten werden die Leptospiren ganz oeiéwdise eliminiert. Es ist
maoglich, dass sie in der Niere persistieren una Wechen oder Monate mit dem

Urin ausgeschieden werden (BAL et al., 1994).

4. Diagnose der caninen Leptospirose

Die Diagnose der Leptospirose basiert nicht auvtmieinzigen Test, sondern auf
einer Kombination bestimmter klinischer Symptomebdarergebnissen sowie
direkten oder indirekten Erregernachweisen (RENT&®Cal., 1992; LEVETT,
2003).
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4.1. Direkter Erregernachweis

Obwohl der indirekte Erregernachweis bei der Diagnder Leptospirose eine
gro3e Rolle spielt, ist in manchen Fallen der deekErregernachweis von
Bedeutung. Besonders bei chronisch infizierten €Fier bei denen die
Antikorpertiter unter die Nachweisgrenze fallen sowbei Hunden mit

Impfantikérpern oder auch in sehr frihen Infektstagien ist die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) zum Beispiel oft hilfreich (RKIN et al., 2003b).

4.1.1. Mikroskopischer Erregernachweis

Leptospiren sind in der ,normalen” UrinuntersuchumgHellfeldmikroskop ohne
spezielle Farbung nur bedingt darstellbar. Fur dBetrachtung im
Hellfeldmikroskop missen die Bakterien fixiert ugefarbt werden (KATHE &
MOCHMANN, 1967). Im Phasenkontrastmikroskop kannnnse auch nativ
sehen (FAINE, 1982). Methode der Wahl fir die LeldErstellung der
Leptospiren ist die Dunkelfeldmikroskopie (KATHE BIOCHMANN, 1967).
Sie ist jedoch sehr unsensitiv und es werden miades16 Bakterien/ml
bendtigt, um auf dem Objekttrager pro Gesichtsklte Leptospire zu finden
(TURNER, 1970; FAINE, 1982).

Als  Untersuchungsmaterialien  eignen  sich  Blut,  UrinLiquor,
Korperhohlenflissigkeiten und Organmaterialien (RB] 1982). In der Phase der
Leptospiramie sind die Leptospiren nur in Blut uddn nachzuweisen, in den
anderen Materialien erst ab der zweiten Krankheithe (SCHONBERG et al.,
1984). Die Proben sollten moglichst direkt nach @Gewng untersucht werden
(SCHONBERG et al., 1984).

Sensitivitat und Spezifitdt der Dunkelfeldmikrosk®gind niedrig. Aufgrund der
intermittierenden Ausscheidung von wenigen Leptespim frihen Stadium der
akuten Phase kommt es haufig zu falsch negativgelBissen (SONGER &
THIERMANN, 1988; RENTKO et al., 1992; CHANDRASEKARA &
PANKAJALAKSHMI, 1997). Dies kann teilweise durch efugation
verbessert werden (RENTKO et al., 1992; BOLIN, 1)99%benso fuhrt eine
Verabreichung von Antibiotika zu falsch negativerrgébnissen. Durch
Verwechslung von Leptospiren mit Fibrin, Zelltrimmeind anderen Artefakten
kommt es haufig zu falsch positiven ErgebnissenHONBERG et al., 1984).
Diese Artefakte lassen sich jedoch durch ZugabeStoeptolysin auflésen, ohne
dass eine Schadigung der Leptospiren stattfindEBHNBERG et al., 1984).
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Auch andere Spirochaten, wie zBorrelia burgdorferi, sind mit dieser Methode
nicht zuverlassig von Leptospiren zu untersche{@®ENTKO et al., 1992).

Ein  Vorteil der Dunkelfeldmikroskopie ist das rékat schnelle
Untersuchungsergebnis (SONGER & THIERMANN, 1988; NRKO et al.,
1992; CHANDRASEKARAN & PANKAJALAKSHMI, 1997).

Die Diagnose ,Leptostpirose” sollte, aufgrund deeriggen Spezifitat und
Sensitivitat der Dunkelfeldmikroskopie, nicht atleimit dieser Methode gestellt
oder ausgeschlossen, sondern mit Hilfe erganzevdédnoden gesichert werden
(TURNER, 1970; FAINE, 1982; FAINE et al., 1999).

4.1.2. Kultureller Nachweis

Leptospiren sind sehr anspruchsvoll und benétigepezi@lmedien zur
Kultivierung (LANGSTON & HEUTER, 2003). Es werdenudsige oder
halbfeste Spezialndhrmedien verwendet. JOHNSONHARRIS (JOHNSON &
HARRIS, 1967) modifizierten ein von ELLINGHAUSEN divC CULLOUGH
(ELLINGHAUSEN & MCCULLOUGH, 1965) entwickeltes Meglin, dass
Tween 80 und bovines Serumalbumin enthalt und ndeh Initialen der
Entwicker mit dem Namen ,EMJH" benannt wurde. AreldVissenschaftler
bevorzugen proteinreduzierte oder -freie Nahrme@trY & JOHNSON, 1978;
SCHONBERG, 1983; MAZZONELLI et al, 1984). Um bat¢den
Kontaminationen vorzubeugen, wurden Selektivmediemtwickelt, die
hauptsachlich  5-Fluorouracil — teilweise in Komhioa mit anderen
Antibiotika — enthalten, die das Wachstum der komtgéerenden Bakterien
hemmen (JOHNSON & FAINE, 1984).

Das Ergebnis der Kultur ist unter anderem von dezakl der lebens- und
vermehrungsfahigen Leptospiren abhéngig. Die Bakier bevorzugen
Temperaturen von mindestens 20 °C und pH-Wertelhoam 8,0. Die Leptospiren
sterben bei pH-Werten von unter 6,5, wie zum Beispim sauren
Fleischfresserurin, ab. Damit die Kontaktzeit deptospiren mit dem sauren
Fleischfresserurin moglichst kurz ist, sollten Bi®benmaterialien so frisch wie
mdglich verarbeitet werden (SCHONBERG et al., 198dternativ kann der Urin
auch auf einen pH von 8,0 alkalisiert werden (LAN@®N & HEUTER, 2003).
Es ist empfehlenswert, vor dem Sammeln des Urinsedémid zu verabreichen
(NERVIG & GARRETT, 1979). Dies erhoht die glomemdaFiltrationsrate,
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,Spult* mehr Leptospiren in den Urin und verdinriini wodurch die
Uberlebenszeit der Leptospiren in ihm verlangertyBOLIN, 1996).

Die Leptospiren haben mit einer Generationszeit sechs bis 16 Stunden ein
langsames Wachstum. Die Isolierung dauert je naelsh&tumsgeschwindigkeit
zwischen sieben Tagen und sechs Monaten (TURNEROQ;1BAINE, 1982).
Deshalb sollten Leptospiren mindestens vier Mokatgviert werden, bevor die
Kultur bei ausbleibendem Wachstum als negativ lobpeit wird.

Der kulturelle Erregernachweis ist aus Blut, Urlngquor und Organmaterial
maoglich (TURNER, 1970; FAINE, 1982; FAINE et al.999). Leptospiren
befinden sich in den oben genannten Materialienrgrithder leptospirdmischen
Phase in den ersten zwei Wochen. Je héher die @xpek steigen, desto weniger
Leptospiren sind vorhanden. In Organen wie Lebed iNiere konnen die
Leptospiren langer persistieren (LANGSTON & HEUTE®Q3). Auch im Urin
konnen sie langer ausgeschieden werden. Die Ausstige ist jedoch
intermittierend (BALDWIN & ATKINS, 1987).

Die Sensitivitat des kulturellen Nachweis ist seladrig, wahrend die Spezifitat
anndhernd 100 % betragt (BOLIN, 1996). Eine Kulkann jedoch auch bei
einem gesunden Leptospirenausscheider positiv sein,h. ein positives
Kulturergebnis ist nicht gleichzustellen mit eikéinisch manifesten Leptospirose
(VAN DEN BROEK et al., 1991; HARKIN et al., 2003b).

Ein falsch negatives Ergebnis kann durch mikrobielerunreinigungen des
Untersuchungsmaterials auftreten (DURA, 1993). Di®ntaminierenden
Bakterien konnen durch die kiirzere Generationsfieileptospiren sehr schnell
Uberwuchern und das Kulturergebnis verfalschen NEAI 1982). Weiterhin
konnen falsch negative Ergebnisse durch vorherigigbtikaverabreichung und
Absterben der Leptospiren durch ausgiebigen Kontakisaurem Urin auftreten
(BALDWIN & ATKINS, 1987). Ein deutlicher Nachteikt, dass es bis zu sechs
Monaten dauern kann, bis das Ergebnis der Kultuliegt (TURNER, 1970;
FAINE, 1982).

Seit dem routinemaRigen Einsatz der PCR rickt déudelle Nachweis immer
weiter in den Hintergrund, da die PCR bei geringeeitaufwand eine zeitnahe

Diagnose ermaoglicht.
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4.1.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR-Technik wurde von MULLIS und FALOONA (MULEI& FALOONA,
1987) eingefuhrt; SAIKI und Mitarbeiter (1985) habsie erstmals beschrieben
und modifiziert (SAIKI et al., 1985). Durch die PCRt auch bei geringer
Erregerzahl ein schneller Leptospirennachweis mbgVAN EYS et al., 1989).
BROWN und Mitarbeiter (1995) entwickelten eine P@&R den Nachweis von
Leptospiren beim Menschen (BROWN et al., 1995),adieh erfolgreich aus Urin
von Rindern, Schweinen (WAGENAAR et al., 1994) ttihden (RAMADASS
et al., 1997a) angewand wurde.

Die konventionelle PCR ist eine Methode zur Ampidrung von DNA-
Fragmenten. Es schliel3t sich immer ein zweiter i@chur Visualisierung und
Verifizierung des Produktes an (POWLEDGE, 2004)edDikann mit der
Agarosegelelektrophorese oder durch Hybridisieramty Gensonden erfolgen.
Dabei wird die Spezifitdt durch den Einsatz von €emen erhoht. Als
Ansatzpunkte fir die Primer sind verschiedene Gznloeschrieben. Am
haufigsten werden die Gene fir die 16S- oder 23%ArRerwendet (HOOKEY,
1992; MERIEN et al., 1992; WAGENAAR et al.,, 1994;,00 et al., 1997,
SMYTHE et al.,, 2002), aber auch repetitive Elememtienen als Ziel
(WOODWARD et al.,, 1991; SAVIO et al.,, 1994; BAROCCHt al., 2001).
Daneben wurden weitere Genorte, die fur Sekretimtsme oder Flagellin
kodieren, ausgewahlt (GRAVEKAMP et al., 1993; KEEak, 1994). Weiterhin
gibt es verschiedene, teilweise quantitative ,teak" PCR, die auf dem Prinzip
des ,Fluorescence Resonance Energy Transfer” Sgsbaruhen (WOO et al.,
1997). Dabei entstehen Fluoreszenzsignale, diera@ktdr Echtzeit (,real time®)
gemessen werden (ESPY et al, 2006). Die meisterR Pihd nicht
serovarspezifisch, sondern erfassen mehrere Ser@MavETT, 2001).

Als Untersuchungsmaterialien fir die PCR eigneh &icin, Samen (MASRI et
al., 1997; KIM et al., 2006), Blut, KammerwasserHRIEN et al., 1992; KEE et
al., 1994), Liquor oder Organmaterial, insbesond#ge Niere (SAVIO et al.,
1994).

Mit der PCR ist es mdglich, die Leptospirose ineensehr friihen Stadium zu
diagnostizieren, in dem die Antikorper noch nicltrhanden oder noch sehr
niedrig sind (BAL et al., 1994; OOTEMAN et al., Z)0 Leptospiren sind schon
in den ersten sieben Tagen im Urin nachweisbarwarden in der Regel vier bis

sechs Wochen, selten auch tber Jahre ausgesclizdiert al., 1994).
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Die Spezifitat der PCR ist sehr gut und betragtahemd 100 %. In seltenen
Fallen kann es durch Kontamination von Puffern,&Bar oder dem Arbeitsplatz
zu falsch positiven Ergebnissen kommen (HARKIN let 2003a; WHO, 2003).
Die Sensitivitat ist deutlich niedriger und schwan& nach Literaturangabe
zwischen 32 % und 100 % (BAL et al., 1994; KEE let }994; BROWN et al.,
1995; MERIEN et al., 1995; BABURAJ et al., 2006; PBREU FONSECA et
al., 2006; NIZAMUDDIN et al., 2006; OOTEMAN et aR006).

Aus verschiedenen Gruinden treten relativ haufigcfalnegative Ergebnisse auf.
Zum einen werden in einem sehr frGhen Stadium déektion noch keine
Leptospiren ausgeschieden (OOTEMAN et al., 2006)n 2nderen werden die
Leptospiren intermittierend im Urin ausgeschiedeeshalb sie dort nicht immer
nachweisbar sind. Ferner kdonnen Storfaktoren, wi8.zPCR-Inhibitoren, die
Untersuchung negativ beeinflussen, da die PCRea#in empfindliches Verfahren
ist (WHO, 2003).

