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I. EINLEITUNG 

Die Leptospirose gilt als eine der am häufigsten auftretenden Zoonosen weltweit (BHARTI et 

al., 2003; LEVETT, 2001). Trotz des globalen Vorkommens von Leptospira spp. ist der 

Nachweis des Erregers kompliziert (HARTSKEERL et al., 2011), da die Familie 

Leptospiraceae eine große Vielfalt von genetisch und antigenetisch unterschiedlichen Stämmen 

und Serovaren umfasst, die teilweise unzureichend oder nicht charakterisiert sind. Verfügbare 

diagnostische Testsysteme variieren stark in ihrer Qualität und der Verfügbarkeit in 

bestimmten Regionen. Der als Goldstandard geltende indirekte Nachweis mittels des 

Mikroagglutinations-Tests (MAT) zum Nachweis von Antikörpern (AK) ist aufwendig und oft 

schwer zu interpretieren (HARTSKEERL et al., 2011). Für die taxonomische Einteilung von 

Leptospiren existieren momentan zwei Klassifizierungssysteme, die nicht miteinander 

übereinstimmen (CERQUEIRA et al., 2009). Die serologische Einteilung basiert dabei auf 

nicht charakterisierten Antigen (AG)-Variationen der einzelnen Leptospirenserovare und wird 

in der serologischen Diagnostik verwendet. Die genetische, auf molekularbiologischen 

Typisierungsmethoden wie dem multilocus sequence typing (MLST) basierende Einteilung von 

Leptospira spp. wird dagegen häufig bei epidemiologischen Studien und für die Ermittlung 

phylogenetischer Verwandtschaften von Leptospiren angewendet (ROMERO et al., 2011). Für 

die Genotypisierung von Leptospira spp. sind momentan zwei MLST-Systeme etabliert, die 

eine Differenzierung von pathogenen Genospezies anhand der Analyse verschiedener 

Haushaltsgene ermöglichen (AHMED et al., 2006; THAIPADUNGPANIT et al., 2007). Eine 

weitere Differenzierung der Leptospirenstämme oder Leptospirenserovare, die nach der 

genetischen Einteilung verschiedenen Genospezies zugeordnet werden, gelingt mittels der 

MLST-Systeme jedoch nicht. 

Innerhalb der letzten Jahre wird vermehrt die neue Technologie der matrix assisted laser 

desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) für die Differenzier-

ung und Klassifizierung von Bakterien verwendet. MALDI-TOF MS erfasst stabil exprimierte 

Haushaltsproteine, die vor allem ribosomalen Proteinen zugeordnet werden können (WELKER 

(1) et al., 2011). Dabei wird nicht das Genom, sondern das Proteom der Zelle untersucht. Die 

analysierten Bakterienzellen werden anhand von Unterschieden in ihren individuellen 

Proteinprofilen charakterisiert und differenziert (SAUER et al., 2010; WIESER et al., 2011). 

Dabei können die Bakterien sicher auf Genus- oder Speziesebene identifiziert werden. Wie 

unter anderem für das Genus Salmonella gezeigt wurde, ist eine weitere Differenzierung auf 

Ebene der Subspezies möglich, wenn die Probe nach einem standardisierten Protokoll 



Einleitung 2 

präpariert wird (DIECKMANN et al., 2008). Im Vergleich zu herkömmlichen Geno-

typisierungsmethoden, die gegebenenfalls für jede Bakterienspezies neu optimiert werden 

müssen um eine bessere Differenzierung zu erhalten (CARBONNELLE et al., 2011), ist 

MALDI-TOF MS für verschiedene Bakterienspezies standardisiert anwendbar. Für die 

Klassifizierung von klinisch relevanten Bakterien konnten mit MALDI-TOF MS vergleichbare 

Ergebnisse zu molekularbiologischen Typisierungsmethoden erreicht werden (BENAGLI et al., 

2011). 

Aufgrund der oben beschriebenen Problematik in der systematischen Einteilung und 

Diagnostik war es Ziel dieser Arbeit, die Anwendbarkeit der MALDI-TOF-MS-Technologie 

für die Detektion und Differenzierung von Leptospira spp. im Vergleich zu anderen etablierten 

molekularbiologischen Methoden zu bewerten. Die Identität aller verwendeten Leptospiren-

stämme wurden mittels MLST und 16S-ribosomaler-RNA (rRNA) -Sequenzierung bestätigt. 

Um eine standardisierte Probenvorbereitung für die Messungen mittels MALDI-TOF MS zu 

gewährleisten, wurde ein Extraktionsprotokoll für in Kultur angereicherte Leptospiren etabliert. 

Eine Referenzdatenbank, die sowohl pathogene, intermediäre (Leptospiren unbekannter 

Pathogenität) als auch apathogene Stämme umfasst, wurde von 28 Leptospirenstämmen erstellt 

und durch anschließende Messungen mit definierten Laborstämmen sowie mit 16 Feldisolaten 

überprüft. Die in dieser Arbeit verwendeten Stämme wurden mittels der statistischen Software 

ClinProTools und durch den visuellen Vergleich der Proteinspektren auf das Vorhandensein 

differenzierender Proteinpeaks untersucht. Dabei konnten innerhalb einzelner Genospezies für 

sieben Leptospirenstämme diskriminierende Proteinpeaks ermittelt werden. Die erstellten 

MLST- und 16S rRNA- Stammbäume sowie das Dendrogram der Proteinreferenzspektren 

stimmten miteinander überein. 

Die in dieser Arbeit bewertete Anwendbarkeit der MALDI-TOF-MS-Technologie für die 

Differenzierung von Leptospira spp. stellt eine mit molekularbiologischen Methoden 

vergleichbare, sichere und reproduzierbare Nachweismethoden dar. Das etablierte 

Extraktionsprotokoll ist für die Speziesbestimmung von in Kultur angereicherten Leptospiren 

konzipiert und kann für die Identitätsprüfung von kultivierten Laborstämmen in der Forschung 

und der Diagnostik verwendet werden. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1 Leptospira spp. 

1.1 Taxonomie und Nomenklatur 

Nach dem ersten erfolgreichen Nachweis von Leptospiren in einer Gewebeprobe durch 

Stimson im Jahr 1907 gelang in den darauffolgenden Jahren die weitere funktionale Einteilung 

von Leptospiren in saprophytäre und pathogene Arten (CERQUEIRA et al., 2009). Bis 1989 

wurde das Genus Leptospira in zwei Spezies unterteilt. Pathogene Stämme wurden der Spezies 

Leptospira interrogans sensu lato zugeordnet. Aus der Umwelt isolierte saprophytäre Arten 

gliederte man dagegen in die Spezies Leptospira biflexa sensu lato ein (LEVETT, 2001). 

Leptospiren dieser zwei Spezies unterscheiden sich sowohl morphologisch, als auch durch ihre 

unterschiedlichen Nahrungsansprüche in der Kultur. Saprophytäre Arten wachsen bereits bei 

13 °C, während pathogene Arten höherer Temperaturen benötigen und eine längere 

Generationszeit aufweisen. Zugabe von 8-Azaguanin, einem Purinanalogum zu Guanin, hemmt 

das Wachstum von pathogenen Arten, nicht aber das von saprophytären Leptospiren. Die 

Ausbildung von sphärischen Zellen in 1-molarem Natriumchlorid (NaCl) wird nur bei 

pathogenen Stämmen beobachtet (TOYOKAWA et al., 2011). Innerhalb der beiden Spezies 

werden Leptospiren in zahlreiche Serovare unterteilt. Die Einteilung beruht dabei auf 

definierten Agglutinationsreaktionen mit homologen Antigenen (GREENE, 2012; LEVETT, 

2001). Grundlage hierfür sind Strukturunterschiede im Kohlenhydratanteil der 

Lipopolysaccharide (LPS), die in der äußeren Membran der Leptospiren lokalisiert sind 

(CERQUEIRA et al., 2009). Antigenetisch verwandte Arten werden auf Grund ähnlicher 

Reaktionen im MAT in Serogruppen zusammengefasst, wobei ein Serovar verschiedenen 

Serogruppen zugeordnet werden kann. Insgesamt werden mehr als 250 Serovare der Spezies 

L. interrogans sensu lato und 60 derzeit bekannte Serovare der Spezies L. biflexa sensu lato 

zugeteilt. Für pathogene Arten sind insgesamt 26 Serogruppen beschrieben (TOYOKAWA et 

al., 2011). Durch die Anwendung molekularbiologischer Untersuchungen kam es zu einer 

Neuordnung der taxonomischen Einteilung des Genus Leptospira. Basierend auf 

desoxyribonucleic-acid- (DNA) -Hybridisierungsstudien wurden die Serovare verschiedenen 

Genospezies zugeordnet. Die Einteilung der Genospezies basierte dabei auf dem Grad der 

DNA-Verwandtschaft der Serovare (BRENNER et al., 1999). Heute werden auf der Grundlage 

verschiedener DNA-Hybridisierungsstudien derzeit 20 Genospezies für das Genus Leptospira 
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beschrieben (Tabelle 1) (ADLER et al., 2010). Basierend auf der genetischen Variabilität eines 

Serovars kann dieses verschiedenen Genospezies zugeteilt werden. Neben der Zuordnung der 

Stämme zu bestimmten Genospezies kann, bei der genetischen Einteilung, auf der Basis der 

16S-rRNA-Gensequenzierung das Genus in pathogene, intermediäre und apathogene Arten 

eingeteilt werden. Diese Einteilung wird bis heute verwendet (MOREY et al., 2006). Die 

genetische und die traditionelle, serologische Klassifizierung stimmen nicht miteinander 

überein (BRENNER et al., 1999; YASUDA et al., 1987). Trotz dieser geringen 

Übereinstimmung beider Klassifizierungssysteme werden die serologische und die genetische 

Einteilung parallel verwendet (CERQUEIRA et al., 2009). 

 

 

Genospezies Einteilung basierend auf der 16S rRNA 

Leptospira interrogans (sensu stricto) pathogen 

Leptospira kirschneri pathogen 

Leptospira noguchii pathogen 

Leptospira borgpetersenii pathogen 

Leptospira weilii pathogen 

Leptospira santarosai pathogen 

Leptospira alexanderi pathogen 

Leptospira alstonii pathogen 

Leptospira wolffii intermediär 

Leptospira licerasiae intermediär 

Leptospira inadai intermediär 

Leptospira fainei intermediär 

Leptospira broomii intermediär 

Leptospira kmetyi saprophytär 

Leptospira wolbachii saprophytär 

Leptospira meyeri saprophytär 

Leptospira biflexa (sensu stricto) saprophytär 

Leptospira vanthielii saprophytär 

Leptospira terpstrae  saprophytär 

Leptospira yanagawae  saprophytär 

 
Modifiziert nach Adler und Cerqueira (ADLER et al., 2010; CERQUEIRA et al., 2009) 
 

Tabelle 1: Einteilung von Leptospira spp. in 20 Genospezies 
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1.2 Morphologische und mikrobiologische Eigenschaften von Leptospira spp. 

Leptospiren sind fadenförmige, helikal gewundene, gramnegative Bakterien 

(CHAKRABORTY et al., 2011; GREENE, 2012). Die Länge des Bakteriums variiert je nach 

Serovar zwischen 10 bis 20 µm, ihr Durchmesser liegt bei 0,10 bis 0,15 µm 

(CHAKRABORTY et al., 2011). Typisch für Leptospiren ist die Form ihrer Zellenden, die 

häufig als Kleiderbügelform beschrieben wird und sie morphologisch von anderen Spirochäten 

abgrenzt (KO et al., 2009). Der Protoplasmazylinder der Bakterienzelle ist von einer Zellwand 

umgeben, die in ihrem Aufbau dem der gramnegativen Bakterien ähnelt (HAAKE et al., 2010). 

Die Zellwand besteht aus einer inneren und einer äußeren Membran (Abbildung 1) (KO et al., 

2009). Die innere Membran ist eng mit der Peptidoglykanschicht verbunden. Um diese windet 

sich ein zentrales Axialfilament, das aus zwei periplasmatischen Flagellen besteht (GREENE, 

2012). Zwischen den zwei Membranen liegt der periplasmatische Spalt, in dem die beiden 

periplasmatischen Flagellen an den zwei Enden der Bakterienzelle verankert sind und die 

aktive Fortbewegung der Leptospiren ermöglichen. 

 

 
 

 
Modifiziert nach Cinco (CINCO, 2010) 
Abkürzungen der wichtigsten Membranbestandteile: 
OE: äußere Membran; IM: innere Membran; PG: Peptidoglykanschicht; LPS: Lipopolysaccharide; 

EF: periplasmatisches Flagellum; PBP: Penicillin bindendes Protein; TolC: ABC-Transporter 

gekoppeltes Efflux-System für den Transport von Stoffen aus dem Zytoplasma; OmpL1: 

temperaturabhängiges Porin der äußeren Membran; LipL: Lipoproteine; LenA: lepotspiral 

endostatin-like lipoprotein A; Loa22: Oberflächen Protein, einzig bekannter Virulenzfaktor im Sinne 

der Henle-Koch-Postulate; Lig A-C: leptospiral immunoglobulin-like repeat proteins A-C 
Die genauen Funktionen der wichtigsten Membranbestandteile sind in der Tabelle A1 

beschrieben. 
 

Abbildung 1: Aufbau und Bestandteile der Zellmembran von Leptospiren 



Literaturübersicht 6 

In die Membran sind verschiedene integrale Membranproteine und outer membrane proteins 

(OMPs) - vorwiegend Lipoproteine - eingelagert, die für den Stoffwechsel und für die 

Pathogenität der Serovare verantwortlich sind (Tabelle A1, Anhang) (KO et al., 2009). Eine 

Vielzahl an amphiphatischen, transmembranösen OMPs, die teilweise Homologien zu denen 

gramnegativer Bakterien aufweisen, sind beschrieben (HAAKE et al., 2010). Neben auch bei 

Borrelia spp. vorkommenden Lipoproteinen, besitzen Leptospiren im Gegensatz zu 

Spirochäten wie Treponema pallidum und Borrelia spp. ein LPS (CULLEN et al., 2004; 

HAAKE et al., 2010). Der Aufbau des LPS ähnelt dem der gramnegativen Bakterien mit einem 

Lipid A Anteil, mit dem es in der Membran verankert ist, dem Core bestehend aus 

Polysacchariden, sowie der O-spezifischen Polysacharidkette (O-AG), die für die 

Antigenvariabilität der einzelnen Serovare verantwortlich ist. Verglichen mit dem Aufbau des 

LPS von Escherichia coli unterscheidet sich das LPS von Leptospiren jedoch in drei 

Merkmalen. Dabei ist die zweite Fettsäure ungesättigt, die Länge der Fettsäurenkette variiert 

und der Lipid A Anteil ist methyliert (WERTS, 2010).  

Leptospiren können in flüssigen oder semisoliden Medien kultiviert werden. Optimal wachsen 

Leptospiren bei aeroben Bedingungen und Temperaturen zwischen 28 °C bis 30 °C. Dem 

Medium müssen langkettige Fettsäuren zugesetzt sein, die die Leptospiren durch β-Oxidation 

als Kohlenhydrat- und Energiequelle nutzen. Essentiell sind auch Vitamin B1 und Vitamin B12 

sowie Ammoniumsalze. Das am häufigsten verwendete Medium ist das kommerziell 

erhältliche Ellinghausen-McCullough/Johnson-Harris (EMJH) Medium (EVANGELISTA et 

al., 2010). Neben bovinem Serumalbumin basiert das Medium auf Ölsäure und Polysorbaten 

(Tween). Das Wachstum anspruchsvoller Stämme kann durch den Zusatz von Pyruvaten oder 

Kaninchenserum verbessert werden. Durch Zugabe von 1,5 % Agar zu dem Medium kann nach 

einigen Tagen eine Wachstumszone als Trübung unterhalb der Mediumsgrenze beobachtet 

werden (ADLER et al., 2010). Dieses als „Dinger’s Disk“ beschriebene Phänomen entsteht 

durch die Anreicherung der aeroben Bakterien direkt unterhalb des Flüssigkeitsspiegels (LE 

FEBVRE et al., 1985). In Kultur wachsende Leptospiren müssen kontinuierlich in frisches 

Medium subkultiviert werden (ADLER et al., 2010). Zusätzlich sollten sie regelmäßig auf 

Teilung und Vitalität im Dunkelfeldmikroskop überprüft werden. Dabei ist eine Dichte von 

1 x 10
4
 bis 1 x 10

5
 Leptospiren/ml nötig, um mikroskopisch ein Bakterium pro Gesichtsfeld 

detektieren zu können (GREENE, 2012; TOYOKAWA et al., 2011). Bei Anzüchtung von 

Isolaten aus klinischen Proben sollte 5-Fluorouracil und/oder Antibiotika wie Neomycin oder 

Rifampicin zugesetzt werden, um die Begleitflora zu hemmen. Da Leptospiren mit einer 

Generationszeit von ungefähr 20 Stunden zu den langsam wachsenden Bakterien zählen, 
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können diagnostische Kulturen mit Blut oder Urin erst nach 13 Wochen mit hoher 

Wahrscheinlichkeit als negativ angesehen werden (TOYOKAWA et al., 2011).  

 

1.3 Vergleichende Darstellung des Genoms von Leptospira spp. 

Für Leptospiren wurden bisher sechs komplette Genomsequenzen von pathogenen und 

apathogenen Spezies veröffentlicht. Die Genospezies L. interrogans wurde anhand der zwei 

eng verwandten Serovare Copenhageni und Lai beschrieben (NASCIMENTO et al., 2004; 

NASCIMENTO et al., 2004). L. borgpetersenii Serovar Hardjo Stamm L550 und Stamm 

JB197 folgten im Jahr 2006 (BULACH et al., 2006). Saprophytäre Arten sind durch die zwei 

Stämme Leptospira biflexa Serovar Patoc Stamm Patoc I (Paris) und Stamm Patoc I (Ames) 

vertreten (PICARDEAU et al., 2008). Leptospiren besitzen im Gegensatz zu Treponemen und 

Borrelien keine Plasmide, sondern zwei zirkuläre, in sich geschlossene Chromosome. L. biflexa 

weist ein drittes, zusätzliches 74 Kilobasen (kb) großes Chromosom auf, das den pathogenen 

Leptospiren fehlt (Abbildung 2). Viele Gene, die für das Überleben in der Umwelt notwendig 

sind, weisen Punktmutation bei L. borgpetersenii auf. Zum Beispiel sind im Genom von 

L. interrogans zwei Gene vorhanden, die den Genen devR und DevS von Myxococcus xanthis 

ähneln und wichtig für das Überleben bei schlechten Umweltbedingungen wie 

Nahrungsmangel sind. Diese beiden Gene fehlen jedoch im Genom von L. borgpetersenii. 

Durch diese funktionelle Veränderung ist diese Genospezies nicht mehr fähig, in der freien 

Umwelt zu überleben. Daher ist der Übertragungsweg dieser Leptospirenspezies an einen 

strikten Wirt-Wirt-Zyklus gebunden (BULACH et al., 2006). Dagegen besitzt L. biflexa auf 

seinem dritten Chromosom viele Haushaltsgene, die für das Überleben in der Umwelt 

notwendig sind. Orthologe Gene findet man zwar auch auf dem Chromosom 1 der pathogenen 

Spezies (ADLER et al., 2010), dennoch fehlen L. interrogans und L. borgpetersenii circa ein 

Drittel der Gene, die bei L. biflexa vertreten sind (ADLER et al., 2011). Die Genomgröße des 

Leptospiren-Genoms variiert deshalb deutlich zwischen 3,9 und 4,6 Megabasen (Mb) und der 

Gehalt an G (Guanin) + C (Cytosin) liegt in Abhängigkeit von der Spezies zwischen 35 mol % 

bis 41 mol %. Gemeinsam sind allen Leptospiren 2052 Gene, die als sogenanntes Kerngenom 

bezeichnet werden. Zudem konnten die für die Synthese des LPS, für die leptospiral 

immunoglobulin-like repeat proteins (Lig Proteine), die leptospiral endostatin-like lipoproteins 

(Len Proteine) und einige Lipoproteine (Lip) pathogener Leptospira spp. die kodierenden Gene 

bisher identifiziert werden (CULLEN et al., 2004; STEVENSON et al., 2007). 
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Nach Picardeau et al. (PICARDEAU et al., 2008) 
Die Farben stellen verschiedene Gene der Genospezies L. interrogans, L. borgpetersenii und 

L. biflexa dar. 
Rosa: spezifische Gene für L. biflexa; Dunkelviolett: universell vorkommende Gene bei 

L. interrogans, L. borgpetersenii und L. kirschneri; Rot: spezifische Gene für L. biflexa und 

L. borgpetersenii; Braun: spezifische Gene für L. biflexa und L. interrogans; Grau: positiver GC 

Skew; schwarz: negativer GC Skew; 

 

2 Infektionszyklus von Leptospira spp. und Pathogenese der Krankheit 

Bei über 180 verschiedenen Tierarten gelang der erfolgreiche Nachweis und die Isolierung von 

Leptospiren (GUERRA, 2009). Obwohl der Erreger auch bei Vögeln detektiert werden konnte 

und Insekten als mögliche Infektionsquelle diskutiert wurden, spielen nur Säugetiere eine Rolle 

bei der Übertragung und Verbreitung (BABUDIERI, 1958). Dabei können ein oder gleichzeitig 

mehrere Serovare an bestimmte Säugetierspezies adaptiert sein. Diese Tiere fungieren als 

sogenannte Reservoirwirte und scheiden Leptospiren mit dem Urin in die Umgebung aus ohne 

klinisch zu erkranken. In Populationen, in denen Leptospiren endemisch sind, kommen 

Individuen meist schon sehr früh in den Kontakt mit dem Erreger. Übersteht das junge Tier die 

akute Infektion, kann es ein chronisches Trägerstadium entwickeln (Abbildung 3) (GUERRA, 

2009; LEVETT, 2001). Dabei siedeln sich die Leptospiren im proximalen renalen Tubulus-

system der Niere an, in dem sie sich replizieren können, und werden so für mehrere Monate 

oder Jahre mit dem Urin ausgeschieden. Als Reservoirwirte gelten vor allem kleine Nagetiere, 

die als Hauptinfektionsquelle für den Menschen, Haus- und Nutztiere angesehen werden 

(ADLER et al., 2010; GREENE, 2012). Kommt es zu einer Infektion mit einem nicht 

wirtsadaptierten Serovar, können auch Reservoirwirte zu sogenannten Zufallswirten werden 

und klinisch schwer erkranken (LEVETT, 2001). Alle Säugetiere, nicht aber der Mensch, 

Abbildung 2: Darstellung der drei zirkulären Chromosome von L. biflexa 
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können ein chronisches Trägerstadium ausbilden und so als Reservoirwirte den Erreger 

ausscheiden und verbreiten (Abbildung 3). Die molekularen Mechanismen der serovar-

abhängigen Adaptation an bestimmte Säugetierspezies sind nicht bekannt (ADLER et al., 

2010). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bei einer Infektion mit pathogenen Leptospiren 

die Immunantwort von Mäusen und Menschen auf unterschiedlichen Mechanismen beruht und 

das humane Immunsystem nicht fähig ist, Leptospiren effektiv zu eliminieren (siehe Punkt 3 

Immunantwort und Immunevasion) (EVANGELISTA et al., 2010). Die Ausscheidung mit dem 

Urin kann kontinuierlich oder intermittierend erfolgen. Relevant ist hierbei der pH-Wert (pH) 

des Urins. Leptospiren werden mit dem alkalischen Harn der Pflanzenfresser in großen 

Mengen ausgeschieden. Der relativ niedrige Urin pH der Fleischfresser verringert die Menge 

der ausgeschiedenen Leptospiren (ADLER et al., 2010). Leptospira spp. können außerhalb der 

Wirte in feuchter Umgebung für mehrere Monate überleben. Optimale Bedingungen sind 

Temperaturen zwischen 28 °C bis 38 °C bei einem pH von 6,2 bis 8,0. Ein hoher Salzgehalt 

oder niedrige pH-Werte inhibieren das Überleben des Erregers in der Umwelt und im Wasser 

(GUERRA, 2009). Warme stehende oder langsam fließende Gewässer mit Temperaturen 

zwischen 0 °C bis 25 °C stehen bei der indirekten Übertragung im Vordergrund. Temperaturen 

unterhalb des Gefrierpunktes setzen die Überlebensfähigkeit des Bakteriums herab. Daher 

treten Infektionen vermehrt im Spätsommer bis zum frühen Herbst auf. Insbesondere wenn 

schwere Regenfälle, wie sie in subtropischen Regionen vorkommen, die Verbreitung des 

Pathogens begünstigen (GOLDSTEIN, 2010). Fehlende Abwassersysteme und Entsorgungs-

systeme für Müll spielen in urbanen Regionen eine Rolle (SOCOLOVSCHI et al., 2011). 