Die PCR-Analyse aus Urin ist sensitiver als die dsrum. Dies liegt
wahrscheinlich an der geringeren Erregerdichte int. BJrin hat den Vortell,
dass man ihn in grol3en Mengen gewinnen und anBelnice zentrifugieren kann
(BAL et al., 1994). Die PCR ist sensitiver als #ieltur. Eine mogliche Ursache
dafir kdnnte sein, dass die Leptospiren im Urirhhiange Uberleben und fir die
PCR im Gegensatz zur Kultur keine lebenden Baktemmtwendig sind.
Weiterhin werden die Ergebnisse der PCR im Gegermatdenen der Kultur
durch Verabreichung von Antibiotika nicht falschgagv (BAL et al., 1994). Die
PCR ist deutlich sensitiver als die Dunkelfeldmgkopie (RAMADASS et al.,
1997a), die Immunfluoreszenz und die Kultur (MASRAI., 1997).

Ein weiterer Vorteil der PCR ist, dass auch Langazmischeider mit dieser
Methode identifiziert werden kénnen (RAMADASS et 4997b; HARKIN et al.,
2003b). Dies heif3t auf der anderen Seite, dass pomtive PCR nicht

diagnostisch fur eine klinisch manifeste Leptosgercst.

4.2. Indirekte Nachweismethoden

Da der direkte Erregernachweis teilweise eine mged&ensitivitat hat und sehr
lange dauert, haben die serologischen Untersuchuege grol3e Bedeutung in
der Diagnose der Leptospirose. Ungefahr eine Waoaoh Infektion treten die

ersten Antikorper im Blut auf. Die Titer erreichégmen Hohepunkt etwa drei bis
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vier Wochen nach Infektion und sinken langsam Obechen bis Monate ab.
(SCHONBERG et al., 1984).

4.2.1. Mikroagglutinationstest

Der MAT gilt heute als Referenzmethode fur den rektien Erregernachweis.
Andere Methoden werden in der Regel an ihm eval(lf®RIBOTTA et al., 2000a;
WHO, 2003; BHARADWAJ, 2004; SESSIONS & GREENE, 208HMAD et
al., 2005; OOTEMAN et al., 2006). Er ist das amflgaien genutzte Verfahren
zur Diagnose der Leptospirose (FAINE et al., 199AGENAAR et al., 2000;
SURUJBALLI & MALLORY, 2001).

Grundlage des MAT ist die Bildung von Agglutinatetie durch Reaktionen
zwischen Antikoérpern des Serums und Antigenen emést. An der Agglutination
sind 1gG- und IgM-Antikorper beteiligt, es ist jedo keine Unterscheidung
zwischen beiden mdglich. (DURA, 1993). Zur Durchfiig des MAT werden
Antigene benétigt, die in der Regel aus lebendeptdspiren bestehen. Dies
bedeutet, dass die erforderlichen Serovare kuittiwerden missen (HARTMAN,
1984; SELBITZ, 2006). Da der Test serovarspezifisthwerden Antigene der in
der geographischen Region epidemiologischen Sexoumnoétigt, um die
verschiedenen Serovare zu identifizieren. Die stgndWeiterzichtung der
Kulturen ist sehr aufwandig und birgt dariberhinaBssiken fur das
Laborpersonal. Alternativ kdnnen die Leptospiremsté® mit Formalin abgetttet
werden. Diese inaktivierten Kulturen besitzen emedrigere Spezifitéat, jedoch
eine hohere Sensitivitat (PALMER et al., 1987).

Die Beurteilung der Agglutination erfolgt im Dunkaldmikroskop bei 100-facher
Vergro3erung. Bei einer positiven Reaktion wird ohém reagierenden Serovar
eine Verdinnungsreihe des Serums getestet (FAIBE;1ISCHONBERG et al.,
1984). Die Seren werden meist mit folgenden Verdinnunggersucht: 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200, 1:6.400,2800, 1:25.600, 1:51.200,
1:102.400 und 1:240.800. Seren, die gar keine wdebei einer Verdiinnung von
1:100 eine Agglutination zeigen, werden als negbéwertet. Solche, bei denen
bei starkeren Verdinnungen mindestens eine 50%Agglutination der
Leptospiren auftritt, sind MAT-positivDer Antikorpertiter einer Probe entspricht
der Verdunnung, bei der die Reaktion gerade nocsitipoist. Dabei kénnen
Reaktionen gegen ein oder mehrere Serovare abgeiesden. Der MAT kann nicht

unterscheiden, ob es sich um Antikdrper einer dleineoder einer alten Infektion
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oder ob es sich um Impfantikorper handelt. Deshalle es ideal, zwei Serumproben
im Abstand von etwa zwei Wochen zu untersuchen. findestens vierfacher
Titeranstieg ist diagnostisch. Weiterhin ist einh&o MAT-Titer gegen ein nicht
geimpftes Serovar hinweisend auf eine Infek(dfHO, 2003).

Als Untersuchungsmaterial dient meist Serum; esn&inaber auch andere
Kdrperflissigkeiten, die Antikdrper gegen Leptospienthalten, wie Liquor und
Glaskorper- oder Kammerwasser, verwendet werderl(BMBERG et al., 1984).
Im Verlauf der Leptospirose treten zwischen denhsisn und zehnten Tag IgM-
Antikérper im Serum auf. Ab diesem Zeitpunkt karer MAT positiv reagieren.
Er weist IgM- und IgG-Antikorper nach. Die IgM-Akbirper steigen in der
zweiten Woche deutlich an und erreichen in dettatritbis fliinften Woche ihr
Maximum (SCHONBERG et al., 1984; FAINE et al., 1299ach uberstandener
Infektion nimmt der MAT-Titer Gber Wochen bis zucke Monaten langsam ab.
In Ausnahmeféllen koénnen beim Tier und auch beimnddben nach
Uberstandenen Infektionen Antikorper bis zu zwei behn Jahre nachgewiesen
werden. Dies gilt allerdings nicht fur die als Res@wirte des entsprechenden
Serovars fungierenden Spezies, da bei diesen amerale Immunantwort in der
Regel nur schwach oder Uberhaupt nicht ausgepsigiFAINE et al., 1999;
SMITS et al., 2000).

Der MAT hat im frihen Krankheitsstadiunx (sieben Tage) eine niedrige
Sensitivitat (29 % bis 69 %). In der Konvalenzphesesie deutlich héhep(15
Tage bis 93,8 %). Die Angaben zur Spezifitat bewegeh um die 95 % bis 98 %
(SMITS et al., 2000; LEVETT & BRANCH, 2002; BAJANdt al., 2003; DE
ABREU FONSECA et al., 2006; PALANIAPPAN et al., 20Q

Negative Ergebnisse trotz Infektion kdnnen auftretgenn der Test zu frih im
Infektionsgeschehen, d. h. zu einem Zeitpunkt, @m schoch keine Antikorper
vorhanden sind, durchgefuhrt wird. Weiterhin kaimm Ergebnis ,falsch negativ*
sein, wenn es sich bei dem é&tiologischen Serovaenserovar handelt, gegen
das nicht getestet wurde. Es ist nie auszuschlje®#ss ein neues, noch nicht
identifiziertes oder nicht getestetes Serovar di@nKheit verursacht. Deshalb ist
es sinnvoll, zuséatzlich einen genusspezifischert, ve® z. B. einen Enzyme-
Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) durchzufUhréviHO, 2003).

Weitere  Fehlerquellen, die beim MAT auftreten kdmne sind
Pseudoagglutinationen und unspezifische Agglutmain, die durch einen

schwach sauren pH-Wert der Suspensionen bedindt Bseudoagglutinationen
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konnen bei sehr schnell gewachsenen Kulturen aerfirel'ypischerweise sieht
man dabei Leptospirenhaufen, die aus HunderterBaiterien bestehen und ein
strahlenformiges Aussehen haben. Da diese so gemayBrutnester mit echter
Agglutination verwechselt werden kénnen, sind seldcthnell gewachsenen
Leptospirenkulturen nicht fir die Agglutinationskéan geeignet (KATHE &
MOCHMANN, 1967). Mangelnde Erfahrung des Laborpeeds birgt
Fehlermoglichkeiten bei der Auswertung des TestdMIAD et al., 2005).
Antigengemeinschaften verschiedener Leptospirenyvaee derselben
Serogruppe kénnen zu Kreuzreaktionen fuhren (BREMIl.e 1999; SELBITZ,
2006). Bei Hunden mit Antikorpern gegen mehrere o%me liegen
wahrscheinlich Kreuzreaktionen vor. Das Serovardeih hdochsten Titer wird als
das auslosende Serovar interpretiert, wahrend eiev8re mit den niedrigeren
Titern wahrscheinlich Kreuzreaktionen zwischen d&grovaren reprasentieren
(BOLIN, 1996). Brown und Mitarbeiter (1996) besdben, dass Hunde, die mit
dem Serovamgrippotyphosa infiziert wurden, meist gegen dieses Serovar den
hochsten Titer hatten. Gegen die Seroaratislava und pomona waren bei
diesen Tieren deutlich niedrigere Titer vorhandee)che wahrscheinlich auf
Kreuzreaktivitaten zurickzufiihren waren (BROWN IetE096). In einer neueren
Publikation wird jedoch beschrieben, dass in demBlimedizin bei nur etwa
50 % das Serovar mit dem hochsten Titer mit denekinfsen Serovar
Ubereinstimmt (LEVETT, 2003). Gerade zum friherektionszeitpunkt kdnnen
Antikdrper gegen Serovare, die kreuzreagieren, h@&kee als die gegen das
infektiose Serovar (WHO, 2003). Weiterhin wird diaterpretation von
Antikorpertestergebnissen durch subklinische Inégldn sowie durch Impftiter
erschwert. Die konventionellen Impfstoffe induzredeauptsachlich Titer gegen
die Serovaresopenhageni und canicola. Folglich ist davon auszugehen, dass ein
hoher MAT-Titer gegen ein nicht in der Impfung etbnes Serovar im
Zusammenhang mit klinischen Symptomen sehr vergfitint eine Leptospirose
ist (BALDWIN & ATKINS, 1987; RENTKO et al., 1992; BEENE et al., 2006).
Alte Infektionen oder langer zurlck liegende Imgjan haben in der Regel einen
Titer von kleiner als 1:800. Hohere Impftitee (:800) gegen die geimpften
Serovarecopenhageni und canicola bleiben in der Regel nicht langer als drei
Monate bestehen (BOLIN, 1996). In seltenen Fallénnlen Impfstoffe jedoch
auch Titer bis 1:3.200 und 1:12.800 hervorrufen imBinzelféallen sogar hohere

Titer gegen Serovare, die nicht in der Impfung aehém sind, als gegen
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Impfserovare (BARR et al., 2005). Ein grol3er Naithtlees MAT ist die
Notwendigkeit, frische Kulturen mehrerer Leptospg&mme vorrétig zu halten.
Obwohl die Virulenz dieser Laborstdmme als gerimggestuft wird, birgt der
tagliche Umgang mit den Bakterien ein gewisseskBisZur Vermeidung von
Kreuzkontaminationen ist unbedingt darauf 2zu achtedass die
Leptospirenstamme nicht verunreinigt werden unddailischkulturen entstehen.
Eine regelmaRige Kontrolle der Stamme ist notwelfdigO, 2003; AHMAD et
al., 2005).

4.2.2. Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

Der ELISA gewinnt in der Diagnostik immer mehr aead@utung und ist zur Zeit
der sensitivste Test fur die indirekte Leptospidiagnostik (WHO, 2003). Unter
Verwendung eines genusspezifischen Antigens koitgidn und IgG-Antikorper
verschiedener Serovare gleichzeitig erfasst werdeaoh eine serovarspezifische
Erfassung ist zum Teil mdglich, wird aber nicht troemaRig eingesetzt
(TERPSTRA et al., 1980; ADLER et al., 1982; SURUJIBA & MALLORY,
2001).

Anfanglich wurden héaufig GanzzellpraparationenTastantigene verwendet, die
meist keiner weiteren Behandlung unterzogen wurdeftLLMANN &
ASCHENBRENNER, 1987). Eine Modifikation stellte dierherige Behandlung
mit Hitze (TERPSTRA et al., 1980; SURUJBALLI et,d997a; RIBOTTA et al.,
2000b) oder Ultraschall (CHAMPAGNE et al., 1991; FBUWBALLI &
MALLORY, 2001) dar. Seit einiger Zeit besteht nunie dMdglichkeit
rekombinante Antigene, wie &auf’ere Membranprote@mgdlL1), Lipoproteine
(LipL32, LipL36, LipL41) und Hitzeschockproteine $BH58) pathogener
Leptospiren zu produzieren und diese im ELISA alstigene einzusetzen
(FLANNERY et al., 2001; BHARADWAJ, 2004; DEY et aR004; BOMFIM et
al., 2005; CRODA et al., 2007). Ein grof3er Nachties MAT und der bisherigen
ELISA ist, dass man nicht zwischen Antikorpern aufgl einer Impfung oder
Infektion unterscheiden kann. Deshalb suchte marh nantigenen, die nur
wahrend einer Infektion auftreten und fand die ,iumglobulin-like proteins®
LigA und LigB (PALANIAPPAN et al., 2002; PALANIAPPA et al., 2004).
Ribotta und Mitarbeiter (RIBOTTA et al., 2000b) ertkelten einen indirekten
ELISA, in dem sie eine genusspezifische, hitzekaBintigenpréaparation von

Leptospira interrogans serovampomona verwendetenDamit konnten die Serovare
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bratislava, autumnalis, copenhageni, pomona und grippotyphosa nachgewiesen
werden. Der Test hatte eine Spezifitdt von 95,6 8d eine Sensitivitdt von
100 %. Ein Vorteil der hitzeextrahierten Antigemedsihre Stabilitat. Sie kbnnen
bis zu vier Monaten aufbewahrt werden. Der Tesseéstsitiv sowie schnell und
einfach durchfuhrbar (RIBOTTA et al., 2000b).