Leptospiren können durch intakte Schleimhäute, wie die Konjunktiven, und Hautverletzungen 

in den Organismus eindringen (LEVETT, 2001). Über die zugrundeliegenden molekularen 

Mechanismen wie Leptospiren in den Organismus gelangen und sich vermehren können ist 

jedoch wenig bekannt (PALANIAPPAN et al., 2007). Pathogene Leptospiren besitzen die 

Fähigkeit an Wirtszellen und an Bestandteile der extrazellulären Matrix zu adherieren. 

Zusätzlich kann der Erreger aktiv Zellwände durchdringen ohne diese zu schädigen. Mehr als 

200 OMPs sind beschrieben, die für die Pathogenität verantwortlich sein können (CINCO, 

2010). Bestimmte Membranproteine der äußeren Zellmembran werden nur während einer 

Infektion vermehrt exprimiert, und fungieren so als Virulenzfaktoren (Tabelle A1, Anhang). 

Hierzu zählen unter anderem LipL32, Loa22, LigA, LruA und LruB. Durch Fibronektin-

bindende Proteine und Lig-Proteine der äußeren Zellwand können pathogene Stämme an 

Wirtszellen adhärieren (PALANIAPPAN et al., 2007). Hohe Temperaturen und ein niedriger 

Eisengehalt spiegeln die Verhältnisse im Wirtsgewebe bei einer Infektion wieder. Einige 
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OMPS, wie LipL 36, werden bei diesen Bedingungen nicht exprimiert. Man nimmt daher an, 

dass die verminderte Expression bestimmter Gene während einer Infektion eine Möglichkeit 

ist, wie sich Leptospiren der Immunantwort des Wirtes entziehen können (ADLER et al., 

2011). 

 

 

 

 

3 Immunantwort und Immunevasion 

Eine Infektion mit Leptospira spp. kann sowohl zu einer symptomlosen, chronischen Infektion, 

als auch zu schweren klinischen Erkrankungen führen (BHARTI et al., 2003; GREENE, 2012; 

LEVETT, 2001). Über die zugrunde liegenden Mechanismen der Immunevasion und folgender 

Persistenz in der Niere ist noch wenig bekannt. Da Leptospiren zu den extrazellulären Erregern 

zählen, spielt bei der erfolgreichen Abwehr einer Infektion die Bildung spezifischer AK und 

die Aktivierung des Komplementsystems eine essentielle Rolle (FRAGA et al., 2011). Sowohl 

IgG- als auch IgM-AK, die hauptsächlich gegen das LPS von Leptospiren gerichtet sind, 

können nach einer überstandenen schweren klinischen Leptospirose noch bis zu sechs Jahre 

beim Menschen nachgewiesen werden (CUMBERLAND et al., 2001). In der Gegenwart von 

spezifischen AK werden Leptospiren in vitro und in vivo erfolgreich von Makrophagen und 

neutrophilen Granulozyten phagozytiert. Aufgrund der Serovarspezifität des LPS induzieren 

die gebildeten AK jedoch nur eine serovargebundene Immunität (ADLER et al., 2010). Die 

Bildung spezifischer Immunglobuline während einer Leptospireninfektion basiert bei Mäusen 

und dem Menschen auf unterschiedlichen Mechanismen. Dabei verläuft eine Infektion bei 

Abbildung 3: Infektionszyklus pathogener Leptospira spp. 
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Mäusen im Gegensatz zum Menschen meist symptomlos und die Tiere entwickeln ein 

persistentes Trägerstadium. Im Allgemeinen wird das LPS gramnegativer Bakterien durch 

Makrophagen über den sogenannten Toll-like Rezeptor 4 (TLR 4) erkannt. Die darauffolgende 

Aktivierung des Immunsystems führt zur Bildung spezifischer AK (EVANGELISTA et al., 

2010; WERTS, 2010). Bei der Abwehr von Leptospiren spielt hingegen der TLR2 und der 

TLR4 Rezeptor eine Rolle. Beim Menschen wird das LPS nur durch den TLR2 Rezeptor 

erkannt. Mäuse erkennen das LPS dagegen über den TLR2 und TLR4 Rezeptor (WERTS et al., 

2001; WERTS, 2010). Die Erkennung des LPS durch den TLR4 Rezeptor ist essentiell für die 

rechtzeitige Produktion von IgM-AK durch die B-Zellen und der damit verbundenen 

Elimination des Erregers. Doppel knockout-Mäuse, denen beide TLR-Rezeptoren fehlten, 

starben nach einer Infektion mit L. interrogans Serovar Copenhageni an akutem Nieren- und 

Leberversagen (CHASSIN et al., 2009). Die Unfähigkeit humaner Makrophagen, Leptospiren 

über den TLR4 Rezeptor zu erkennen, wird auf den einzigartigen Aufbau des Lipid A Teils des 

Leptospiren-LPS zurückgeführt (siehe 1.2) (EVANGELISTA et al., 2010; FRAGA et al., 

2011). TLR4 scheint daher essentiell für die effektive Immunantwort durch das humorale 

Immunsystem zu sein und spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Ausbildung chronisch 

latenter Infektionen bei Trägertieren (PALANIAPPAN et al., 2007). Zwar können 

Makrophagen Leptospiren phagozytieren, die Effektivität mit der Leptospiren innerhalb der 

Makrophagen abgetötet werden unterscheidet sich jedoch bei murinen und humanen Zelllinien. 

Li et al. konnten zeigen, dass sowohl murine, als auch humane Makrophagen Leptospiren 

aufnehmen können, die Inaktivierung jedoch nur bei murinen Zelllinien erfolgt. In murinen 

Makrophagen liegen die Leptospiren in den Phagolysosomen und können dort inaktiviert 

werden. Bei humanen Makrophagen liegt der Erreger dagegen im Zytosol, in dem er sich 

repliziert. Die anschließende Apoptose der Makrophagen führt zu einer Freisetzung der 

lebenden Leptospiren (LI et al., 2010). Der genaue molekulare Mechanismus ist hierfür noch 

nicht bekannt.  

Die Freisetzung immunmediierter Mediatoren und die anschließende Entzündungsreaktion 

nach AG-Kontakt dienen normalerweise in der akuten Phase einer Infektion der Elimination 

des Erregers (WANG et al., 2012). Schwere klinische Verlaufsformen der Leptospirose werden 

mit dem übermäßigen Anstieg bestimmter proinflammatorischer Mediatoren assoziiert, die bei 

einer Infektion mit Leptospiren vermehrt im Serum detektiert werden (VERNEL-PAUILLAC 

et al., 2010). Neben verschiedenen Interleukinen (IL) werden vor allem Tumornekrosefaktor α 

(TNF-α) und IL-6 mit dem Auftreten schwerer klinischer Verlaufsformen in Verbindung 

gebracht (TAJIKI et al., 1996; VERNEL-PAUILLAC et al., 2010). Die Freisetzung von 
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Mediatoren im Wirt wird dabei von verschiedenen Komponenten der Bakterienzelle 

pathogener Leptospiren induziert. Dazu zählt vor allem das Leptospiren-LPS, das bei humanen 

Makrophagen eine TLR2 abhängige Freisetzung von Zytokinen wie IL-8 und TNF-α 

verursacht (WERTS et al., 2001). Die Entzündungsreaktion in den proximalen Tubuleszellen 

der Niere ist ebenfalls TLR2 vermittelt. Daneben spielen weitere OMPS wie LipL32 eine Rolle 

bei der Freisetzung von TNF-α (YANG et al., 2006). In einer neuen Studie wurde gezeigt, dass 

die nur im Genom pathogener Leptospiren kodierten Gene für die Hämolysine Sph1, Sph2, 

Sph3, HlpA und TlyA bei murinen und humanen Makrophagen TLR2 und TLR4 abhängig zu 

einer Freisetzung von IL-1β, IL-6 und TNF-α führen. Dabei werden die Gene erst bei dem 

Kontakt zu Wirtszellen vermehrt exprimiert. Hämolysine pathogener Leptospira spp. fungieren 

daher als Stimulatoren bei der Auslösung einer proinflammatorischen Reaktion im Wirt und 

sind somit an der Entstehung klinischer Symptome beteiligt (WANG et al., 2012). Ob weitere 

Bestandteile pathogener Leptospiren oder die Freisetzung bestimmter Mediatoren für die 

Schwere der Erkrankung, oder die Ausbildung einer chronischen Infektion verantwortlich sind, 

ist noch nicht bekannt. 

Darüber hinaus besitzen pathogene Leptospirenstämme im Vergleich zu apathogenen 

Leptospiren Mechanismen, die es ihnen ermöglichen, sich der Inaktivierung durch das 

Immunsystem zu entziehen. Pathogene Leptospiren sind hoch invasiv und heften sich, im 

Gegensatz zu saprophytären Leptospiren, in vitro an Zellen an und dringen in diese ein (LIU et 

al., 2007). Durch diese Mechanismen sind pathogene Arten dazu befähigt, in der frühen Phase 

der Infektion, sich rasch in verschiedene Organe wie der Niere oder der Leber zu 

disseminieren, ohne dass sie dabei vom Komplementsystem erkannt und anschließend 

phagozytiert werden (CINCO, 2010). Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen 

Immunsystems und spielt bei der Abwehr in der frühen Phase einer Infektion eine Rolle. LenA 

und LenB, zwei Membranproteine pathogener Stämme (Abbildung 1; Tabelle A1, Anhang), 

besitzen unter anderem die Fähigkeit, Faktor H und das Factor H related protein 1 (FHR-1) des 

Komplementsystems zu binden. Faktor H ist ein Regulator innerhalb des alternativen 

Aktivierungsweges des Komplementsystems. Die Bindung dieses Faktors an die Oberfläche 

pathogener Leptospiren führt zur Hemmung der Komplementkaskade (Abbildung 4). 

Zusätzlich können pathogene Leptospiren den klassischen Aktivierungsweg der 

Komplementkaskade unterbrechen, indem sie den Regulator C4BP binden und dadurch 

inaktivieren (FRAGA et al., 2011). 
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Nach Fraga et al. (FRAGA et al., 2011) 
LcpA: Membranprotein der äußeren Zellmembran pathogener Leptospiren, interagiert mit humanen 

C4BP; Faktor I: Inhibitor der Komplementkaskade; C3 a-c, C4 b und d, Bb: Aktivierungsfaktoren 

in der Komplementkaskade 
Saprophytäre Leptospiren werden durch das Komplementsystem inaktiviert da sie, im Gegensatz zu 

pathogenen Leptospiren, nicht die Fähigkeit besitzen Faktor H (FH) und C4 Binding Protein (C4BP) 

zu binden. Die Len Proteine pathogener Leptospiren binden humanen Faktor H und unterbrechen so 

den alternativen Weg der Komplementaktivierungskaskade. Der klassische Weg kann durch die 

Bindung des Regulators C4BP unterbrochen werden. 

 

4 Epidemiologie  

4.1 Epidemiologie des Menschen 

Im Jahr 1886 beschrieb Adolf Weil erstmals das Auftreten einer akuten Infektionskrankheit 

beim Menschen, die mit einer Splenomegalie, Ikterus und akuter Niereninsuffizienz assoziiert 

Abbildung 4: Mechanismen der Immunevasion pathogener Leptospiren vor dem 

Komplementsystem 

Leptospirenzellmembran 

Leptospirenzellmembran 
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war. Weil beobachtete, dass vor allem Metzger von der Infektionskrankheit betroffen waren 

und die Infektion nur in regional begrenzten Gebieten auftrat (WEIL, 1886). Der Begriff der 

Weil’schen Krankheit wird bis heute verwendet (TOYOKAWA et al., 2011). Im Jahr 1915 

konnte, unabhängig voneinander, in Japan und in Deutschland der Erreger der 

Infektionskrankheit nachgewiesen werden (LEVETT, 2001). Inada et al. beschrieben erstmals 

Spirochaeta icterrohaemorrhagiae als infektiöses Agens der Erkrankung (INADA et al., 1916). 

Bereits zwei Jahre später konnte die Ratte als Überträger von Spirochaeta 

icterrohaemorrhagiae identifiziert werden (IDO et al., 1917). Weitere Synonyme für die 

humane Leptospirose haben sich aufgrund der verschiedenen Expositionsquellen und Trans-

missionswege von Leptospira spp. geprägt. Dazu zählen unter anderem die Synonyme 

Schweinehüterkrankheit, Reisfeldfieber oder Schlammfieber (WHO, 2003). Noch immer gilt 

die Leptospirose des Menschen als eine wichtige Zoonose in Entwicklungsländern, die dort vor 

allem in ländlichen Gegenden eine Rolle spielt. Durch die Globalisierung werden jedoch auch 

vermehrt Ausbrüche in Industrieländern dokumentiert. Dabei gelten Militäreinsätze sowie 

zunehmende Reiseaktivitäten in endemische Regionen als wichtige Verbreitungswege der 

Infektionskrankheit (PAPPAS et al., 2008). In Deutschland, Japan oder den USA gewinnt die 

Leptospirose immer mehr an Bedeutung (JANSEN et al., 2005; KOIZUMI et al., 2009; REIS et 

al., 2008; VINETZ et al., 1996). Trotz der globalen Verbreitung gibt es keine gesicherten 

epidemiologischen Daten über die weltweite Prävalenz. Meist fehlen in endemischen Regionen 

einheitliche Meldesysteme, oder die Erkrankung wird falsch beziehungsweise gar nicht 

diagnostiziert (HARTSKEERL et al., 2011; SOCOLOVSCHI et al., 2011). Die angenommene 

Anzahl der weltweit jährlich auftretenden humanen Infektionen liegt bei einer halben Millionen 

Fälle (HARTSKEERL et al., 2011; WHO, 2003). Man geht jedoch von einer weit höheren 

Anzahl an Infektionen aus, da vor allem gesicherte epidemiologische Daten für Afrika, Länder 

der östlichen mediterranen Gegenden und Europa fehlen (WHO, 2011). Die Letalitätsrate bei 

den erfassten Leptospirose-Fällen variiert dabei zwischen 3 % und 50 % (HARTSKEERL et 

al., 2011). In Deutschland gemeldete Fälle der Jahre 1962 bis 2003 zeigten einen stetigen 

Rückgang bis 1997, gefolgt von einem kontinuierlichen Anstieg bis 2003. Infektionen traten 

sowohl in ländlichen als auch vermehrt in städtischen Regionen auf. Bestimmte Berufsgruppen, 

vermehrte Reiseaktivitäten, die Ausübung von Wassersportarten (31 % der gemeldeten Fälle), 

Gartenarbeiten sowie der Kontakt zu Haustieren (37 % der gemeldeten Fälle) wurden als 

Expositionsquellen angegeben. Bei den Haustieren gelten vor allem Hunde als 

Infektionsquelle. Gehäuft traten Fälle im Osten Deutschlands in Gegenden mit großen 

Süßwasserflächen auf (Abbildung 5). Innerhalb Europas besteht die höchste Expositionsgefahr 
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bei Reisen nach Frankreich, welches als das Land mit der höchsten Leptospirose-Inzidenz im 

westlichen Europa gilt (JANSEN et al., 2005). Der letzte bestätigte große Leptospirose-

ausbruch in Deutschland stammt aus dem Jahr 2007. In Nordrhein-Westfalen infizierten sich 

dreizehn Feldarbeiter mit dem Serovar Grippotyphosa während der Arbeit auf einem 

Erdbeerfeld (DESAI et al., 2009; ROBERT KOCH INSTITUT, 2008). In Österreich 

erkrankten im Jahr 2010 vier Triathleten an Leptospirose, nachdem sie einen See 

durchschwommen hatten, in den durch schwere Regenfälle kontaminierter, tierischer Urin 

eingeschwemmt wurde (RADL et al., 2011). Das vermehrte Auftreten humaner 

Leptospirosefälle innerhalb Deutschlands ist auf die zunehmende Exposition zu neuen 

Infektionsquellen zurückzuführen und ist nicht mehr vorrangig auf ländliche Regionen 

begrenzt (JANSEN et al., 2005). 

 

 

 

Abbildung 5: Regionale Verbreitung der humanen Leptospirose in Deutschland 

 
Nach Jansen et al. (JANSEN et al., 2005) 
Die Abbildung basiert auf den gemeldeten Leptospirosefällen der Jahre 1997 bis 2003. Die Inzidenz 

bezieht sich auf die Anzahl der gemeldeten Fälle pro 100.000 Einwohner. Das höchste Vorkommen 

liegt in Mecklenburg-Vorpommern und Brandenburg. 
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4.2 Epidemiologie der Haussäugetiere 

Bereits im Jahr 1899 wurde das Auftreten der kaninen Leptospirose erstmals durch Klett 

beschrieben. Die Erkrankung wurde lange Zeit als „Typhus des Hundes“ oder synonym als 

Stuttgarter Hundeseuche bezeichnet (MCINTYRE et al., 1952). 1933 gelang bei Hunden in 

Holland erstmalig die Beschreibung eines anderen Leptospirenstammes, der sich von dem 

bisher bekannten Stamm Icterohaemorrhagiae der Weil’schen Krankheit serologisch 

unterschied. Klarenbeek und Schüffner nahmen an, dass dieser Stamm auf den Menschen 

übertragbar ist und klinische Erkrankungen verursachen kann (KLARENBEEK et al., 1933). 

Bis 1960 wurden bei klinischen Erkrankungen des Hundes nur die Serovare 

Icterohaemorrhagiae und Canicola als Erreger der Leptospirose angesehen (Tabelle 2) 

(GOLDSTEIN, 2010). Diese zwei genannten Serovare wurden über 30 Jahre in einem 

bivalenten Impfstoff eingesetzt (ELLIS, 2010; SYKES et al., 2011). Die lange Verwendung 

dieses Impfstoffes und die Einbeziehung neuer Serogruppen bei serologischen Studien 

veränderten das epidemiologische Bild. Seitdem sind zahlreiche Serovare bei Hunden 

beschrieben worden (Tabelle 2) (GREENE, 2012), wobei vor allem verschiedene Leptospiren-

serovare der Genospezies L. interrogans und L. kirschneri als Hauptverursacher der kaninen 

Leptospirose gelten (SYKES et al., 2011). Im Iran und in Brasilien wurden die Genospezies 

Leptospira wolffii und Leptospira noguchii bei erkrankten Hunden isoliert (SILVA et al., 2009; 

ZAKERI et al., 2010). Inwieweit sie jedoch eine Rolle in der Pathogenese spielen ist noch nicht 

bekannt (SYKES et al., 2011). Innerhalb Europas ist die epidemiologische Situation nicht 

einheitlich (ELLIS, 2010). Bei klinisch erkrankten Hunden aus dem süddeutschen Raum 

wurden verschiedene Serovare als infektiöses Agens nachgewiesen (Tabelle 2) (GEISEN et al., 

2007). Auch in den USA und Kanada galten lange Zeit nur die Serovare Icterohaemorrhagiae 

und Canicola als Erreger der kaninen Leptospirose (BIRNBAUM et al., 1998; BOLIN, 1996). 

Das Auftreten neuer Serovare wird mit einer vermehrten Exposition zu neuen, atypischen 

Reservoirwirten assoziiert (GREENE, 2012). Dazu zählen Wildtiere wie der Waschbär, 

Stinktiere und Opossums, die als Reservoir für die Serovare Pomona und Icterohaemorrhagiae 

ermittelt wurden (BOLIN, 1996). Viele dieser serologischen Studien basieren jedoch auf dem 

MAT, der keine gesicherte Aussage über das infizierende Serovar zulässt (GOLDSTEIN, 

2010).  

Katzen sind nach bisherigen Erkenntnissen dagegen für eine Infektion mit Leptospira spp. 

wenig empfänglich. Das Auftreten klinischer Symptome ist selten beschrieben und 

experimentelle Infektionen führen nur zu milden klinischen Veränderungen (ANDRE-
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FONTAINE, 2006; SYKES et al., 2011). Die Prävalenz von AK gegen Leptospiren bei Katzen 

liegt bei unter 10 % (AGUNLOYE et al., 1996; GREENE, 2012). In Schottland und 

Deutschland wurden die Seroprävalenzen von 10 % und 20 % ermittelt. Lediglich in 

Frankreich korrelierte der Nachweis von AK mit klinischen Symptomen (Tabelle 2) 

(GREENE, 2012).  

Rinder gelten weltweit als Reservoirwirte für L. interrogans Serovar Hardjo Stamm 

Hardjoprajitno und L. borgpetersenii Serovar Hardjo Stamm Hardjo-Bovis (Tabelle 2). Beide 

Stämme sind serologisch nicht voneinander zu unterscheiden (LEFEBVRE et al., 1987; RYAN 

et al., 2012; VAN DE WEYER et al., 2011). Der Stamm Hardjo-Bovis ist besser an das Rind 

adaptiert und kann weltweit nachgewiesen werden (SCHMID, 2005). Dieser Stamm wird als 

Hauptursache für klinische Erkrankungen angesehen (CORTESE et al., 2007; GIVENS, 2006; 

RINEHART et al., 2012). Der Stamm Hardjoprajitno persistiert vor allem im Genitaltrakt 

(GIVENS, 2006). Er kommt primär in Europa vor und ist in Großbritannien meist ursächlich 

beim Auftreten von Infertilität beim Rind (GIVENS, 2006; SCHMID, 2005). Neben 

chronischen Trägerstadien mit dem adaptierten Serovar Hardjo werden sporadisch auch andere 

Serovare beim Rind nachgewiesen (Tabelle 2). Ein Infektion mit diesen Serovaren führt zu 

akuten Erkrankungen und Aborten (VAN DE WEYER et al., 2011). Bei Jungrindern in Bayern 

wurde am häufigsten das Serovar Hardjo detektiert (55 %). Die Serovare Grippotyphosa, 

Icterohaemorrhagiae, Bratislava und Canicola wurden, neben zahlreichen anderen Serovaren, 

mit 18 %, 13 %, 8 % und 5 % ermittelt (SCHMID, 2005).  