AulRerdem gibt es einige rekombinante ELISA, wieBz.einen ELISA mit
rekombinantem Lipoprotein L32 (rLipL32) als AntigéDEY et al., 2004). Das
LipL32 ist in groRen Mengen in pathogenen Lept@spwvorhanden (HAAKE et
al., 2000). Die Sensitivitdt und Spezifitdt des tTiesgen jeweils bei 97 % im
Vergleich zum MAT (DEY et al., 2004). Dieser Testirde weiterentwickelt zu
einem ,Dipstick“-ELISA zur Schnelldiagnostik in dé?raxis Auch hier sind
Sensitivitat mit 95,9 % und Spezifitat mit 93,8 %ei beinem einfach
durchzufiihrenden Test gut (DEY et al., 20@®i einem anderen rekombinanten
ELISA wird rekombinantes ,,outer membrane proteirf OmpL1) als Antigen
verwendet (OKUDA et al., 2005). Omp sind an der bmiantwort beteiligt und
werden ausschlief3lich von pathogenen Leptospirgmiraiert (HAAKE et al.,
1993; HAAKE et al., 1999; ZUERNER et al., 2000; HKE et al., 2004). Das
OmpL1 von Serovacopenhageni reagiert nicht nur mit Antikbrpern des Serovars
copenhageni, sondern auch mit Antikdrpern von vier andereno%aren. Es ist
aber keine Kreuzreaktivitdt mBorrelia burgdorferi vorhanden (OKUDA et al.,
2005). Beim Einsatz der ,immunglobulin-like protgfinLigA und LigB als
Antigene war in einer Studie eine Unterscheidungseiaen Impfantikérpern und
Antikdrpern aufgrund einer Infektion mdglich. Dieskest befindet sich jedoch
gerade in der Entwicklung und weitere Untersuchangeerden bendtigt
(PALANIAPPAN et al., 2004).

ELISA werden aus Serum durchgefuhrt. Die Erfassdeg IgM-Antikorper
mittels ELISA ist ab dem dritten bis zehnten Tagmauftreten der klinischen
Symptome mdglich (CUMBERLAND et al.,, 1999). Der Ighter steigt
innerhalb der ersten Woche an, entwickelt sein ktaxn in den ersten 14 Tagen
und fallt dann langsam wieder ab. Der IgG-Titerweckelt sich innerhalb von
zwei bis drei Wochen nach Infektion mit einem maadem Titer nach einem
Monat. Die Differenzierung der verschiedenen Imniabglinklassen macht
einen Ruckschluss auf den Infektionszeitpunkt neigiADLER et al., 1980;
ADLER et al., 1982; SMITH et al., 1994). IgM- undG-Titer in Kombination

sind bei einer einmaligen Probe besser als der MINT ginen Impftiter von einer



Il. Literaturiibersicht 28

akuten Infektion zu unterscheiden. Ein hoher IgNefiin Kombination mit
einem niedrigen IgG-Titer ist sehr verdachtig flmee akute Infektion
(HARTMAN et al., 1986). Ein Impftiter ist gekennzlinet durch einen niedrigen
oder negativen IgM- und einen hohen IgG-Titer (ADBLEt al., 1980).

Sensitivitat und Spezifitat variiren je nach ArtsdeLISA, sind jedoch beide
relativ gut. Vergleichende Untersuchungen von ELI8A MAT ergaben, dass
Sensitivitat und Spezifitdt des ELISA mit denen d&&T Ubereinstimmen oder
oftmals diese sogar Ubertreffen (MENDOZA & PRESCQT992; DURA, 1993;
SURUJBALLI & MALLORY, 2001). Da der ELISA sowohl! gtutinierende als
auch nicht agglutinierende Antikorper erfasst, leat besonders im frihen
Infektionsstadium eine héhere Sensitivitat als B&T (ADLER et al., 1980;
SURUJBALLI et al., 1997a; RIBOTTA et al., 2000b).

Vorteile gegentber dem MAT sind die deutlich eihi@a® Testablesung, die
photometrisch erfolgt und somit wesentlich objegtiist als die Interpretation des
MAT, und die Moglichkeit der Standardisierung. Daethinaus ist eine
Unterscheidung der verschiedenen Immunglobulinklass mdoglich
(CUMBERLAND et al., 1999). Ein weiterer Vorteil d&9_ISA gegenlber dem
MAT ist die Stabilitat der Antigenpraparation, dieine Lagerung der
beschichteten Mikrotiterplatten Gber mehrere Monat@dglicht. Die standige
Kultivierung von Leptospiren ist somit Uberflissigpdurch die Risiken fur das
Laborpersonal erheblich reduziert werden (MILNER\et1985; WHO, 2003).

Ein Nachteil ist, dass man keinen Hinweis auf déskitiose Serovar bekommt, da
die meisten ELISA genusspezifische Anitgene besitEinige ELISA haben eine
niedrigere Spezifitat als der MAT. Deshalb empfiebt sich, ein positives
ELISA-Ergebnis mit einem MAT zu verifizieren (WHQ003).
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PAPER

Canine leptospirosis infections —
clinical signs and outcome with
different suspected Leptospira
serogroups (42 cases)

OsiecTives: The aim of the study was to investigate the presence of

serum antibodies to different Leptospira serogroups in dogs with

a clinical diagnosis of leptospirosis in southern Germany and to

compare seroreactivity to different serogroups with history, clinical

signs, laboratory findings and survival rate.

MeTHops: In this study, the data of 42 dogs with the diagnosis of

leptospirosis were evaluated retrospectively. Dogs were presented

to the Small Animal Medicine Teaching Hospital (Medizinische

Kleintierklinik) of the Ludwig Maximilians University Munich,

Germany, between 1990 to 2003.

ResuLts: Reactivity to the serogroup grippotyphosa (13/42) was

most frequently present, followed by reactivity to the serogroup

saxkoebing (10/42). There was no difference in the clinical picture

and the laboratory changes between dogs whose sera were reactive

to different serogroups.

CuinicaL SieniFicance: Most of the dogs with leptospirosis in

southern Germany had sera reacting to serogroups other than

icterohaemorrhagiae and canicola, which are contained in the

vaccine. Thus, currently available vaccines in Europe do not protect

against the most common Leptospira organisms associated with

clinical disease.
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INTRODUCTION

Leptospirosis is a zoonotic disease caused
by molecular distinct Leptospira sero-
groups, spirochaetal bacteria that can
persist in dogs and in wildlife reservoirs,
which shed organisms contaminating the
environment. In all surveys of domestic
animals, antibody prevalence in sera is
much more common than clinical illness,
suggesting that subclinical infections oc-
cur (Songer and Thiermann 1988). Of
the more than 200 different serovars that
have been identified in the Leptospira
interrogans complex (Levett 2001), the
pathogenic importance of most serovars

is unknown (Baldwin and Atkins 1987,
Friedland and Warrell 1991, Adin and
Cowgill 2000). A primary host exists for
each serovar, which maintains the survival
of the organism and its dissemination in
the environment (Heath and Johnson
1994).

Before 1960, icterohaemorrhagiae and
canicola infections were incriminated in
most cases of canine leptospirosis typically
characterised by acute or subacute hepatic
and renal failure (Brown and others 1996).
Since that time, a bivalent serogroup-
specific vaccine against icterohaemorrha-
giae and canicola was used in Europe
and the USA. This is likely to be the reason
for the apparent decrease in the prevalence
of canine leptospirosis caused by these
serogroups (Steger-Licb and others 1999).
These vaccines, however, do not induce
immunity against most serovars belong-
ing to other serogroups. This may have
lead to a subsequent alteration in the in-
fection rate caused by various Leptospira
serogroups currently associated with can-
ine leptospirosis. In the USA mainly
Grippotyphosa, Bratislava and Pomona
have been identified today, based on sero-
reactivity in clinically ill dogs (Nielsen and
others 1991, Anderson and others 1993,
Scanziani and others 1994, Brown and
others 1996, Harkin and Gartrell 1996,
Birnbaum and others 1998, Goldstein
and others 2006).

The purpose of the study was to
characterise clinical, haematological and
biochemical features associated with in-
fection caused by different Leprospira
serogroups.

MATERIAL AND METHODS

Medical records of 316 dogs that were
tested for the presence of antibodies in
the serum against cight different Lepto-
spira serogroups were reviewed. Dogs
had been presented at the Small Animal
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Medicine Teaching Hospital (Medizinische
Kleintierklinik) of the Ludwig Maximilians
University Munich, Germany, between
January 1990 and December 2003, for
clinical findings compatible with lepto-
spirosis. Leptospirosis was suspected if
dogs had acute renal failure, if there were
acutely increased liver enzyme activity
(alanine aminotransferase [ALT] and alka-
line phosphatase [ALP]) and renal values in
combination or if there were elevated liver
enzymes or renal values in combination
with leucocytosis and/or disseminated in-
travascular coagulation (DIC) and/or fever.
Dogs in which no serum microaggluti-
nation test (MAT) was performed were
excluded from the study.

Dogs were considered to have DIC if
at least four of the following criteria
were met (Couto 1999): thrombocytopenia
(<150,000 cells/pl), prolongation in pro-
thrombin time, activated partial thrombo-
plastin time or thrombin time, reduced
antithrombin III activity, abnormally high
fibrin degradation products or D-dimer
concentrations.

Criteria for the diagnosis of leptospirosis
consisted of clinical findings associated
with one or more of the following criteria:

1. A high immunoglobulin M (IgM)
(=320) in combination with a low
immunoglobulin G (IgG) (less than
IgM or negative) titre in a dog in which
the last vaccination against leptospiro-
sis had occurred at least three months
ago.

2. A fourfold rise in sequential serum
MAT titres (animals whose initial sera
was non-reactive but whose subsequent
titres were of greater than or equal to
400 were also considered infected).

3. A single serum MAT titre of greater
than or equal to 1:1600 to a non-
vaccinal serogroup in combination
with a titre of <1:800 to serogroups
canicola and icterohaemorrhagiae or
a titre of greater than or equal to 1:
1600 to serogroups canicola and ictero-
haemorrhagiae in a dog that never had
been vaccinated against leptospirosis.

4. A positive PCR that detects Leptospira
interrogans sensu lato strains in the urine.

The medical records were reviewed
for signalment, month of presentation,

Canine leptospirosis infections

history, physical examination ﬁndings, hae-
matological and serum biochemical anal-
ysis, urinalysis, time to resolution of clinical
signs and outcome. Examinations had
been performed by different clinicians.
Examination findings always resulted
from the day of presentation.

MAT was performed (Brem and others
1990) to detect antibodies against eight
serogroups  (icterohaemorrhagiae, cani-
cola, grippotyphosa, bratislava, pomona,
saxkoebing, sejroe, hardjo). Copenhageni
is a serovar of the serogroup icterohaemor-
thagiae. Cross-reactivity between some
serogroups (icterohaemorrhagiae with cani-
cola, grippotyphosa with bratislava and
pomona, saxkoebing with sejroe and hardjo)
can be observed with this method (Brem
and others 1999). The serogroup that
induced the highest titre was defined as
the aetiological agent. If titres against
two serogroups were greater than or equal
to 1:1600, the actiology was defined as
infection with an unknown serogroup.
Sera were tested at dilutions of 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200,
1:6400, 1:12,800, 1:25,600, 1:51,200,
1:102,400 and 1:204,800. Those reactive
only at 1:100 were considered negative.

IgM and IgG determination in serum
was performed by indirect immunofluo-
rescence assay (IFA) using slides coated
with Leptospira serovar Grippotyphosa
(ATCC-No. 23469; Bios GmbH). As
conjugates, isothiocyanate-
conjugated goat anti-dog IgM (1) number
02-19-03 and fluorescein isothiocyanate-
conjugated goat anti-dog IgG (y) number
02-19-02 (KPL) were used. The IFA
detects IgM and IgG antibodies against
all serovars.