Für kleine Wiederkäuer liegen kaum gesicherte epidemiologische Daten vor (LILENBAUM et 

al., 2008; MARTINS et al., 2011). Ziegen und Schafe gelten als Träger des Stammes Hardjo-

Bovis (Tabelle 2). In Brasilien wurden die Serogruppen Sejroe und Shermani nachgewiesen 

(LILENBAUM et al., 2009). Bei Schafen aus Brasilien wurde erstmals auch 

Leptospira noguchii detektiert. Im Allgemeinen variiert das Auftreten verschiedener Serovare 

beim Schaf jedoch weltweit (SILVA et al., 2007).  

Schweine gelten als Reservoirwirte für die Serovare Pomona, Bratislava und Tarassovi 

(Tabelle 2) (HEINRITZI et al., 2006; STRUTZBERG-MINDER et al., 2011). Am besten ist 

das Serovar Tarassovi an das Schwein adaptiert (HEINRITZI et al., 2006). Das Serovar 

Bratislava kann neben der Niere auch im oberen Genitaltrakt von Sauen und im Sperma von 

Ebern persistieren. Daher spielt auch die sexuelle Übertragung eine Rolle im Infektionszyklus 

des Schweins. Wie bei allen Säugetieren zeigt das Auftreten bestimmter Serovare regionale 

Unterschiede. Vor allem in Gegenden, in denen endemische Naturherdinfektionen in 
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Nagerpopulationen vorliegen, variiert das Auftreten der Serovare. Die letzte in Deutschland 

durchgeführte epidemiologische Studie stammt aus dem Jahr 1984. Die am häufigsten 

nachgewiesenen Serovare waren dabei Saxkoebing und Grippotyphosa (STRUTZBERG-

MINDER et al., 2011). 

Pferde infizieren sich sporadisch mit Leptospira spp. Dabei spielen die Serovare Kennewicki und 

Grippotyphosa eine Rolle (Tabelle 2) (DIETZ et al., 2006; WHITWELL et al., 2009). Viele Tiere 

weisen AK gegen verschiedene Leptospirenserovare auf, ohne klinisch zu erkranken (WHITWELL 

et al., 2009). Als Kontaminationsquellen für Pferde werden vor allem mit Nagerurin verunreinigtes 

Futter oder Weiden angesehen. Auch der direkte Kontakt zu anderen Pferden, die Leptospiren mit 

dem Urin ausscheiden, ist eine mögliche Infektionsquelle (BAVERUD et al., 2009). Neben 

sporadisch auftretenden, systemischen Infektionen und Aborten kommt es auch zu Manifestationen 

am Auge (DIETZ et al., 2006). Verschiedene Serovare von L. interrogans, L. kirschneri und 

L. borgpetersenii sind bei an der equinen rekurrenten Uveiteis (ERU) erkrankten Pferden nach-

gewiesen worden (Tabelle 2). Der Nachweis basiert auf der Detektion von AK in der 

Glaskörperflüssigkeit erkrankter Tiere mittels MAT (CURLING, 2011). In Amerika dominiert 

L. interrogans Serovar Pomona, in Europa L. kirschneri Serovar Grippotyphosa (CURLING, 2011; 

VERMA et al., 2005). In Deutschland wurden neben dem häufigsten Serovar Grippotyphosa auch 

AK gegen die Serovare Pomona, Bratislava, Copenhageni und Javanica beim Pferd ermittelt 

(BRANDES et al., 2007). 
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Tabelle 2: Häufig detektierte Serovare bei den Haussäugetieren 

 

 

 

 

 

 

Tierart Genospezies Serogruppe Serovar Referenz 

Hund L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. kirschneri 

b   
icterohaemorrhagiae 

b   
canicola 

    pomona 
b   

australis 
b   

sejroe 
b   

grippotyphosa 

a, c
Icterohaemorrhagiae 

 

a, c
Canicola  

a    
Pomona 

a, c
Bratislava

 

c    
Saxkoebing 

a, c
Grippotyphosa 

c
(GEISEN et al., 2007) 

b
(ELLIS, 2010) 

a
(SYKES et al., 2011) 

a
(GREENE, 2012)  

Katze nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

d   
autumnalis 

d   
bratislava 

d,e
canicola 

d   
grippotyphosa 

d   
hardjo 

d,e
icterohaemorrahgiae 

d   
pomona 

e   
sejroe 

e
  australis

 
 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

    nicht angegeben 

 

 

 

 

(GREENE, 2012)  

Rind L. borgpetersenii 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. kirschneri 

   nicht definiert 

   sejroe 

   icterohaemorrhagiae 

   pomona 

   nicht angegeben 

R   
Hardjo 

R   
Hardjo 

    Icterohaemorrhagiae 

    Pomona 

    Grippotyphosa 

(GIVENS, 2006) 

(CORTESE et al., 2007) 

(VAN DE WEYER et al., 2011) 

(RINEHART et al., 2012) 
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Tabelle 2: Fortsetzung 

 

 
R
   Reservoirwirt 

a
    häufig auftretende Serovare bei Hunden in den USA 

b
    dominierende Serogruppen innerhalb Europas 

c
    in Süddeutschland nachgewiesene Serovare bei klinisch erkrankten Hunden 

d
    bei klinisch gesunden Katzen nachgewiesene Serogruppen in den USA 

e
    in Frankreich detektierte Serovare die mit klinischen Symptomen bei Katzen korrelierten 

     Zur Vereinfachung ist nur die Genospezies dargestellt die mit dem isolierten Serovar assoziiert wird. 

 

Tierart Genospezies Serogruppe Serovar Referenz 

kleine  

Wiederkäuer 

nicht angegeben 

nicht angegeben 

L. noguchii 

sejroe 

shermani 

autumnalis 

  Hardjo 

  nicht angegeben 

  nicht angegeben 

(LILENBAUM et al., 2009) 

(SILVA et al., 2007) 

Schwein L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

pomona 

australis 

australis 

tarassovi 

R
Pomona  

  Australis 
R
Bratislava 

R
Tarassovi 

(HEINRITZI et al., 2006)  

(STRUTZBERG-MINDER et al., 

2011) 

Pferd L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. interrogans 

L. kirschneri 

L. borgpetersenii 

L. borgpetersenii 

australis 

nicht definiert 

canicola 

icterohaemorrhagiae 

pomona 

pomona 

grippotyphosa 

sejroe 

ballum 

  Australis 

  Bratislava 

  Canicola  

  Icterohaemorrhagiae 

  Pomona 

  Kennewicki 

  Grippotyphosa 

  Sejroe 

  Ballum 

 

 

(DIETZ et al., 2006)  

(WHITWELL et al., 2009) 

(CURLING, 2011) 
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5 Leptospirose 

5.1 Leptospirose des Menschen  

Der Mensch fungiert als Zufallswirt und erkrankt bei einer Infektion mit pathogenen 

Leptospiren meist akut. Nach einer Infektion können Leptospira spp. innerhalb weniger 

Minuten p.i. im Blut des Patienten nachgewiesen werden (KO et al., 2009). Ab dem dritten Tag 

p.i. ist der Erreger in verschiedenen Organen detektierbar (FAINE, 1957; LOURDAULT et al., 

2009). Der klinische Verlauf einer Leptospirose ist typischerweise durch zwei Phasen geprägt 

(Abbildung 6) (BHARTI et al., 2003; LEVETT, 2001). Nach einer Inkubationszeit von fünf 

Tagen bis zwei Wochen kommt es in der akuten oder septikämischen Phase zu milden, 

fieberhaften Symptomen, die häufig selbstlimitierend sind (KO et al., 2009; LEVETT, 2001). 

Diese Phase ist durch die Produktion von AK und späterer Ausscheidung des Erregers mit dem 

Urin gekennzeichnet (LEVETT, 2001). Der Anstieg der Körpertemperatur korreliert dabei mit 

dem Auftreten von AK im Serum. Der milde klinische Verlauf in der frühen Phase der 

Infektion wird auf das geringe endotoxische Potenzial des LPS von Leptospiren zurückgeführt 

(KO et al., 2009). Mit zunehmendem Anstieg der Antikörperkonzentration ist der Erreger nicht 

mehr im Blut nachweisbar (KO et al., 2009; LEVETT, 2001). Wird der Erreger nicht 

eliminiert, kann er anschließend in verschiedene Organe eindringen. Das Ausmaß der 

Gewebeschädigung hängt von der Virulenz des infizierenden Serovars, der Bakterienmenge, 

sowie von der Effektivität der Bildung spezifischer AK ab. In der Niere kann der Organismus 

jedoch trotz AK-Bildung häufig weiter persistieren und vermehrt sich in den renalen 

Tubulusepithelzellen (GOLDSTEIN, 2010). In endemischen Gebieten zeigen die meisten 

Patienten nach einer Infektion keine klinischen Veränderungen (PAPPAS et al., 2006). 

Schwere klinische Verlaufsformen werden bei 5 % bis 15 % der Patienten beschrieben (KO et 

al., 2009). Dabei steht vor allem die Schädigung des Endothels der Blutgefäße im Vordergrund 

(DE et al., 1979; NICODEMO et al., 1997), wodurch es zu Hämorrhagien und 

Gewebeschädigungen kommt (KO et al., 2009). Schädigungen in den Organen kommen auch 

durch die immunmediierte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zur Stande (KO et al., 

2009). Bei 50 % bis 80 % der tödlichen Krankheitsverläufe tritt eine Thrombozytopenie auf. 

Leptospiren besitzen die Fähigkeit, die Gerinnungskaskade zu aktivieren und lösen so einen 

disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) aus (CHIERAKUL et al., 2008). Die schwer-

wiegendste Form der humanen Leptospirose ist der sogenannte Morbus Weil. Typisch sind 

unspezifische Symptome, assoziiert mit einem Ikterus und einer Splenomegalie. Eine akute 

Niereninsuffizienz, Thrombozytopenie und zusätzlich schwere Hämorrhagien können auftreten 
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(TOYOKAWA et al., 2011). Eine besonders schwere Form ist das sogenannte hämorrhagische 

pulmonale Syndrom (LPHS, leptospirosis-associated pulmonary hemorrhage syndrome) (KO et 

al., 2009). Diese Form der Leptospirose wurde erstmals in China und Korea beschrieben 

(PARK et al., 1989). 1995 starben 15 Personen bei einem großen Ausbruch in Nicaraguna an 

LPHS (TREVEJO et al., 1998). Das Syndrom ist durch schwere Blutungen in der Lunge und 

dem damit verbundenen Untergang des Lungengewebes gekennzeichnet. Im Lungengewebe 

der Patienten können große Mengen an Leptospiren-DNA nachgewiesen werden. Die genaue 

Pathogenese ist derzeit noch nicht bekannt (KO et al., 2009). Ohne rechtzeitigen Beginn der 

Therapie kann das LPHS innerhalb von 72 Stunden zum Tod führen. Die Mortalitätsrate für 

Morbus Weil liegt zwischen 5 % bis 15 %, bei LPHS beträgt sie sogar 30 % bis 70 % 

(TOYOKAWA et al., 2011). Soweit ein Hinweis auf eine akute Infektion gegeben ist, ist der 

Nachweis von Leptospiren beim Menschen in Deutschland nach dem § 7 des 

Infektionsschutzgesetzes meldepflichtig (IFSG, 2011). 

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des zweiphasigen Verlaufs (early and late 

Phase) der humanen Leptospirose 

 
Nach Ko et al. (KO et al., 2009) 
Die frühe Phase der Infektion ist durch unspezifische, Grippe-ähnliche Symptome gekennzeichnet. 