PCR was performed according to the
method described by Kee and others
(1994).

fluorescein

RESULTS

Forty-two of the 316 dogs tested (13 per
cent) met the criteria for the diagnosis of
leptospirosis. Diagnostic criterion number
4 was obtained in two dogs, numbers 1
and 3 in 15 dogs each and number 2 in
10 dogs, from which five dogs had no
measurable antibodies in the first and high
antibodies in the second sample. Urine
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PCR detecting Leptospira was performed
in 49 of the 316 tested dogs and was
positive in two dogs. Two other dogs that
met the other criteria for the diagnosis of
leptospirosis had negative results in the
urine PCR.

The predominant serogroup identified
in the 42 dogs with leptospirosis was
grippotyphosa (13/42; 31 per cent), fol-
lowed by saxkoebing (10/42; 24 per cent),
icterohaemorrhagiae (seven of 42; 17 per
cent), canicola (five of 42; 12 per cent)
and bratislava (three of 42; 7 per cent).
Three dogs’ sera showed a mixed reactivity
(two dogs grippotyphosa and bratislava,
one dog icterohaemorrhagiae and canicola).
In these three dogs and in one additional
dog (diagnosed by PCR), the actiological
serogroup could not be defined.

The mean age of affected dogs was 4-8
years (0-2 to 14 years). Thirty-one dogs
were purebreds of 24 different breeds, and
11 dogs were crossbreeds. The most com-
monly represented breeds were Bernese
mountain dogs (five) and dachshunds
(four). Twenty-five dogs (60 per cent)
were male and 17 female (40 per cent),
with seven males and two females being
neutered. Bodyweight ranged from 2-2
to 46-0 kg (mean bodyweight 20-7 kg).
Twenty-five dogs (60 per cent) had been
vaccinated regularly and in the past 12
months against icterohaemorrhagiae and
canicola infection, six dogs (14 per cent)
were not regularly vaccinated and six
(14 per cent) had never been vaccinated.
In five dogs, no vaccination history was
available.

The majority (32/42; 76 per cent) lived
in Southern Germany and had never been
outside of this area. Ten dogs (24 per cent)
had a travel history, with nine dogs having
been to Southern Europe and one dog to
Northern Europe (Denmark).

Most common presenting clinical signs
included lethargy (81 per cent), anorexia
(76 per cent), vomiting (57 per cent), weak-
ness (52 per cent), diarrhoea (40 per cent)
and weight loss (17 per cent). Physical
examination abnormalities included icterus
(45 per cent), dehydration (31 per cent),
red- to brownish-coloured urine (31 per
cent) and abdominal pain (19 per cent).
Only 15 dogs (36 per cent) were febrile
(>39:0°C) and seven (17 per cent) suf-
fered from hypothermia.
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A complete blood cell count was per-
formed (blood drawn on presentation) in
all 42 dogs (Table 1), of which 19 (45 per
cent) showed anaemia with a haematocrit
of less than 0-33 I/l. The white blood
cell count ranged from 3 to 110x10%/1
and was increased (>16x10°/1) in 34
dogs (81 per cent). The leucogram was
characterised by neutrophilia with left
shift in 25 dogs (>1x10%/1 banded neu-
trophils). Thrombocyte counts were avail-
able in 40 dogs, of which 21 (53 per cent)
showed a thrombocytopenia ranging
between 8 and 167,000x10%/L In 18 of
40 (45 per cent) dogs, DIC was diagnosed.

Thirty-three dogs (81 per cent) had
increased serum ALP activity (>100 iu/l)
ranging from 115 to 7480 iu/l. In 25 dogs
(60 per cent), ALP activity was initially
higher than 300 iu/l in three dogs,
a marked increase in activity developed
during hospitalisation. Serum ALT activ-
ity was increased (>60 iu/l) in 31 dogs
(74 per cent; 63 to 4653 iu/l). Eight of
these dogs had an ALT activity of greater
than 500 iu/l. Hyperbilirubinaemia (>3-4
umol/l) was found in 34 dogs (79 per cent;
4-5 to 1214-4 pumol/l). Azotemia was pre-
sent in 24 dogs (57 per cent). Serum urea
concentration (>8:3 mmol/l) in these
dogs ranged from 92 to 88:6 mmol/l
and serum creatinine concentration
(>106 pmol/l) from 123 to 1477 pmol/L.
Azotemia resolved in 10 of the 24 affected
dogs within eight to 19 days. A urinalysis
prior to fluid therapy was available in 21
dogs. Fourteen (71 per cent) of these dogs
showed haematuria and proteinuria.

Twenty-two (52 per cent) of the
42 dogs survived. Six dogs (14 per cent)
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died after two to eight days, 14 (33 per
cent) were euthanised within one to 14
days.

DISCUSSION

Detection of serum antibodies using MAT
is the most commonly used diagnostic
method for leptospirosis in dogs (Baldwin
and Atkins 1987, Songer and Thiermann
1988, Goldstein 2005). A high single
MAT titre in combination with clinical
signs was diagnostic in 15 dogs in this
study. The problem in interpretation of
antibody test results is the high prevalence
of subclinical infections and the persis-
tence of antibodies (Songer and Thiermann
1988). Another problem is that vaccines
can induce very high titres to other sero-
groups, which can be even higher than
the titre against the vaccinal serogroups
(Barr and others 2005). Referring to
Levett (2003), the accuracy of guessing
a serogroup based on MAT titres is poor
(approximately 50 per cent in human
studies). Other studies show, however,
that vaccines generally do not induce high
levels of agglutinating antibodies for
more than several weeks, if at all (Brem
and others 1990, K&lbl and others 1995,
Steger-Lieb and others 1999); therefore,
a high MAT titre to a non-vaccinal sero-
group and no (or only low) titres against
vaccinal serogroups accompanied by clin-
ical signs of leptospirosis must be consid-
ered highly suggestive of active infection
(Baldwin and others 1987). Unfortu-
nately, laboratory variation and differen-
ces in host-specific humoral immune

Table 1. Haematological and biochemical findings in 42 dogs with leptospirosis

Parameter RR
PCV (1/1) 0-35-0-58
WBC (x10°%/1) 516
Platelets (x10%/1) 150-500
ALP (iu/1) <100
ALT (iu/1) <60
AST (iu/l) <40
Total bilirubin (pmol/I) <34
Urea (mmol/1) 3.38:3
Creatinine (umol/I) 35-106
P (mmol/I) 0-7-1-6
K (mmol/1) 3.5-5:1

Outside RR Median Range
19/42* 0-35 0-07-0-63
34/42t 19 3110
21/40%* 154 8167
29/42t 642 30-7480
31/42t 661 10-4653
22/36t 491 12-1628
34/42t 41.7 1.7-1214.4
26/42t 15-6 3:3-88:6
24/42+ 132 35-1477
18/40t 22 0.88.7

5/411 41 31-7.7

RR Reference range, PCV Packed cell volume, WBC White blood cells, ALP Alkaline phosphatase, ALT Alanine
aminotransferase, AST Aspartate aminotransferase, P Phosphorus, K Potassium

*Below reference range
1Over reference range
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responses sometimes make correct assign-
ment of reactive antibody test results to
a given serogroup even more difficult.

Another diagnostic criteria is a fourfold
increase in MAT titres as observed in
10 dogs in this study. Interestingly, five
dogs had negative titres for all serogroups
at the time of initial presentation and
developed antibodies during the convales-
cent phase. The negative antibody titre
results can be explained by the seven to
nine day period required before MAT
antibodies are detected. MAT titres
become positive approximately after one
week, peak at three to four weeks, and
can remain positive for months after
both natural infection and vaccination
in some animals; however, they decline
within one month (Harkin and Gartrell
1996). Therefore, ideally, to confirm cur-
rent infection wversus previous infection
or vaccination, a rising titre should be
demonstrated. However, a single high
(=1:800) titre to a non-vaccine serogroup
is generally considered to be because
of a recent or active infection. The titre
during acute illness should increase at least
fourfold. The MAT cannot distinguish
between IgM and IgG antibodies, but
its advantage is the indication of the
serogroup.

Beside the widely used MAT, a com-
bined IgM/IgG IFA (Torten and others
1966) or ELISA (Terpstra and others
1985, Brem and others 1999, Ribotta
and others 2000) can be used to measure
anti-leptospiral antibodies. The IgM titre
becomes increased within the first week of
infection (before the MAT titre), and the
maximum titre develops within 14 days.
The IgG titre turns positive two to three
weeks after infection and persists for
months (Gussenhoven and others 1997).
Using combined IgM/IgG tests is better
suited to distinguish between natural
infection and vaccine-induced immunity
from a single sampling than is the MAT.
Dogs that have been vaccinated show a
high IgG titre but a low or negative
IgM titre. A high IgM in combination
with a low IgG titre was diagnostic in
15 dogs in this study. This combination
is highly suggestive of an acute infection
(Hartmann and others 1986). The IFA
is, however, not able to distinguish be-
tween different serogroups.
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Definitive identification of aetiological
serovars could be accomplished using bac-
teriologic culture, which is not possible
in most of the naturally occurring cases,
or with some PCR tests. Single PCR is
not yet specific enough, and methods like
restriction  digests are needed. Conse-
quently, in field cases, determination of
the infecting serovar usually has to be
inferred from the MAT titre, and it has
to be assumed that the highest titre reflects
the suspected serogroup. In this study, the
infecting serogroup could be suspected in
most dogs because of MAT results, apart
from three dogs in which titres were
equally high against two serogroups and
in one case in which PCR was positive.
It was a young dog with acute clinical
signs, high IgM in combination with
low IgG titre, but all of the tested sero-
groups showed only a low MAT titre.
Either early infection or infection with
another serogroup that was not tested
for could be potential reasons.

In the present study, it has been shown
that the predominant serogroups in dogs
with leptospirosis in Germany belong to
grippotyphosa and sejroe serogroups and
so are different from those used in conven-
tional vaccines. Earlier surveys suggested
that canicola infection is mainly associated
with renal disease (Baldwin and others
1987) and gastroenteritis (Andre-Fontaine
and Ganiere 1990), while hepatic disease
(Baldwin and others 1987) and a haemor-
rhagic syndrome (Andre-Fontaine and
Ganiere 1990) were mainly attributed to
icterohaemorrhagiae infection. The clini-
cal picture in dogs infected with grippoty-
phosa may differ because dogs can show
acute or chronic renal disease or failure
in the absence of other multi-systemic
manifestations (Carlos and others 1971,

Bishop and others 1979, Cole and others

Canine leptospirosis infections

1982, Baldwin and others 1987, Harkin
and others 1996) (Table 2).

Because of the limited number of dogs
in this study, it was not possible to accom-
plish statistical tests, although certain
tendencies became evident. Copenhageni
(serogroup icterohaemorrhagiae) antibody
reactivity in dog sera was associated with
possible renal and liver damage in six of
seven dogs. Canicola antibody reactivity
was also associated with possible renal
and/or liver damage in most of the in-
fected dogs. In infections with canicola,
mortality seemed higher (four of five;
80 per cent) than in infections with other
serovars, but unfortunately, as men-
tioned before, no statistical analysis was
performed because of low number of
cases. Grippotyphosa antibody reactivity
was mainly associated with possible liver
damage (10/13), which corresponds to
the findings in other studies (Baldwin
and others 1987, Harkin and others
1996). Renal disease was present only in
five of the 13 cases. Saxkoebing infection
has only been described in a case report of
a dog from Germany so far, but seroreac-
tivity was seen in many cases in this study.
In the present study, saxkoebing antibody
reactivity was associated with possible liver
damage in most cases (nine of 10) and
with renal damage in six of the 10 cases.
DIC was seen in about the half of the
cases, independent of the serogroup.

The survival rate (52 per cent) in this
study was low compared with other stud-
ies in which survival rates of 78 to 83 per
cent are discussed (Birnbaum and others
1998, Adin and Cowgill 2000, Goldstein
and others 2006). One reason could be
a different pathogenicity of the Leptospira
strains in different geographic regions.
Another possible explanation is a difference
in the hospital populations. Veterinary

university teaching hospitals in the USA
are usually secondary or tertiary referral
centres, while the Teaching Hospital in
Munich also sees primary cases especially
in the emergency service. In many of these
cases, owners might be less willing to pay
for expensive intensive care procedures.

It has been suggested in the literature
that the change in aetiological serogroups
would be accompanied by a change in
the clinical syndrome detected, with the
preponderance of clinical signs now re-
lated to acute renal failure rather than to
liver disease or coagulation abnormalities
(Harkin and others 1996). This theory,
however, could not be confirmed in this
study. Distinct clinical patterns could
not be appreciated among dogs infected
with different serogroups. In a recent
study of Goldstein and others (2006)
in which influence of serovars on clinical
signs and outcome was investigated in
55 dogs with Leptospirosis in the USA,
also no differences in clinical signs and
outcome was seen when the serovars
were compared. That was also found in
our study in Germany. Goldstein and
others (2006), however, found a difference
in dogs infected with the serovar Pomona,
which had significantly more renal disease
and a worse prognosis. This serovar, how-
ever, was not identified in Germany. This
might explain why in our population no
differences were observed.

As shown in this study, icterohaemor-
rhagiae and canicola infection still occur
in unvaccinated animals indicating that
these agents are not eradicated in Germany.
The vaccines are not cross-protective
against other serogroups. A recently devel-
oped vaccine, licensed in the USA, con-
tains grippotyphosa and pomona strains,
either as bivalent or quadrivalent product
with the other two agents (Duramune®

Table 2. Disease manifestation and outcome in 42 dogs with leptospirosis infected with different Leptospira serogroups

Leptospira serogroup n Fever | d liver y d renal values DIC Leucocytosis Survival
Icterohaemorrhagiae 7 1/7 6/7 6/7 3/7 6/7 5/7
Canicola 5 2/5 4/5 3/5 2/4% 5/5 175
Grippotyphosa 13 6/13 10/13 5/13 6/13 10/13 7/13
Bratislava 3 1/3 2/3 2/3 1/2% a4/3 q/3
Saxkoebing 10 3/10 9/10 6/10 5/10 10/10 6/10
Infection with unknown serovar 4 2/4 1/4 1/4 1/4 2/4 2/4
Complete 42 15/42 32/42 23/42 18/40 34/42 22/42
DIC Disseminated intravascular coagulation
*In one dog, data not available
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LGP or Duramune® LCI-GP, respectively;
Fort Dodge Animal Health). Use of multi-
strain vaccines adapted to situation in dif-
ferent countries should be used and may
reduce disease prevalence in the future
(Masuzawa and others 1991).
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Schliisselwdrter: Zusammenfassung: I
Leptospirose, Hund, Sero- Gegenstand: Da in den letzten Jahren Leptospirose bei Mensch und Hund in Deutschland wieder haufiger
vare, Antikérper, Berner auftritt, wurde diese Studie durchgefiihrt, um festzustellen, welche Serovare bei Hunden in Siiddeutsch-
Sennenhunde land vorwiegend vorkommen und ob es Rasse-, Geschlechts- oder Altersprédispositionen gibt. Material

und Methoden: Als Grundlage der Studie wurden Krankenakten von 337 Hunden der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen retrospektiv ausgewertet, die im Zeitraum
1990-2004 mittels Mikroagglutinationstest (MAT) auf Antikdrper gegen acht verschiedene Leptospiren-
serovare getestet worden waren. Ergebnisse: 48% (162/337) der Hunde hatten Antikdrpertiter gegen min-
destens ein Leptospirenserovar. Neben Antikérpern gegen die in der Impfung enthaltenen Serovare co-
penhageni(114) und canicola (62) traten am haufigsten Antikérper gegen die Serovare grippotyphosa (54),
bratislava (30) saxkoebing (16) und sejroe (13) auf. 42 der 337 Hunde waren an Leptospirose erkrankt. Das
am haufigsten vorkommende Serovar bei den erkrankten Hunden war grippotyphosa (31%), gefolgt von
saxkoebing (24%), copenhageni (17%), canicola (12%) und bratislava (7%). Bei vier Hunden konnte das
urséchliche Agens nicht bestimmt werden. Berner Sennenhunde waren statistisch signifikant haufiger
erkrankt und wiesen statistisch signifikant haufiger Antikdrper auf. Schlussfolgerung und klinische
Relevanz: Bei vielen Hunden lassen sich Antikérper gegen die Serovare copenhageniund canicolanach-
weisen, aber Erkrankungen treten vor allem durch die nicht in der Vakzine enthaltenen Serovare grippo-
typhosa und saxkoebing auf. Deshalb sollten neue Vakzinen produziert werden, die zusétzlich gegen die
Serovare grippotyphosa und saxkoebing schiitzen.

Key words: Summary:

Leptospirosis, dog, Objective: Despite frequentvaccination leptospirosis has become more and more common againinthe last
serovars, antibodies, years. Therefore, the purpose of this study was to investigate the prevalence of different Leptospira sero-
Bernese mountain dogs vars in dogs with leptospirosis in Southern Germany. Furthermore, breed, gender, and age predisposition

were evaluated. Material and methods: Data of 337 dogs that presented to the Clinic of Small Animal Medi-
cine of the Ludwig Maximilians University Munich, Germany, and in which Leptospira antibodies against
eight different serovars had been determined using a microscopic agglutination test from 1990 to 2004,
were evaluated retrospectively. Results: 48% (162/337) of the dogs had antibodies against at leastone of the
tested serovars. Besides antibodies against the serovars copenhageni(114) und canicola (62) that are in-
cluded inthe vaccine, antibodies against the serovars grippotyphosa (54), bratislava (30), saxkoebing (16),
and sejroe (13) were present. Only a few dogs displayed antibodies against serovars pomona (6) and hard-
jo (4). There were 42 dogs with confirmed diagnosis of leptospirosis. In these dogs, the serovar grippo-
typhosa (13/42; 31%) was most frequently identified as the etiologic agent, followed by the serovars sax-
koebing (10/42; 24%), copenhageni(1/42; 17%), canicola (5/42; 12%), and bratislava (3/42;7%). In four dogs,
the etiologic agent could not be determined. Bernese mountain dogs were statistically significantly more
often affected by leptospirosis. In addition, they more commonly had antibodies against leptospirosis.
Conclusion and clinical relevance: The results suggest that many dogs have antibodies against serovars
copenhageniand canicola, butleptospirosis is mostly caused by the serovars grippotyphosa and saxkoeb-
ing, which are not contained in the vaccination. Therefore, new vaccines containing serovars grippotypho-
sa and saxkoebing should be produced.

Epidemiologic situation of leptospirosis in dogs in the Southern states of Germany
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Einleitung

Leptospirose ist eine weltweit auftretende Zoonose (10, 16). Sie
wird durch Spirochéten des Genus Leptospira hervorgerufen, das
mehr als 200 Serovare beinhaltet (16). Die pathologische Bedeu-
tung der meisten Serovare ist nicht bekannt (1). Jedes Serovar
besitzt einen primaren Wirt, der als Reservoir fiir die Krankheit
dient (11, 22). Als Hauptwirte fungieren haufig wild lebende
Nager. Diese sind hochempfanglich, zeigen in der Regel nur eine
milde Erkrankung und konnen den Erreger iber Monate ausschei-
den (1). Im Gegensatz dazu erkranken Nebenwirte meist schwer
und scheiden den Erreger nur kurze Zeit aus (4, 17).

Nachdem die Prévalenz der Leptospirose nach den sechziger
Jahren zunéchst durch den weit verbreiteten Einsatz verschiede-
ner bivalent-serovarspezifischer Impfstoffe gegen die Serovare
copenhageni und canicola stark zuriickging (17), tritt die Lepto-
spirose in den letzten 15 Jahren wieder vermehrt auf. Auch in der
Humanmedizin wurde sie kiirzlich wieder in die Klasse der ,,Re-
emerging infectious diseases” eingeordnet (16). Es wird dis-
kutiert, ob die Zunahme auf ein wieder haufigeres Vorkommen
der Hundeleptospirose zuriickzufithren ist (12).

Ziel der Studie war daher herauszufinden, gegen welche
Serovare Antikdrper in der Hundepopulation in Siiddeutsch-
land hauptsichlich vorliegen, ob es diesbeziiglich Rasse-, Ge-
schlechts- oder Alterspradispositionen gibt und ob dieselben
Serovare auch bei den Hunden vorkommen, die an Leptospirose
erkrankt sind.

Hunp/KATzZE

Material und Methoden

Patientengut

In die retrospektive Auswertung gingen die Krankenakten von 337 Hunden ein,
die in einem Zeitraum von 15 Jahren (1990-2004) mit Verdacht auf Leptospiro-
se in der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen vorgestellt worden waren. Einschlusskriterien waren der Verdacht auf
Leptospirose (Anamnese, Klinik, Labor) und das Ergebnis eines Tests auf Anti-
korper gegen acht verschiedene Serovare von Leptospira interrogans mittels
MAT. Es wurden nur Tiere in die Studie aufgenommen, bei denen eine Serovar-
differenzierung vorlag.

Untersuchung auf Antikérper mittels MAT

Bei allen Hunden war ein MAT (6) auf Antikdrper gegen acht Serovare aus sechs
Serogruppen durchgefithrt worden (Serovar copenhageni der Serogruppe Ictero-
haemorrhagiae, Serovar canicola der Serogruppe Canicola, Serovar grippo-
typhosa der Serogruppe Grippotyphosa, Serovar bratislava der Serogruppe
Australis, Serovar pomona der Serogruppe Pomona, Serovar saxkoebing der
Serogruppe Sejroe, Serovar sejroe der Serogruppe Sejroe, Serovar hardjo der Se-
rogruppe Sejroe). Bei dieser Methode konnen Kreuzreaktionen zwischen eini-
gen Serovaren (z. B. copenhageni mit canicola, grippotyphosa mit bratislava
und pomona, saxkoebing mit sejroe und hardjo) auftreten (5). Der MAT wurde
im Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit Siidbayern, Ober-
schleifheim, Deutschland und bei Laboklin in Bad Kissingen, Deutschland
durchgefiihrt. Ab einem Titer von 2 1: 100 wurde von dem Vorliegen von Anti-
kdrpern ausgegangen.

Weitere Untersuchungen

Bei allen Hunden gingen die Parameter Alter, Rasse, Geschlecht, Jahreszeit und
Impfanamnese in die Auswertung ein. Bei 17 Hunden waren zusitzlich [gM-
und IgG-Titer im Serum iiber indirekte Immunfluoreszenz (IFA) mithilfe von
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mit dem Leptospiren-Serovar grippotyphosa (ATCC-No. 23469; Bios GmbH,
Grifelfing, Deutschland) beschichteten Platten bestimmt worden. Als Kon-
jugate hatten Fluorescein-Isothiocyanat-konjugierte Ziegenantikdrper IgM ()
Nr. 02-19-03 und Fluorescein-Isothiocyanat-konjugierte Ziegenantikorper [gG
() Nr. 02-19-02 (KPL, Gaithersburg, USA) gedient. Des Weiteren war bei drei
Hunden eine Polymerasekettenreaktion (PCR) aus dem Urin nach der Methode
von Kee et al. (13) durchgefiihrt worden. Diese PCR weist Leptospira inter-
rogans sensu lato nach. Die Immunfluoreszenz sowie die PCR hatte das Labor
Alomed in Radolfzell-Bohringen, Deutschland durchgefiihrt.

Vergleichspopulation

Das Patientengut wurde beziiglich Rasse, Alter und Geschlecht mit 6005 Hun-
den verglichen, die im Zeitraum zwischen 1991 und 1997 an der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen stationdr behan-
delt worden waren (19).

Definition der Diagnose Leptospirose

Die Krankheit Leptospirose war definiert als das Vorliegen klinischer Sym-
ptome einer Leptospirose in Kombination mit mindestens einem der folgenden
Kiriterien:

1. einhoher IgM-Titer (= 320) in Kombination mit einem niedrigem IgG-Titer
(< IgM oder negativ) bei einem Hund, bei dem die letzte Impfung gegen
Leptospirose mindestens 3 Monate zuriicklag

2. ein vierfacher Anstieg des MAT-Titers in Serumpaaren, die im Abstand von
2-3 Wochen entnommen wurden

3. ein einmalig hoher MAT-Titer von > 1: 1600 gegen ein Serovar, gegen das
nicht geimpft wurde, bei gleichzeitigem Vorhandensein eines Titers von
< 1:800 gegen die Serovare canicola und icterohaemorrhagiae oder ein
Titer von > 1 : 1600 gegen die Serovare canicola oder icterohaemorrhagiae
bei einem Hund, der niemals gegen Leptospirose geimpft worden war

4. ein Befund der Urin-PCR, der das Vorhandensein von Leptospira inter-
rogans sensu lato bestitigte

Statistische Auswertung

Um zu priifen, ob ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Anteil
der Berner Sennenhunde an den erkrankten Hunden und dem Anteil dieser Ras-
se an der Klinikpopulation sowie zwischen dem Anteil der Berner Sennenhunde
mit Antikdrpern ohne klinische Erkrankung und dem Anteil der Berner Sennen-
hunde an der Klinikpopulation vorliegt, wurde ein Binominaltest verwendet. Zur
Untersuchung des Verhltnisses der Hunde mit Leptospirose in den verschiede-

nen Monaten diente der Chi-Quadrat-Test. Als statistisch signifikanter Unter-
schied galt p < 0,050. Die restlichen Daten wurden deskriptiv ausgewertet.

Ergebnisse

48% (162/337) der Hunde hatten Antikdrpertiter gegen mindes-
tens eines der acht getesteten Serovare. Am hiufigsten fanden
sich Antikdrper gegen die Serovare copenhageni (114), canicola
(62), grippotyphosa (54), bratislava (30), saxkoebing (16) und
sejroe (13) (Abb. 1). Nur einzelne Hunde wiesen Antikorper ge-
gen die Serovare pomona (6) und hardjo (4) auf. 42 Hunde, also
26% der Tiere mit Antikorpern, erfiillten die Kriterien der Dia-
gnose Leptospirose. Das am héufigsten vorkommende Serovar
bei den erkrankten Hunden war mit 31% (13/42) grippotyphosa,
gefolgt von saxkoebing (10/42; 24%), copenhageni (7/42; 17%),
canicola (5/42; 12%) und bratislava (3/42; 7%). Bei vier Hunden
konnte die Infektion nicht eindeutig einem Serovar zugeordnet
werden. Die Diagnosekriterien 1 und 3 fiihrten jeweils bei 15
Hunden, Kriterium 2 bei zehn und Kriterium 4 bei zwei Hunden
zur Diagnose.