Schwere klinische Veränderungen in der späten Phase der Erkrankung sind auf Schädigungen des 

Gefäßendothels, sowie dem immunmediierten Gewebeuntergang in den Organen zurückzuführen. 
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5.2 Leptospirose der Haussäugetiere 

Die Leptospirose des Hundes wurde erstmals im Jahr 1899 beschrieben. Bis 1960 galten akutes 

oder subakutes Nieren- und Leberversagen als typisches Krankheitsbild bei einer Infektion mit 

Leptospiren. Heutzutage ist eine große Bandbreite klinischer Veränderungen beschrieben 

(GOLDSTEIN, 2010). Neben milden Symptomen können je nach Immunstatus des Wirtes, der 

geographischen Lage und dem infizierenden Serovar auch schwere Erkrankungen mit letalem 

Ausgang auftreten (SYKES et al., 2011). Junge Hunde erkranken häufig schwer. Bei 

erwachsenen Hunden sind meist große Rassen sowie im Freien gehaltene Tiere betroffen. Bei 

perakuten Verläufen kommt es zu einer massiven Leptospirämie. Akute und subakute 

Verlaufsformen können mit verschiedenen, unspezifischen Symptomen einhergehen 

(GREENE, 2012). Häufig beobachtete Symptome sind neben Nieren- und Leberversagen 

pulmonale Hämorrhagien, petechiale Blutungen, Uveitis, Aborte und akute fieberhafte 

Erkrankungen. Die mit dem Nierenversagen einhergehenden klinischen Veränderungen können 

unter anderem Polyurie, Polydipsie, Anurie, Oligurie Vomitus und Dehydratation verursachen. 

Ist die Leber betroffen kann ein Ikterus entstehen. Wie bei der humanen Leptospirose wird 

auch bei Hunden vermehrt das Auftreten des LPHS in einigen Teilen Europas beobachtet 

(GREENE, 2012; SYKES et al., 2011). Dies kann sich klinisch durch Tachypnoe und Dyspnoe 

äußern. Häufige Veränderungen der Laborparameter umfassen Thrombozytopenie (in 58 % der 

Fälle), mehr als 80 % bis 90 % der Hunde zeigen einen Anstieg von Harnstoff und Kreatinin im 

Serum und eine Erhöhung der Leberenzymaktivitäten (ALP, ALT, AST) in Kombination mit 

einer Billirubinämie. Des Weiteren treten Veränderungen im Elektrolythaushalt auf. Die 

Analyse des Urins kann eine Glukoserie, Proteinurie, Bilirubinurie, Hämaturie oder Pyurie 

zeigen, sowie vermehrt Zylinder im Sediment aufweisen. Als hinweisend für eine Infektion mit 

Leptospiren wird vor allem das kombinierte Auftreten einer Azotämie mit erhöhten 

Leberenzymwerten angesehen (SYKES et al., 2011). 

Bei chronischen Infektionen der Rinder stehen Reproduktionsstörungen und Mastitiden im 

Vordergrund. Leptospira Hardjo verursacht Aborte, Frühgeburten, Totgeburten, untypische 

Mastitiden und Agalaktie (ELLIS et al., 1986; KINGSCOTE, 1985; LEFEBVRE et al., 1987). 

Die beiden wirtsadaptierten Genotypen, Hardjo-Bovis und Hardjoprajitno, verursachen 

zusammen Abortraten zwischen 3 % bis 10 %. Der Genotyp Hardjoprajitno verursacht 

zusätzlich klinische Mastitiden und führt zu einem Rückgang der Milchleistung (GIVENS, 

2006). Eine Infektion mit dem Stamm Hardjo-Bovis verläuft häufig klinisch inapparent, führt 

jedoch zum Ausscheiden des Erregers im Urin (CORTESE et al., 2007). Schwere klinische 
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Veränderungen entwickeln vor allem jüngere Tiere. Die Letalitätsrate bei Kälbern liegt 

zwischen 5 % bis 15 %. Bei älteren Tieren ist sie mit 2 % bis 4 % beschrieben (DIRKSEN et 

al., 2002). Da der Erreger intensiv mit dem Urin, Fruchtwasser, Nachgeburten, Sperma und 

beim Auftreten einer Mastitis auch mit der Milch ausgeschieden wird (GIVENS, 2006), stellen 

chronisch infizierte Rinder auch eine Infektionsquelle für den Menschen dar (GIVENS, 2006; 

SCHMID, 2005).  

Chronische Infektionen können bei kleinen Wiederkäuern zu Reproduktionsstörungen führen, die 

große wirtschaftliche Verluste verursachen. Akute Infektionen können mit Fieber, Anorexie, Ikterus 

und Hämorrhagien einhergehen (LILENBAUM et al., 2008; LILENBAUM et al., 2009; MARTINS 

et al., 2011). Im Allgemeinen gelten Schafe und Ziegen als weniger empfänglich für eine Infektion 

mit Leptospiren als Rinder (LILENBAUM et al., 2008). Die Leptospirose des Schafes unterliegt in 

Deutschland nach Anhang 1 der Verordnung über meldepflichtige Tierkrankheiten der Meldepflicht 

(STRUTZBERG-MINDER et al., 2011; TKRMELDEPFLV, 2011). 

Eine chronisch infizierte Schweineherde zeigt meist keine oder nur milde klinische 

Veränderungen. Werden Leptospiren in eine naive Schweinherde eingetragen kommt es zu 

Reproduktionsstörungen und Aborten. Klinisch erkranken vor allem Ferkel und tragende Sauen 

(STRUTZBERG-MINDER et al., 2011). Der Erreger repliziert sich neben der Niere auch in 

der Plazenta. Ab dem zweiten Trächtigkeitsmonat kann der Erreger auf die Feten übergehen. 

Charakteristisch ist das Auftreten von Aborten in der zweiten Hälfte Trächtigkeit, wobei die 

Feten typischerweise in verschiedenen Entwicklungsstadien abortiert werden. Es kommt zur 

Geburt lebensschwacher oder mumifizierter Feten. Eine Infektion mit Leptospiren in 

Mastschweinbeständen verläuft hingegen klinisch meist inapparent und stellt daher ein 

Zoonoserisiko für den Menschen dar. Infektionen mit nicht wirtsadaptierten Serovaren können 

zu klinischen Veränderungen führen. Bei Sauen und Ebern sind die Serovare Muenchen und 

Bratislava beschrieben (HEINRITZI et al., 2006). Eine Infektion von Schweinen mit dem 

Serovar Bratislava ist schwer zu diagnostizieren, da dieses Serovar nur einen geringen Anstieg 

von AK verursacht (BOLIN et al., 1991; HEINRITZI et al., 2006). Die Leptospirose des 

Schweins unterliegt in Deutschland nach Anhang 1 der Verordnung über meldepflichtige 

Tierkrankheiten der Meldepflicht (STRUTZBERG-MINDER et al., 2011; TKRMELDEPFLV, 

2011). 

Fieber, Hämoglobinurie, Ikterus und Manifestationen am Auge stehen bei klinischen 

Symptomen der Pferde im Vordergrund. Aborte im zweiten Drittel der Trächtigkeit können 

auftreten, sind aber seltener beschrieben als bei anderen Nutztieren (DIETZ et al., 2006; 
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HAMOND et al., 2012; SZEREDI et al., 2006). Aborte werden vor allem durch L. interrogans 

Serovare Pomona Stamm Kennewicki verursacht (DIETZ et al., 2006; SZEREDI et al., 2006; 

TIMONEY et al., 2011). Die equine recurrente Uveitis (ERU) ist durch das periodische 

Auftreten klinisch symptomloser Phasen gekennzeichnet. Die Ätiologie dieser Erkrankung ist 

jedoch noch nicht sicher belegt (BRANDES et al., 2007; CURLING, 2011; VERMA et al., 

2005). Neben verschiedenen Viren und Bakterien werden vor allem pathogene Leptospiren als 

auslösender Faktor betrachtet (CURLING, 2011). Der Nachweis von AK mittels MAT gegen 

Leptospiren aus der Glaskörperflüssigkeit macht eine Beteiligung von Leptospira spp. an der 

Entstehung der Uveitis sehr wahrscheinlich (CURLING, 2011). Zusätzlich können aus über 

50 % der betroffenen Glaskörper vitale Leptospiren angezüchtet werden (DIETZ et al., 2006). 

Das Sistieren pathogener Leptospiren löst eine zellvermittelte Immunantwort aus, die primär T-

Zell-vermittelt ist und zu entzündlichen Veränderungen des Auges führt. In geringerer Anzahl 

spielen B-Zellen eine Rolle. Mit jeder neu auftretenden Periode werden die klinischen 

Symptome schwerwiegender (CURLING, 2011). Eine Uveitis entwickelt sich meist Monate bis 

Jahre nach der initialen Infektion mit Leptospiren (CURLING, 2011; DIETZ et al., 2006). Das 

Endstadium ist durch eine chronische Uveitis gekennzeichnet und kann bei der Hälfte der 

Pferde zum Verlust der Sehfähigkeit führen (CURLING, 2011).  

 

6 Therapie und Prophylaxe 

6.1 Therapie des Menschen  

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO, World Health Organization) empfiehlt eine 

antibiotische Therapie sobald der Verdacht auf eine Infektion mit Leptospiren gegeben ist. Für 

eine erfolgreiche Behandlung sollte die Therapie innerhalb der ersten vier Tage nach dem 

Einsetzen der klinischen Symptome begonnen werden. Der Erfolg einer Behandlung hängt 

dabei von der frühzeitigen und sachgerechten Applikation ab. Die Gabe von Antibiotika in der 

späten Phase der Erkrankung oder beim Vorliegen schwerer klinischer Symptome wird 

kontrovers diskutiert (WHO, 2003). Doxycyclin verhindert innerhalb der ersten vier bis fünf 

Tage nach dem Auftreten klinischer Symptome schwere Verlaufsformen und verkürzt die 

Krankheitsdauer. Beta-Lactam-Antibiotika zeigen eine gute Wirksamkeit bei milden klinischen 

Symptomen. Penicillin ist das am häufigsten verwendete Antibiotikum, das in der späten Phase 

einer Infektion eingesetzt wird (FAUCHER et al., 2004; PAPPAS et al., 2006). Auch 

Cephalosporine der dritten Generation zeigen eine gute Wirksamkeit und können anstatt 
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Penicillinen verwendet werden (PAPPAS et al., 2006). Eine mögliche Komplikation, die bei 

der antibiotischen Behandlung spirochätaler Infektionen auftreten kann, ist die sogenannte 

Jarisch-Herxheimer-Reaktion die für verschiedene Antibiotika wie Penicilline, Cephalosporine 

und Tetrazykline beschrieben ist. Im Vergleich zu anderen durch Spirochäten verursachten 

Infektionen tritt sie bei der Leptospirose jedoch seltener auf (FAUCHER et al., 2004). Die 

Jarisch-Herxheimer-Reaktion beruht auf der plötzlichen, durch die Therapie bedingte, massive 

Freisetzung von AG, die zur Produktion von Zytokinen führt. Durch die so entstehende 

schwere Entzündungsreaktion kann es zur Schädigung der Organe kommen und der Patient 

zeigt plötzlich hohes Fieber (KO et al., 2009). Flüssigkeitssubstitution sowie der Ausgleich der 

Elektrolyte ist ebenso wichtig wie die antibiotische Versorgung der Patienten. Eine Intubation 

und künstliche Beatmung sollte bei Patienten mit schwerem LPHS durchgeführt werden 

(GUERRA, 2009). Die Gabe von Cyclophosphamid und Plasmaersatz wirken sich positiv bei 

schwerem LPHS aus (SYKES et al., 2011). 