Das Verhiltnis von nicht erkrankten Hunden mit Antikdrpern
gegen Leptospiren zu den an Leptospirose erkrankten Hunden be-
trug bei dem Serovar bratislava 10: 1, bei grippotyphosa 4 : 1 und
bei saxkoebing 1,6: 1. Die Pathogenitét des Serovars saxkoebing
scheint hoher zu sein als die der anderen Serovare.

Von 93 der 120 Hunde mit Antikorpern und von den 42 er-
krankten Hunden war die Rasse bekannt (Tab. 1). Unter den er-
krankten Tieren fanden sich fiinf Berner Sennenhunde und vier
Dackel. Berner Sennenhunde waren unter den erkrankten Hunden
(p=0,003) und unter den Hunden mit Antikérpern (p =0,024) sta-
tistisch signifikant hdufiger vertreten als in der Gesamtpopulation
der Klinik. Dackel und Deutsche Schiferhunde machten bei den
erkrankten Hunden zwar ebenfalls einen groferen Anteil aus
(Tab. 1), doch war dieser nicht statistisch signifikant, da beide
Rassen in der Klinikpopulation héufig vertreten sind. Bei drei der

Rasse An Leptospirose - Hunde mit Antikérper- | Klinikpopulation LT::;JB ritt CeptospiroReand
erkrankte Hunde (n=42) | nachweis (n=93) (nach 19) (n = 6005) Arifiktiryer yeyer Leptospitan,

Mischling 10(23,8%) 22(237%) 1459 (24,3%) aufgeteilt nach Rassen (auf-

Berner Sennenhund 5(11,9%)* 6 (6,5%)* 144 (2,4%) gefiihrt werden die héufigsten

Dackel 4(95%) 6 (6,5%) 655 (10,9%) Rassen? im Vergleich zur Klinik-

Deutscher Schaferhund 1(24%) 10(10,7%) 522 (8,7%) population

Cocker Spaniel 1(24%) 5 (5,4%) 192 (3,2%)

Yorkshire Terrier 1(2,4%) 3(3,2%) 366 (6,1%)

Collie 1(2,4%) 2(21%) k.A.

Irish Setter 1(2,4%) 2(21%) 66 (1,1%)

Kleiner Miinsterlander 1(2,4%) 2(2,1%) k. A.

Pudel 1(2,4%) 1(1,1%) 240 (4%)

* = statistisch signifikant haufiger erkrankt, # = statistisch signifikant haufiger Antikdrper, k. A. = keine Angabe
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Abb. 2 Alter der mit unterschiedlichen Serovaren erkrankten
Hunde

fiinf erkrankten Berner Sennenhunde wurde als infektidses Agens
Serovar grippotyphosa nachgewiesen und bei jeweils einem Sero-
var canicola bzw. bratislava. Alle finf Hunde waren regelméfig
geimpft worden.

Bei 83 der 120 Hunde mit Nachweis von Antikdrpern lag eine
Geschlechts- und Altersanamnese vor. Von den 83 Hunden waren
43 (51,8%) ménnlich (davon sieben kastriert) und 40 (48,2%)
weiblich (davon 17 kastriert). Bei den 42 erkrankten Hunden han-
delte es sich um 25 (60%) Riiden (davon sieben kastriert) und
17 (40%) Hiindinnen (davon zwei kastriert).

Das durchschnittliche Alter der Hunde mit Antikorpern be-
trug 6,9 Jahren, das der erkrankten Tiere 4,8 Jahre. Bei Letzt-
genannten lie sich das Serovar copenhageni meist bei Hunden
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Abb.3 Anzahl der an Leptospirose erkrankten Hunde in den Mo-
naten Januar bis Dezember im Zeitraum von 1990-2004 (n = 42)

nachweisen, die deutlich jiinger als ein Jahr waren (Abb. 2). Im
Gegensatz dazu traten die Serovare grippotyphosa, saxkoebing
und canicola bei Hunden mit einem durchschnittlichen Alter von
etwa 5,3 Jahren auf.

Von den Hunden mit Antikrpern, die nicht an Leptospirose
erkrankt waren, hatten 72 (60%) in den letzten 12 Monaten eine
Impfung gegen die Serogruppen icterohaemorrhagiae und cani-
cola erhalten. Von den erkrankten Hunden waren 25 (60%) in den
letzten 12 Monaten gegen die Serogruppen icterohaemorrhagiae
und canicola geimpft worden. Bei je sechs Hunden (14%) war
die Impfung nicht regelméBig bzw. nie durchgefiihrt worden. Bei
fiinf der erkrankten Hunde (12%) lag keine Impfanamnese vor.
Die meisten erkrankten Hunde (69%) wurden im Sommer und
Herbst vorgestellt. In der Monatsiibersicht (Abb. 3) bilden sich
zwei Gipfel im Juli und im Oktober. Die Zahl der erkrankten
Hunde in den verschiedenen Monaten war jedoch nicht statis-
tisch signifikant.

Diskussion

Der MAT ist der meist genutzte Test zur Diagnostik der Leptospi-
rose (1, 10, 21), doch hat er einige Limitationen. Er kann nicht
zwischen natiirlichen Infektionen und Impftitern unterscheiden.
Aufgrund der hohen Prévalenz von subklinischen Infektionen
und der Persistenz von Antikérpern gestaltet sich die Interpreta-
tion schwierig (6, 21, 22). Nach Levett (15) betrigt die Uberein-
stimmung zwischen dem anhand des MAT vermuteten Serovar
und dem tatsdchlich infektidsen Serovar in der Humanmedizin
nur etwa 50%. Trotz dieser Limitationen ist der MAT in der Praxis
im Moment noch das Verfahren der Wahl zur Diagnose einer
Leptospirose. AuBerdem stellt der MAT den einzigen Test dar, der
Serovare differenziert.

Beriicksichtigt werden muss, dass in der vorliegenden Studie
nur Seren von Hunden untersucht wurden, die aufgrund klinischer
Symptome leptospirosevedachtig waren. Damit handelt es sich
um eine Selektion, und die Prévalenz von Antikdrpern bei der
Gesamtpopulation ist wahrscheinlich niedriger. Hunde kdnnen
bis zu 1-3 Monate nach einer Impfung Titer von einer Hohe von
1:100 bis 1:400 aufweisen (4). In seltenen Fillen treten sogar
Titer bis zu 1:3200 auf, die dann iiber 6 Monate oder einen lén-
geren Zeitraum absinken (3, 4). Weiterhin kénnen Impfstoffe
Antikdrper gegen nicht in der Vakzine enthaltene Serovare her-
vorrufen, deren Titer hoher sind als die Titer der Antikérper gegen
die Impfserovare selbst (2). Nach Bolin (4) dagegen induziert die
Impfung in der Regel nur Antikdrper gegen die Serovare copen-
hageni und canicola und fiihrt nur selten zu Kreuzreaktionen mit
anderen Serovaren, die dann aber auch nur niedrige Titern von
< 1:100 hervorrufen. Anderen Untersuchungen zufolge liegen
nach einer Impfung héufig keine Antikorpertiter vor (14, 22). Bei
vielen Hunden waren die Antikdrpertiter gegen die Serovare co-
penhageni und canicola mit Sicherheit Impftiter. Definiert man
Impftiter als einen Titer < 1:1600 gegen die Serovare copen-
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hageni und canicola bei Hunden, die in den letzten 12 Monaten
gegen Leptospirose geimpft wurden, handelte es sich bei den
Titern vieler Hunde um Impftiter. Bei sieben Hunden war das
Serovar copenhageni krankheitsauslosendes Agens, bei fiinf Hun-
den das Serovar canicola. Bei wie vielen Hunden die Titer gegen
die Serovare copenhageni und canicola durch subklinische In-
fektionen, alte Infektionen oder Kreuzreaktionen gegen nicht in
die Untersuchung einbezogene Serovare bedingt waren, ldsst sich
retrospektiv nicht feststellen. Da es sich jedoch groBtenteils um
niedrige Titer handelt (Abb. 1), wird es sich bei den meisten
Tieren um Impftiter handeln.

Das Serovar saxkoebing trat bisher in Deutschland nicht
héufig auf. In der Literatur findet sich ein Fallbericht iiber eine na-
tiirliche Infektion (20). Das Serovar saxkoebing erscheint in die-
ser Studie pathogener als die anderen Serovare, doch reichte die
Fallzahl fiir eine statistische Auswertung nicht aus. Sent et al. (20)
beschreiben einen Fall mit einer Leptospira-saxkoebing-Infek-
tion, die hochakut verlief und todlich endete. In der Studie von
Ruhl-Fehlert (18) entwickelten dagegen mit dem Serovar saxkoe-
bing experimentell infizierte Beagle keine klinischen Symptome.
Bei natiirlichen Infektionen sind allerdings die Erreger durch
Mutationen oft pathogener. In dieser Studie trat bei drei von 10
mit Serovar saxkoebing infizierten Hunden Fieber auf, bei neun
fanden sich erhdhte Leberenzymwerte, bei sechs erhdhte Nieren-
parameter, bei allen eine Leukozytose und bei fiinf eine dissemi-
nierte intravasale Koagulopathie. Sechs Hunde iiberlebten.

Auf den ersten Blick erscheint die Anzahl an Schéferhunden
(10/93; 10,7%) und Dackeln (6/93; 6,5%) mit Antikérpern sowie
die Zahl der erkrankten Dackel (4/42; 9,5%) hoch. Dies entspricht
aber etwa der Rasseverteilung der Klinikpopulation (Tab. 1) (19).
Aufféllig ist jedoch die hohe Zahl an Berner Sennenhunden mit
Antikdrpern (6/93; 6,5%) und die haufigere Erkrankung an Lep-
tospirose bei diesen Hunden (5/42; 11,9%) im Vergleich zu ande-
ren Rassen. Die Klinikpopulation besteht nur zu 2,4% aus Berner
Sennenhunden (19). Demnach erkranken Berner Sennenhunde
statistisch signifikant hdufiger an Leptospirose (p = 0,003) und
haben statistisch signifikant haufiger Antikorper gegen Lepto-
spiren (p = 0,024) als andere Rassen. Die Ursache dafiir ist nicht
bekannt. Moglicherweise reagiert das Immunsystem der Berner
Sennenhunde relativ stark auf bestimmte Antigene. Bekannter-
malflen entwickeln Berner Sennenhunde im Vergleich zu anderen
Hunderassen auch héufig nach Borrelieninfektionen einen sehr
hohen Antikdrpertiter (8, 23).

Es erkrankten mehr groBere Hunde (51% wogen iiber 22 kg)
an Leptospirose. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass diese
aktiver sind, sich mehr in Wald und Feld aufhalten und somit hiu-
figer mit verunreinigtem Wasser in Berithrung kommen. Bei Hun-
den mit Antikdrpern, die aber nicht an einer Leptospirose erkrankt
waren, ergab sich eine der Klinikpopulation (52,6% mannlich,
47.4% weiblich) dhnliche Geschlechtsverteilung (19), wahrend
bei erkrankten Hunden ménnliche Tiere (60%) tiberwogen. Dies
konnte sich durch das Sexualverhalten der Riiden erkldren lassen.
So kann es beispielsweise durch das Lecken an der Vulva der
Hiindin zur Ubertragung der Leptospiren kommen (24).
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Auch der Altersdurchschnitt der Hunde mit Antikdrpern ohne
Krankheit (6,9 Jahre) entspricht in etwa dem der Klinikpopula-
tion von 6,8 Jahren (19). Der Altersdurchschnitt der erkrankten
Hunde, die mit dem Serovar copenhageni infiziert waren, lag je-
doch meist deutlich unter einem Jahr. Grund dafiir konnte sein,
dass diese Tiere noch keine vollstindige Grundimmunisierung
hatten. Da die meisten Hunde in Deutschland geimpft sind, tritt
dieses Serovar kaum bei dlteren Hunden auf.

Im jahreszeitlichen Verlauf ergab sich fiir die an Leptospirose
erkrankten Hunde ein zweigipfeliges Diagramm mit dem ersten
Gipfel im Juli und dem zweiten groferen Gipfel im Oktober
(Abb. 2). Vergleichbare Ergebnisse erbrachten eine Untersuchung
von Birnbaum et al. (3) iiber einen Zeitraum von 15 Jahren aus den
USA sowie zwei Studien in Deutschland (7, 9). Das saisonal ge-
héufte Auftreten der Erkrankung im Sommer und Herbst ist durch
die Vorliebe der Erreger fiir Warme und Feuchtigkeit zu erkliren
(17), ferner durch den Infektionsweg iiber Gewasser, in denen sich
die Hunde vorwiegend in den warmeren Jahreszeiten aufhalten.

Fazit fiir die Praxis

Da sehr viele Hunde Antikdrper gegen Leptospiren aufweisen oh-
ne an Leptospirose erkrankt zu sein, ist der einmalige Antikorper-
nachweis bei der Diagnosestellung sehr vorsichtig zu interpretie-
ren. Auffallend war die hohe Anzahl an Infektionen mit den Sero-
varen grippotyphosa und saxkoebing, gegen die die Impfung nicht
wirksam ist. Das Impfspektrum sollte gegen diese Serovare erwei-
tert werden. Da Hunde ohne vollstindigen Impfschutz an den Se-
rovaren copenhageni und canicola erkrankten, sollte gegen diese
Serovare trotzdem weiterhin geimpft werden. Die Besonderheit
der hohen Pravalenz der Leptospirose bei Berner Sennenhunden
bedarf weiterer Untersuchungen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Daten von 337 ¢em ausgewertet. Diese
Hunde waren mittels MAT auf Antikrper gegen achersechiedene
Leptospirenserovare getestet worden. Die Arbedidglit sich in zwei Teile.

Im ersten Teil der Studie wurden die Daten von A2 aptospirose erkrankten
Hunden im Zeitraum 1990 bis 2003 retrospektiv awsgiet. Einschlusskriterien
waren klinische Symptome einer Leptospirose in Kim@ion mit einer akuten
Niereninsuffizienz, erh6éhten LeberenzymaktivitaienKombination mit hohen
Nierenwerten oder erhdhte Leberenzymaktivitaten r oddéierenwerte in
Kombination mit einer Leukozytose und/oder einessdminierten intravasalen
Koagulopathie. Zudem musste entweder die Serolagggnostisch flr eine
Leptospirose oder eine positive Urin PCR vorhangewesen sein. Hunde, bei
denen kein MAT durchgefuihrt wurde, wurden von dardi#® ausgeschlossen.
Zum einen wurde das Vorkommen der verschiedenertiokppenserovare in
Siuddeutschland ausgewertet. Zum anderen wurde suotdr ob es einen
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Serovamdn Morberichten,
klinischen Parametern, labordiagnostischen Befunded der Uberlebensrate
gibt.

Im zweiten Teil der Studie wurden die Daten von BRihden, unter denen sich
Hunde ohne Antikdrper gegen Leptospirose, gesundelél mit Antikbrpern und
an Leptospirose erkrankte Hunde befanden, im Zstirason 1990 bis 2004
ausgewertet. Einschlusskriterium war ein MAT gegeht verschiedene Serovare
von Leptospira interrogans. Tiere, bei denen keine Serovardifferenzierundagpr
wurden ausgeschlossen. Es wurde ermittelt, gegelcheeSerovare in der
Hundepopulation in Siuddeutschland AntikGrper vogeie. Ferner wurde
untersucht, ob es Rasse-, Geschlechts- oder Alglispositionen gibt. Rasse,
Alter und Geschlecht des Patientenguts wurden méreVergleichspopulation
verglichen. Die Vergleichspopulation bestand ausieRgen, die im Zeitraum
zwischen 1991 und 1997 an der Medizinischen Kleiklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Muinchen stationar behandelivorden waren
(SALZBORN, 2003).

Leptospirose wurde in der vorliegenden Arbeit defin als das Vorliegen
klinischer Symptome einer Leptospirose in Komboatmit mindestens einem

der folgenden Kriterien:
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1) ein hoher IgM-TiterX 1:320) in Kombination mit einem niedrigen 1gG-Tite
(IgG < IgM oder negativ) bei einem Hund, bei dera [itzte Impfung gegen
Leptospirose mindestens drei Monate zurticklag

2) ein vierfacher Anstieg des MAT-Titers bei Ser@agen, die im Abstand von
zwei bis drei Wochen entnommen wurden

3) ein einmalig hoher MAT-Titer von > 1:1.600 gegein Serovar, gegen das
nicht geimpft worden war, bei gleichzeitigem Vortansein eines Titers von
< 1:800 gegen die Serovaocanicola und copenhageni oder ein Titer von
> 1:1.600 gegen die Serovamamnicola odercopenhageni, bei einem Hund, der
niemals gegen Leptospirose geimpft worden war

4) eine positive Urin-PCR, die das Vorhandensein keptospira interrogans
sensu lato bestatigte

Ein hoher IgM- in Kombination mit einem niedrigegQ-Titer ist sehr sensitiv

und spezifisch fur die Diagnose Leptospirose (MENIAG. PRESCOTT, 1992;

DURA, 1993; SURUJBALLI & MALLORY, 2001). Insbesonde im frihen

Infektionsstadium scheint diese Kombination sewesitiund spezifischer als der

MAT zu sein, da der ELISA, im Gegensatz zum MATwebl agglutinierende als

auch nicht agglutinierende Antikdrper erfasst. Dmaimkann es in einem sehr

frhen Infektionsstadium zu falsch negativen Ergeten kommen, da der Titer
erst nach etwa einer Woche ansteigt (ADLER et1#180; TERPSTRA et al.,

1980; SURUJBALLI et al., 1997a; RIBOTTA et al., Zf). Ein vierfacher

Anstieg des MAT-Titers bei Serumpaaren, die im Abdt von zwei bis drei

Wochen entnommen wurden, ist ebenfalls ein seesitind spezifischer Test zur

Diagnose. Eine Antibiotikagabe kann jedoch zumtineda Abfall des Titers

fuhren, so dass eine Infektion vorhanden sein kaime dass es zu einem

vierfachen Titeranstieg kommt (LANGSTON & HEUTER)(B).

Der MAT ist die Referenzmethode zur Diagnose deataspirose (BALDWIN &

ATKINS, 1987; SONGER & THIERMANN, 1988; RENTKO etl.a1992;

SURUJBALLI et al., 1997b; RIBOTTA et al., 2000a; W 2003;

BHARADWAJ, 2004; SESSIONS & GREENE, 2004; AHMAD at., 2005;

OOTEMAN et al., 2006). Dennoch gibt es einige d@gjische Limitationen, die

auch die Interpretation der Studienergebnisse eestbn. Der MAT kann nicht

zwischen Impftitern und natdrlichen Infektionen emstheiden. Auf3erdem
gestaltet sich die Interpretation aufgrund der moReivalenz von subklinischen

Infektionen als schwierig (SONGER & THIERMANN, 198BREM et al., 1990;
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STEGER-LIEB et al., 1999). Nach LEVETT (2003) bgtrdie Ubereinstimmung
zwischen dem anhand des MAT vermuteten Serovars derd tatsachlich
infektiosen Serovar in der Humanmedizin nur etw&&(QLEVETT, 2003). Nach
einer Impfung kdnnen Hunde bis zu ein bis drei Merfter von einer Hohe von
1:100 bis 1:400 aufweisen. Die Impfung induziertder Regel nur Antikérper
gegen die Serovareopenhageni und canicola und fuhrt nur selten zu
Kreuzreaktionen mit anderen Serovaren, die danm aibeh nur niedrige Titer
verursachen (BOLIN, 1996). Andere Wissenschaftleridhten, dass nach
Impfungen héaufig gar keine Antikorpertiter vorlieggKOLBL et al., 1995;
STEGER-LIEB et al., 1999). In seltenen Einzelfalteeten jedoch Titer bis zu
1:3.200 auf, die Uber mehrere Monate absinken (BD1O96; BIRNBAUM et
al., 1998). Dartberhinaus konnen Impfstoffe Antgd€ir gegen nicht in der
Vakzine enthaltene Serovare induzieren, deren Thidder sind als die Titer der
Antikérper gegen die Impfserovare selbst (BARRIgtZ005).

Eine positive PCR ist nicht diagnostisch fir eitiaigch manifeste Leptospirose.
Es kann sich bei dem getesteten Tier auch um &iargzeitausscheider handeln.
Der Hund, der in der ersten Studie PCR-positiv gjetewurde, hatte klinische
Symptome einer Leptospirose sowie zusatzlich haM- lund niedrige 1gG-
Antikorper. Mit dieser Kombination ist eine klintsenanifeste Leptospirose sehr
sicher und eine reine Langzeitausscheidung mit egro®ahrscheinlichkeit
auszuschliel3en.

Weiterhin muss bertcksichtigt werden, dass es sggthdem Patientengut in den
vorliegenden Studien um eine selektierte Gruppe Ratienten handelt, da nur
Tiere getestet wurden, bei denen Verdacht auf Ispitose bestand. Deshalb ist
davon auszugehen, dass die Pravalenz der Antikimpder Gesamtpopulation
niedriger ist. Trotz den oben genannten Limitatiomst der MAT derzeit in der
Praxis das Verfahren der Wahl zur Diagnose derdsgmtose. Aul3erdem ist er
der einzig routinemalfig eingesetzte Test, der Seeadifferenziert.

Insgesamt hatten 48 % (162/337) der Hunde Antikdgagen mindestens eines
der acht getesteten Serovare. Am haufigsten lageik@per gegen die Serovare
copenhageni (114),canicola (62), grippotyphosa (54), bratislava (30), saxkoebing
(16) undsgjroe (13) vor. Die hohen prozentualen Anteile an Antggin gegen
die Serovarecopenhageni und canicola sind wahrscheinlich hauptsachlich
Impftiter. Nur sieben der Hunde waren durch daso&arcopenhageni und funf

durch das Serovamanicola erkrankt. Bei wie vielen Tieren die Antikérper gage
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die Serovarecopenhageni und canicola durch subklinische Infektionen, alte
Infektionen oder Kreuzreaktionen gegen nicht in didersuchungn einbezogene
Serovare bedingt waren, lasst sich retrospektiktrieststellen.

26 % (42/162) der Hunde mit Antikbrpern erfilltele Kriterien fur die
Diagnose Leptospirose. Bei diesen war das haufi§&mvar grippotyphosa
(13/42; 31 %), gefolgt vosaxkoebing (10/42; 24 %)copenhageni (7/42; 17 %),
canicola (5/42; 12 %) undratislava (3/42; 7 %). Damit waren in dieser Studie
die héaufigsten Serovare nicht die in der Impfungthaltenen Serovare
copenhageni undcanicola, sondern die Serovageippothyphosa und saxkoebing.
Die Tatsache, dass die in der Imfpung enthalterezav@re jedoch beide noch bei
nicht oder nicht vollstdndig geimpften Hunden varkoen, zeigt, dass diese
Serovare in Deutschland nicht ausgestorben sind.

Vergleicht man das Verhéltnis von nicht an Leptasg® erkrankten Hunden mit
Antikdrpern gegen Leptospirose zu den an Leptospirerkrankten Hunden ist
dies bei Serovasaxkoebing (1,6:1) deutlich niedriger als bliatislava (10:1) und
grippothyphosa (4:1). Dies lasst vermuten, dass die Pathogedi&t Serovars
saxkoebing wahrscheinlich hdher ist als die der anderen Seeov

In Deutschland sind Infektionen mit dem Serosatkoebing bisher nicht haufig
beschrieben. In der Literatur findet sich nur eallbericht Gber eine natirliche
saxkoebing-Infektion (SENT & POTHMANN, 1995). Diese verliebbhakut und
endete todlich. In einer experimentellen Studieeden entwickelten mit dem
Serovarsaxkoebing experimentell infizierte Beagle keine klinischegngtome
(RUHL-FEHLERT et al., 2000). Bei natirlichen Infekien sind die Erreger
durch Mutationen oft pathogener. In der ersten iSttrét bei drei von zehn mit
Serovarsaxkoebing infizierten Hunden Fieber auf, bei neun fandein fchdhte
Leberenzymaktivitéaten, bei sechs erhohte Nierempeter, bei funf eine
disseminierte intravasale Koagulopathie und beinakine Leukozytose. Sechs
von zehn Hunden uberlebten.

In friheren Studien wurde eine Infektion mit denndsar canicola hauptséchlich
mit akuter Niereninsuffizienz (BALDWIN & ATKINS, 187) und Gastroenteritis
(ANDRE-FONTAINE &  GANIERE, 1990) assoziiert,  wahen
Lebererkrankungen (BALDWIN & ATKINS, 1987) und ddsimorrhagische
Syndrom (ANDRE-FONTAINE & GANIERE, 1990) eher duratas Serovar
copenhageni hervorgerufen wurde. Das Bild einer Infektion rdgém Serovar

grippotyphosa wurde nicht immer einheitlich beschrieben. Es veardsowohl
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Falle mit akuten als auch mit chronischen Nierersgrtkungen oder -versagen
dokumentiert, ohne dass Anzeichen einer multisyisidmen Manifestation
vorhanden waren (CARLOS et al., 1971; BISHOP etl&79; COLE et al., 1982;
BALDWIN & ATKINS, 1987; HARKIN & GARTRELL, 1996).