 

6.2 Therapie der Haussäugetiere 

Bei Hunden sollte mit der antibiotischen Therapie begonnen werden sobald der klinische 

Verdacht auf eine Infektion mit Leptospiren gegeben ist. Penicilline und deren Derivate gelten 

als Mittel der Wahl für die Beendigung der Leptospirämie (GOLDSTEIN, 2010; GREENE, 

2012). Dadurch kann die Leptospirurie innerhalb 24 Stunden nach Beginn der Therapie 

beendet und das Infektionsrisiko für andere Tiere und den Menschen gesenkt werden 

(GOLDSTEIN, 2010). Tiere, die schwere klinische Veränderungen wie Erbrechen aufweisen, 

erhalten inital Ampicillin oder Amoxicillin i.v. (Tabelle 3). Um den Erreger aus der Niere zu 

eliminieren sollte anschließend, in der zweiten Phase der Therapie, Doxycyclin oral verabreicht 

werden. Auch die alleinige Gabe von Doxyxclin für die Therapie ist beschrieben (Tabelle 3). 

Wie lange die antibiotische Therapie andauern soll ist noch nicht abschließend geklärt, sollte 

aber mindestens zwei (SYKES et al., 2011) bzw. drei Wochen (GREENE, 2012) betragen. Eine 

massive Infusionstherapie ist bei dehydrierten Tieren und bei vorliegenden Nierenschäden zu 

empfehlen. Hunde mit LPHS sollten, je nach Schwere der Symptome, Sauerstoff erhalten oder 

mechanisch beatmet werden. Die Überlebensrate von adäquat behandelten Patienten liegt bei 

80 %. Die Prognose für Tiere mit schweren respiratorischen Veränderungen ist dagegen 

vorsichtig zu stellen. Die Mortalitätsrate lag in zwei Studien bei 36 % und 48 % (SYKES et al., 

2011). 
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Antibiotikum Dosierung Applikation Quelle 
a
Doxycyclin 5 mg/kg alle 12 Stunden für 

mindestens 14 Tage 

PO oder 

IV 

(GOLDSTEIN, 2010); 

(SYKES et al., 2011); 

(GREENE, 2012)  
b
Ampicillin 

b
Amoxicillin

 

b
Ampicillin 

22 mg/kg alle 12 Stunden 

22 mg/kg alle 12 Stunden 

22 mg/kg alle 6 bis 8 Stunden 

IV 

IV 

IV, SC 

(GOLDSTEIN, 2010); 

(GREENE, 2012)  

b
Penicillin G 25 bis 40 u/kg alle 12 Stunden IV, SC, IM (SYKES et al., 2011); 

(GREENE, 2012)  

 
a
    Dosierung 

 
und Dauer bei alleiniger Doxycyclin Therapie 

b
    Dosierung bei anfänglicher, parenteraler Gabe eines anderen Antibiotikums. 

a
 Doxycyclin wird   

     anschließend verwendet.  
     IV = intravenös; IM = intramuskulär; PO = per os; SC = subkutan; u = units 

 

Die Eindämmung der bovinen Leptospirose beruht vor allem auf dem präventiven Einsatz 

kommerziell erhältlicher Impfstoffe (siehe Abschnitt 6.3) (CORTESE et al., 2007; VAN DE 

WEYER et al., 2011). Die Immunisierung verhindert jedoch nicht die Ausscheidung des 

Stammes Hardjo-Bovis mit dem Urin. Durch die zusätzliche Gabe von Antibiotika wie 

Oxytetrazyklin (20 mg/kg intramuskulär), sowie der Injektion von Ceftiofur wird das renale 

Trägerstadium beendet. Bei Bullen ist die Elimination des Erregers mittels Antibiotika 

schwieriger, da Leptospiren neben der Niere auch in der Samenblase persistieren (GIVENS, 

2006). Cortese et al. konnten zeigen, dass Tulathromycin und Ceftiofur bei nicht geimpften 

Rindern den Erreger aus der Niere eliminieren konnten (CORTESE et al., 2007). Der Einsatz 

von Tetrazyklin oder Tilmicosin beseitigte den Stamm Hardjo-Bovis ebenfalls aus der Niere 

(ALT et al., 2001; DIRKSEN et al., 2002). Bei bereits einsetzender hämolytischer Krise oder 

manifester Organschädigungen ist eine Therapie meist erfolglos. Bei akuten oder subakuten 

Verläufen kann durch die Gabe von Penicillinderivaten oder Streptomycin sowie 

Bluttransfusionen eine Heilung erzielt werden (DIRKSEN et al., 2002). Bei kleinen Wieder-

käuern steht vor allem die Elimination chronischer Trägertiere im Vordergrund. Chronisch 

infizierte Tiere sollten von der Herde getrennt und antibiotisch versorgt werden (LILENBAUM 

et al., 2009). 

Obwohl Leptospiren bei Schweinen weltweit nachgewiesen werden können und das Schwein 

als wichtiger Reservoirwirt angesehen wird, (STRUTZBERG-MINDER et al., 2011) gibt es bis 

jetzt noch keine einheitlichen Maßnahmen für die Bekämpfung und die Eindämmung dieser 

Infektionskrankheit. 

 

Tabelle 3: Antibiotisches Behandlungsschema für die kanine Leptospirose 
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An Leptospirose erkrankte Pferde sollten isoliert werden und 5 bis 10 mg/kg Oxytetracyclin 

intramuskulär einmal pro Tag für eine Woche erhalten. Penicilline (10.000 bis 150.000 IE/kg) 

können auch eingesetzt werden, beenden jedoch nicht die Nierenbesiedlung. Dagegen 

eliminiert Streptomycin den Erreger aus der Niere (DIETZ et al., 2006). Daher werden auch 

häufig Penicilline in Kombination mit Streptomycin verwendet (HAMOND et al., 2012). Je 

nach Symptomatik können Diuretika und weitere unterstützende Maßnahmen eingeleitet 

werden (DIETZ et al., 2006). Bei der ERU sollte die initiale Therapie früh beginnen um das 

Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern (CURLING, 2011). Topisch wird Atropin für die 

Weitstellung der Pupille angewendet, steroidhaltige Augensalben gegen die 

Entzündungsreaktion gegeben, und systemisch ein nicht steroidales Antiflogistikum (NSAIDs) 

appliziert (CURLING, 2011; DIETZ et al., 2006). Enrofloxacin (7,5 mg/kg i.v. alle 24 

Stunden) erreichte in Studien einen wirksamen, intraokulären Spiegel gegen L. interrogans 

Serovar Pomona (CURLING, 2011). Operativ kann durch eine Vitrektomie das Auftreten 

neuer Uveitisschübe verhindert werden (DIETZ et al., 2006).  

 

6.3 Prophylaxe 

Ido et al. gelang 1916 beim Meerschweinchen erstmals die Ausbildung einer schützenden Immunität 

gegen eine Infektion mit Leptospiren. Den Tieren wurden abgetötete Leptospiren intraabdominal 

appliziert. Eine anschließende experimentelle Infektion mit pathogenen Leptospira spp. schützte die 

meisten Tiere vor einer Erkrankung (IDO et al., 1916). Seitdem werden Impfstoffe aus inaktivierten 

Leptospiren, sogenannte Bakterine, routinemäßig prophylaktisch bei Tieren eingesetzt (LEVETT, 

2001). Eine Impfung induziert eine serovarspezifische Immunität. Daher müssen die in den 

Impfstoffen enthaltenen Serovare der regionalen, epidemiologischen Situation angepasst sein 

(ADLER et al., 2010; SRIVASTAVA, 2006). Polyvalente Impfstoffe beinhalten mehrere Serovare 

die in einer bestimmten Region vorkommen. Beim Auftreten neuer Serovare muss der Impfstoff neu 

entwickelt werden (KO et al., 2009). Um einen anhaltenden Schutz zu erlangen, muss die Impfung 

jährlich erneuert werden. Weltweit sind kommerzielle Impfstoffe für Hunde, Rinder und Schweine 

erhältlich (Tabelle 4) (ADLER et al., 2010; LEVETT, 2001). In Deutschland sind zugelassene 

Impfstoffe für Hunde und Rinder vorhanden. Neben zahlreichen Kombinationsimpfstoffen für 

Hunde, die die Serovare Icterohaemorrhagiae und Canicola beinhalten, sind seit 2011 auch 

Impfstoffe erhältlich, die zusätzlich L. kirschneri Serovar Grippotyphosa enthalten (Tabelle 4). Die 

Impfung gegen Leptospirose ist eine sogenannte Core-Komponente und gilt laut Impfleitlinien der 

ständigen Impfkommission Veterinär (StIKo Vet.) als eine der Vakzinationen gegen die Hunde 
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immer geimpft sein sollten. Welpen bis zum Alter von 12 Wochen sollten eine dreimalige Impfung in 

der 8. und 12. Lebenswoche und im 15. Lebensmonat als Grundimmunisierung erhalten. Bei älteren 

Tieren besteht die Grundimmunisierung aus zwei Impfungen im Abstand von 2 bis 4 Wochen. Die 

Impfung sollte anschließend jährlich wiederholt werden. In Endemiegebieten wird sogar eine 

Impfung im Abstand von 6 Monaten empfohlen (STIKO VET., 2009). Die Vakzination schützt 

experimentell infizierte Hunde vor klinischen Erkrankungen und verhindert die Ausscheidung des 

Erregers mit dem Urin. Jedoch ist eine Übertragung des Serovars Icterohaemorrhagiae von 

immunisierten Hunden auf denen Menschen beschrieben (ADLER et al., 2010).  

Impfungen beim Rind verhindern die Leptospirurie von nicht wirtsadaptierten Serovaren. Eine 

Immunisierung mit dem Serovar Hardjo induziert hohe AK-Titer, schützt aber nicht vor der renalen 

Kolonisierung. Nur Impfstoffe die spezifisch Typ1-T-Helferzellen (TH1) stimulieren verhindern 

kurzfristig die Ausscheidung des Erregers (ADLER et al., 2010; RINEHART et al., 2012; 

ZUERNER et al., 2011). In Deutschland ist ein Impfstoff für das Rind zugelassen (Tabelle 4). 

Für Pferde ist momentan kein Impfstoff erhältlich (CURLING, 2011) und die Impfung ist auch nicht 

Bestandteil der Impfleitlinien (STIKO VET., 2011). 

Bakterine werden beim Menschen in den letzten Jahren erfolgreich in China, Japan und Vietnam bei 

Expositionen große Bevölkerungszahlen mit Leptospiren nach Überflutungen eingesetzt (ADLER et 

al., 2010). Ein allgemein wirksamer Impfstoff gegen Leptospira spp., der keine Nebenwirkungen 

induziert, ist jedoch noch nicht entwickelt worden (GRASSMANN et al., 2012). Verschiedene 

Proteine pathogener Leptospira spp. wurden bereits als mögliche Kandidaten für die Entwicklung 

eines rekombinanten Impfstoffes untersucht. Getestet wurde die immunogene Wirkung verschiedener 

OMPs und Lips (Tabelle A1, Anhang). Vielversprechend war dabei die Verwendung von Lig-

Proteinen (FELIX et al., 2011; GRASSMANN et al., 2012; KO et al., 2009; WANG et al., 2007). 

Von den untersuchten Proteinen sind jedoch wenige bereits in Tiermodellen validiert worden 

(ADLER et al., 2010; WANG et al., 2007). Eine aktuelle Studie mit einem rekombinanten LipL32, 

das an die B-Untereinheit des hitze-labilen Enterotoxins von E. coli gekoppelt ist, schützt Hamster 

nach erneuter Exposition mit einer letalen Dosis von L. interrogans vor einer letalen Erkrankung 

(GRASSMANN et al., 2012). Eine weitere prophylaktische Maßnahme ist die Reduktion von 

möglichen Expositionsquellen in der Umwelt. Dies ist aufgrund der weiten Verbreitung der 

Leptospiren in der Umwelt jedoch so gut wie unmöglich (ADLER et al., 2010; PAPPAS et al., 2006). 