Aufgrund der niedrigen Fallzahl war in dieser Séueline statistische Auswertung
nicht moglich. Bei Infektionen mit dem Serov@penhageni waren Leber- und
Nierenbeteiligung bei je sechs von sieben Patientghanden. Bei anicola-
Infektionen schien die Mortalitat mit 80 % (4/5) &b als bei den anderen
SerovarenGrippotyphosa-Infektionen traten hauptsachlich mit Leberbeteifig
(10/13) auf. Ahnliche Ergebnisse wurden auch ineamd Studien gefunden
(BALDWIN & ATKINS, 1987; HARKIN & GARTRELL, 1996). Bei den
grippotyphosa-Infektionen war nur bei funf von 13 Fallen eineeMinbeteiligung
vorhanden.

In der Literatur wird beschrieben, dass mit einenecdsel des atiologischen
Serovars auch eine Anderung der klinischen Symptesneunden ist. Demnach
waren bei einer Infektion mit dem Serowgrppotyphosa eher Symptome einer
akuten Niereninsuffizienz als Leberprobleme odes Wamorrhagische Syndrom
zu erwarten (HARKIN & GARTRELL, 1996). Diese Theerkonnte in der
vorliegenden Studie, in der keine wesentlichen tsctgede der Symptomatik
zwischen Hunden, die mit den einzelnen Serovaréniert waren, festgestellt
wurde, nicht bestatigt werden. In einer Studie G@LDSTEIN und Mitarbeitern
(2006), in welcher der Einfluss der verschiedenaro®re auf klinische
Symptome und die Uberlebensrate bei 55 Hunden aptdspirose in den USA
untersucht wurde, konnten ebenfalls zwischen desctieedenen Serovaren keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (®SIEIN et al., 2006).
Goldstein fand jedoch, dass Hunde, die mit dem\&emmmona infiziert waren,
im Vergleich zu Infizierten mit anderen Serovareigngikant haufiger
Nierenerkrankungen und eine schlechtere Progndasenh®ieses Serovar wurde
in dieser Studie in Deutschland nicht identifiziert

Verglichen mit anderen Studien, in denen die Ulbersraten zwischen 78 % und
83 % lagen (BIRNBAUM et al., 1998; ADIN & COWGILI2000; GOLDSTEIN
et al., 2006), war die Uberlebensrate mit 52 %i@ser Studie, sehr niedrig. Eine
madgliche Ursache fur diese Differenz kann ein Wsdbied in der Pathogenitat
der einzelnen Leptospirenstamme in den verschiedgeegraphischen Regionen

darstellen. Eine andere mdgliche Erklarung ist eimterschied in der
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Zusammensetzung der Klinikpopulation. Universitdten den USA sind
hauptsachlich  Uberweisungszentren, wahrend in  deredidhischen
Kleintierklinik in Munchen speziell im Notdienst eu nicht Uberwiesene
Patienten vorgestellt werden. In vielen dieserd-&ihd die Besitzer finanziell
limitiert und nicht willens, teure Intensivmedizin zahlen.

Das durchschnittliche Alter der Hunde mit Antikonpeegen Leptospiren betrug
6,9 Jahre; dies entspricht in etwa dem der Klingkgation (6,8 Jahre)
(SALZBORN, 2003). Das Alter der an Leptospiroserankten Tieren lag bei 4,8
Jahren. Bei Hunden mit Leptospirose waren die Huwe mit dem Serovar
copenhageni infiziert waren, deutlich jinger als ein Jahr wait deutlich junger
als der Durchschnitt. Infektionen mit den Serovageippotyphosa, saxkoebing
und canicola traten bei einem durchschnittlichen Alter von 3ghren auf. Eine
maogliche Erklarung fur den niedrigen Altersdurchsthbei Infektionen mit dem
Serovarcopenhageni konnte sein, dass die meisten adulten Hunde indobland
gegen Leptospirose geimpft sind und das Serovanatlesdei alteren Hunden
nicht auftrat. Vermutlich ist es Zufall, dass Semoeanicola auch bei alteren
Hunden vorhanden war und dass gerade diese Hudldeanisreichend durch eine
Impfung geschatzt waren.

Die Anzahl an Schaferhunden (10/93; 10,7 %) und Dack&l®3; 6,5 %) mit
Antikorpern sowie die Zahl der erkrankten Dackél®4 9,5 %) scheint auf den
ersten Blick hoch. Dies entspricht aber etwa derssBeerteilung der
Klinikpopulation. Die Zahl der Berner Sennenhundaie Antikorper gegen
Leptospirose haben ohne erkrankt zu sein (6/93%§,5und die Zahl der Berner
Sennenhunde, die an Leptospirose erkrankt ware4?;(5(1,9 %), ist jedoch
deutlich hoéher als ihr Anteil an der Klinikpoputati (2,4 %) (SALZBORN,
2003). Demnach erkranken Berner Sennenhunde stehisignifikant haufiger an
Leptospirose (p = 0,003) und haben statistischiféignt haufiger Antikérper
gegen Leptospiren (p = 0,024) als andere Rassen.Upache daflr ist nicht
bekannt. Mdglicherweise reagiert das Immunsystem BErner Sennenhunde
relativ stark auf bestimmte Antigene. Bekanntermal@ntwickeln Berner
Sennenhunde im Vergleich zu anderen Hunderassenh aunach
Borrelieninfektionen haufig sehr hohe Antikorpetit(GERBER et al., 2004;
SUM et al., 2005).

Von den 83 Hunden mit Antikérpern, bei denen eineschlechtsanamnese

vorlag, waren 51,8 % mannlich (davon sieben kastriend 48,2 % weiblich
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(davon 17 kastriert). Dies ist eine der Klinikpogiion (52,6 % méannlich, 47,4 %
weiblich) sehr ahnliche Geschlechtsverteilung (SBORN, 2003).

Von den 42 an Leptospirose erkrankten Hunden wéde¥ Riden (davon sieben
kastriert) und 40 % Hundinnen (davon zwei kastridtine mogliche Erklarung
fur das Uberwiegen der Riden bei den an Leptospieokranken Tieren ist das
Sexualverhalten der mannlichen Tiere. Durch daskémcan der Vulva der
Hundin kann es beispielsweise zur Ubertragung @gtdspiren kommen (VAN
DEN BROEK et al., 1991).

Die Mehrzahl der an Leptospirose erkrankten Hundeew grof3e Hunde (51 %
wogen uber 22 kg). Eine mdgliche Ursache dafiir t@srin, dass grofiere Hunde
aktiver sind, sich mehr in der freien Natur, in Wahd Feld aufhalten und somit
haufiger mit verunreinigtem Wasser oder auch miertithgenden Nagern in
Bertuhrung kommen.
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VI. Zusammenfassung

Vera Geisen

Leptospirose bei Hunden in Stiddeutschland
In der vorliegenden Arbeit wurden Daten von 337 #m mit klinischem
Verdacht auf Leptospirose erfasst, bei denen intralen 1990 bis 2004 an der
Medizinische Kleintierklinik der Ludwig-Maximiliant/niversitat in Minchen
eine Mikroagglutinationsreaktion durchgefuhrt wurdéel der ersten Studie der
Dissertation war es, bei 42 Hunden, bei denen hgridse Leptospirose gestellt
wurde, zu ermitteln, welche Serovare vertreten wared herauszufinden, ob eine
Korrelation zwischen den einzelnen Serovaren undiskhen Symptomen,
Laborbefunden oder der Uberlebensrate vorhanden wader zweiten Studie
wurde untersucht, gegen welcheeptospiren-Serovare bei Hunden in
Suddeutschland Antikdrper vorliegen und welche @ hauptsachlich zur
Erkrankung fihren. Weiterhin wurde untersucht, sliRasse-, Geschlechts- oder
Alterspradispositionen gibt.
48 % (162) der 337 getesteten Hunde hatten Antédidgegen mindestens ein
Leptospiren-Serovar. Neben Antikdrpern gegen dielen Impfung enthaltenen
Serovare copenhageni (70 %) und canicola (38 %) traten am haufigsten
Antikdrper gegen die Serovargrippotyphosa (33 %), bratisava (19 %)
saxkoebing (10 %) undsgroe (8 %) auf. 42 (und damit 26 %) der Hunde mit
Antikdrpern waren an Leptospirose erkrankt. Das lgiufigsten vorkommende
Serovar bei den an Leptospirose erkrankten Hundangippotyphosa (31 %)
gefolgt von saxkoebing (24 %), copenhageni (17 %), canicola (12 %) und
bratislava (7 %). Bei vielen Hunden lie3en sich Antikérpegee die Serovare
copenhageni und canicola nachweisen, Erkrankungen wurden jedoch meist nicht
von diesen in der Impfung enthaltenen Serovarendesm von den Serovaren
grippotyphosa und saxkoebing hervorgerufen. In @lterer Literatur sind
Korrelationen zwischen den einzelnen Serovaren wardchiedenen klinischen
Symptomen und Laborbefunden beschrieben wordes. kdiente in dieser Studie
nicht bestatigt werden.
Das Verhéltnis von nicht erkrankten Hunden mit Adtpern gegen Leptospirose
zu den an Leptospirose erkrankten Hunden, war ben &erovarsaxkoebing

(1,6:1) deutlich niedriger als bei anderen Seravarfratisava 10:1,
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grippotyphosa 4:1). Dies lasst vermuten, dass die Pathogeni&t Slerovars
saxkoebing hoher ist als die der anderen Serovare.

Berner Sennenhunde waren statistisch signifikanffiger erkrankt als andere
Rassen. Zudem wiesen sie statistisch signifikanfiger Antikbrper auf.

Da sich die Serovare in den letzten Jahren geédmddxen und die Impfungen
gegen Leptospirose nicht kreuzprotektiv sind, sodnitdie momentan in Europa
erhadltlichen Leptospiroseimpfstoffe  nicht gegen diam haufigsten
vorkommenden Serovageppotyphosa undsaxkoebing. Eine kurzlich entwickelte
Vakzine, die in den USA zugelassen ist, entlgiippotyphosa- und pomona-
Stamme entweder als bivalenten oder mit den begi@mmencopenhageni und
canicola als quadrivalenten Impfstoff. Flr Deutschland wésewiinschenswert,

dass der Imfpungrippotyphosa- undsaxkoebing-Stamme zugefliget werden.
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VIl. Summary

Vera Geisen

Canine Leptospirosis in Southern Germany

In this study, data of 337 dogs with clinically pasted leptospirosis was
evaluated. The dogs were presented to the ClimicSfoall Animal Medicine
(Medizinische Kleintierklinik) of the Ludwig Maxirhians University Munich,
Germany, between 1990 and 2004. In all dogs, aoaggiutination test used to
detect leptospiral antibodies against eight difiereeptospira serovars was
performed. The aim of the first study was to detaarthe presence of antibodies
against various.eptospira serovars in dogs with clinical leptospirosis irugern
Germany and to compare serovars in regard to listtinical signs, laboratory
findings and survival rate. The purpose of the sdcstudy was to identify the
Leptospira serovars predominantly inducing antibodies in dagsSouthern
Germany and to determine which serovars mainly ealisease. Furthermore,
possible predisposition in respect to breed, sed,age was investigated.

48 % (162) of 337 dogs had antibodies against a#t lenelLeptospira serovar.
With the exception of antibodies against the vaaciserovarscopenhageni
(70 %) andcanicola (38 %), antibodies againgtippotyphosa (33 %), bratislava
(19 %)saxkoebing (10 %) andsegjroe (8 %) were detected most frequently.

Of the dogs with antibodies, 26 % (42) had the alisdeptospirosis. These dogs
most frequently tested positive for antibodies agagrippotyphosa (31 %),
followed by antibodies againsaxkoebing (24 %),copenhageni (17 %),canicola
(12 %) andoratislava (7 %). Thus, while antibody titers against vactsexrovars
were found in many dogs, the disease leptospineas mainly caused by the
serovargyrippotyphosa andsaxkoebing.

Previous studies have suggested that certain gsreawva commonly associated
with particular clinical symptoms and laboratorgdings. However, this was not
confirmed in the current study.

The ratio of dogs having antibodies against leptosis without clinical
leptospirosis to dogs with the disease leptos@rasis considerably lower in the
serovarsaxkoebing (1.6:1) than in other serovanrsrétisiava 10:1, grippotyphosa
4:1). This may be indicative of a higher pathogeyiof saxkoebing compared to

other serovars.
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Presence of antibodies was diagnosed significanttyre often in Bernese
Mountain dogs than in other breeds. Also, the diseteptospirosis was
significantly more often in this breed.

Increasingly, nonvaccinal serovars are the caus¢hefdisease leptospirosis.
Leptospirosis vaccines currently available in Egramly containcopenhageni

and canicola strains. Since these vaccines are not cross-pneagainst other
serovars, they offer no protection agaigsippotyphosa and saxkoebing, the
serovars most commonly associated with clinicallgnifest leptospirosis in
Germany. A recently developed vaccine, licensedthe USA, contains
grippotyphosa and pomona strains, either as a bivalent or as a quadrivalent
product in combination witltopenhageni andcanicola. This study suggests that
serovargyrippotyphosa andsaxkoebing should be added to leptospirosis vaccines

available in Germany.
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