Bei Reisen in endemische Regionen wird für den Menschen die prophylaktische Einnahme von 

Antibiotika empfohlen. 200 mg/wöchentliche orale Zufuhr von Doxycyclin schützt bei einer 

Infektion vor klinischen Symptomen (GUERRA, 2009). 
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Tierart Serovar 
a
in Deutschland zugelassene  

 Bakterine 

Referenz 

Rind  Hardjo 

 Pomona 
bCanicola, 
bGrippotyphosa  
bIcterohaemorrhagiae 

Spirovac  

enthält L. borgpetersenii 

Serovar Hardjo (inaktiviert)  

 

(LEVETT, 2001); 

(ADLER et al., 2010); 

(ZUERNER et al., 2011) 

Hund cCanicola 
cIcterohaemorrhagiae 
cGrippotyphosa 
cPomona 

RIVAC SHPPi+3LT 

Kombinationsimpfstoff mit 

Adjuvans gegen canines 

Staupevirus (lebend), canines 

Adenovirus Typ 2 (lebend), 

canines Parvovirus (lebend), 

canines Parainfluenzavirus 

Typ 2 (lebend), Tollwutvirus 

(inaktiviert),  

 

Versican DHPPi/L3 

Kombinationsimpfstoff mit 

Adjuvans gegen canines 

Staupevirus (lebend), canines 

Adenovirus Typ 2 (lebend), 

canines Parvovirus (lebend), 

canines Parainfluenzavirus 

Typ 2 (lebend) 

 
d
Versican DHPPi/L3R 

 

Versican L3R 

Kombinationsimpfstoff mit 

Adjuvans gegen Tollwutvirus 

und Leptospiren 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(LEVETT, 2001); 

(ADLER et al., 2010); 

(MIDENCE et al., 2012) 

Schwein Pomona, 

Grippotyphosa,  

Bratislava, Canicola, 

Icterohaemorrhagiae 

Kein Impfstoff zugelassen  

(ADLER et al., 2010) 

 
a    

bezogen auf die Daten vom Paul-Ehrlich-Institut (www.pei.de) 
    Alle für den Hund aufgeführten Impfstoffe enthalten Leptospira interrogans Serovar  

    Icterohaemorrhagiae (inaktiviert), Leptospira interrogans Serovar Canicola (inaktiviert) und  
    Leptospira kirschneri Serovar Grippotyphosa (inaktiviert).

 

b     
in Nordamerika zusätzlich enthaltene Serovare 

c     
in Europa, Australien und Südafrika enthaltene Serovare 

d
   wie Versican DHPPi/L3 aber zusätzlich mit Tollwutvirus (inaktiviert) 

    Die zahlreichen anderen zugelassenen Vakzine, die nur die Serovare Icterohaemorrhagiae und   

    Canicola enthalten, sind nicht aufgeführt. 

 

Tabelle 4: Überblick über die in kommerziellen Vakzinen enthaltenen Serovare und die 

in Deutschland zugelassenen Impfstoffe 

http://www.pei.de/
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7 Diagnostik 

7.1 Indirekter Erregernachweis 

Die am häufigsten angewendete Methode zum Nachweis einer Leptospireninfektion ist der 

serologische Nachweis von spezifischen AK. Fünf bis sieben Tage nach dem Auftreten 

klinischer Symptome können AK gegen Leptospiren im Blut erfasst werden (TOYOKAWA et 

al., 2011). Als Goldstandard gilt momentan der MAT (Tabelle 6) (ALTON et al., 2009; 

GREENE, 2012; HARTSKEERL et al., 2011). Die im Test verwendeten Serovare sollten der 

epidemiologischen Situation der jeweiligen Region entsprechen. Die WHO empfiehlt, dass die 

Sammlung mindestens 19 Serovare umfassen sollte, welche 16 verschiedenen Serogruppen 

zugeordnet werden können. Dabei sollte ein Serovar der apathogenen Spezies L. biflexa 

verwendet werden, da Antikörper, die gegen pathogene Serovare gerichtet sind, mit den 

saprophytären Serovaren kreuzreagieren können (LEVETT, 2001; TOYOKAWA et al., 2011; 

WHO, 2003). Das vorverdünnte Patientenserum wird mit den lebenden Leptospiren-Kulturen 

in einem Verhältnis von 1:1 gemischt und weitere Verdünnungsstufen hergestellt. Nach einer 

Inkubationszeit von zwei bis drei Stunden bei 30 °C wird das Gemisch mittels Dunkelfeld-

mikroskopie auf Agglutinationsreaktionen überprüft. Als Endpunkt wir die höchste Verdün-

nungsstufe angesehen, bei der 50 % der Leptospiren agglutiniert vorliegen (TOYOKAWA et 

al., 2011). Entgegen der weit verbreiteten Meinung ist der Test serogruppenspezifisch und kann 

nicht das infizierende Serovar detektieren (GOLDSTEIN, 2010; GREENE, 2012; LEVETT, 

2001). In der akuten Phase einer Infektion können sogenannte paradoxe Reaktionen entstehen, 

bei denen der höchste Titer gegen eine Serogruppe gerichtet ist, die nicht am Infektions-

geschehen beteiligt ist. Zu einem späteren Zeitpunkt der Infektion richtet sich der höchste Titer 

gegen das infizierende Serovar (GREENE, 2012). Zusätzlich kommt es in der frühen Phase der 

Infektion häufig zu Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Serogruppen, die mit der Dauer 

der Infektion jedoch abnehmen. Kreuzreaktionen entstehen dadurch, dass der MAT sowohl 

IgG- als auch IgM-AK erfasst und durch das Vorhandensein gemeinsamer AG bei Leptospiren 

(LEVETT, 2001). Falsch negative Ergebnisse können in den ersten fünf bis sieben Tagen p.i. 

auftreten, wenn noch keine AK gebildet wurden (LEVETT, 2001; MILLER et al., 2011). Daher 

ist es schwer, eine gesicherte Diagnose in der akuten Phase der Infektion mittels MAT zu 

stellen (TOYOKAWA et al., 2011). Eine sichere Diagnose mittels MAT ist nur möglich, wenn 

zwei Serumproben in einem bestimmten Zeitintervall untersucht werden. Dabei gilt ein 

vierfacher Anstieg des AK-Titers als gesicherter Hinweis für eine Infektion mit Leptospiren. 

Problematisch ist, dass der Cut-off-Wert nicht einheitlich definiert ist und in Abhängigkeit von 
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der gegeben Situation interpretiert werden muss (Tabelle 5). Beispielsweise können AK gegen 

Leptospiren noch Monate oder Jahre nach einer Infektion nachweisbar bleiben und so mit der 

Diagnose einer akuten Infektion kollidieren (TOYOKAWA et al., 2011). Auch eine 

Differenzierung zwischen einer Infektion und einer Impfung ist kompliziert, da die durch die 

Immunisierung induzierten AK die Interpretation der MAT-Ergebnisse erschweren können 

(MILLER et al., 2011; VAN, I et al., 2008). Direkt nach einer Impfung können bei Seren von 

Hunden AK-Titer von 1:1600 gemessen werden (Tabelle 5) und bis zu drei Monaten bestehen 

bleiben bevor der AK-Titer sinkt (MILLER et al., 2011). Basierend auf der subjektiven 

Interpretation des MAT können die Ergebnisse des Tests in verschiedenen Laboren und je nach 

durchführendem Personal variieren (CHAPPEL et al., 2004). In einer Studie unterschieden sich 

die Ergebnisse so stark, dass nicht auf die infizierende Serogruppe geschlossen werden konnte 

(MILLER et al., 2011). Daher wird die Anwendung eines einheitlichen Prüfschemas, wie es 

von Chappel et al. beschrieben ist, und von der International Leptospirosis Society (ILS) 

angeboten wird, für die durchführenden Labore verlangt, um eine weltweite standardisierte 

Anwendbarkeit zu gewährleisten (CHAPPEL et al., 2004; HARTSKEERL et al., 2011; 

MILLER et al., 2011; SYKES et al., 2011). 

 

 

Titer Situation Interpretation Referenz 

1:100 Mensch mit schweren 

klinischen Symptomen aus 

nicht endemischer Region 

hinweisend auf eine 

Infektion 

 

 

(SYKES et al., 2011; 

TOYOKAWA et al., 

2011) 
1:400 Mensch aus endemischer 

Region 

hinweisend auf eine 

Infektion 

1:1600 Mensch aus endemischer 

Region 

empfohlener Titer zum 

Nachweis einer Infektion 

1:400 AK-Titer geimpfter 

Hunde; höhere Titer 

können bis zu drei 

Monaten nach einer 

Impfung bestehen bleiben 

Titer von 1:1600 sollten 

als hinweisend für eine 

Infektion angesehen 

werden, vor allem bei 

unbekanntem Impfstatus 

des Hundes 

 

 

(MILLER et al., 2011; 

SYKES et al., 2011) 

 

 

Aufgrund der Komplexität des MAT sind zahlreiche Schnelltests für die Detektion von 

Leptospiren-AK entwickelt worden. Spezifische IgM-AK können bereits in der ersten Woche 

p.i. nachgewiesen werden und ermöglichen daher eine frühe Diagnosestellung und eine frühe 

Einleitung der Therapie. Daher gibt es eine Vielzahl verschiedener IgM-ELISAs (LEVETT, 

2001). Durch die Anwendung eines kombinierten IgG- und IgM-ELISA kann besser zwischen 

Tabelle 5: Interpretation verschiedener MAT Cut-off-Werte 
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infizierten und vakzinierten Tieren unterschieden werden, da IgG-AK typischerweise bei einer 

Impfungen stark ansteigen und über Monate konstant hohe Titer aufweisen. Kommerziell 

erhältliche Testsysteme basieren auf Ganzzellysaten von Leptospiren. Dazu zählen ELISAs, 

Teststreifen, indirekte Hämagglutinations-Tests und Latexagglutinationstests (Tabelle 6) 

(GREENE, 2012). Wie der MAT besitzen auch diese Testsysteme eine geringe Sensitivität in 

der akuten Phase der Erkrankung und sollten erst ab dem zehnten Tag p.i. eingesetzt werden. 

Zusätzlich ist die Verwendung in endemischen Regionen schwierig, da IgM-AK lange 

nachweisbar bleiben, ständige Neuinfektionen den Antikörperspiegel aufrechterhalten und 

andere Erreger kreuzreagieren können. Auch Kreuzreaktionen mit apathogenen Leptospiren 

sind beschrieben, da eine bestimmte Zuckerabfolge im LPS sowohl bei apathogenen wie 

pathogenen Leptospiren vorkommt (TOYOKAWA et al., 2011). Um eine höhere Sensitivtät 

und Spezifität zu erlangen, wurden IgM-ELISAs entwickelt, die spezifische Ober-

flächenproteine pathogener Leptospirenstämme als AG verwenden. Der Einsatz verschiedener 

rekombinanter Proteine wie der IgM-ELISA für rLipL32 (r = rekombinantes), rLipL41 und 

rOmpL1 variierten in ihrer Sensitivität und Spezifität (ADLER et al., 2010; TOYOKAWA et 

al., 2011). Ein neues IgM-ELISA-Testsystem beruht auf einem fusionierten Protein für 

rLipL32/1-LipL21-OmpL1/2 als AG. Bei der Untersuchung von 493 Patientenseren konnte 

damit eine Sensitivität von 97,8 % und eine Spezifität von 100 % erlangt werden. Die 

Sensitivität konnte dabei im Vergleich zu den anderen rekombinanten Testsystemen verbessert 

werden (SUN et al., 2011). Auch Lig-Proteine werden als diagnostische Marker für eine frühe 

Diagnose einer Infektion mit Leptospiren angesehen (CRODA et al., 2007). Im Vergleich zu 

den ELISA-Testsystemen gilt der MAT jedoch als der serologische Test mit der höchsten 

Sensitivität und Spezifität. Daher wird der alleinige Nachweis von Leptospira spp. mittels 

ELISA momentan nicht empfohlen (ADLER et al., 2010; GREENE, 2012). 

 

7.2 Direkter Erregernachweis 

Alle direkten Nachweismethoden ermöglichen nur bei einem positiven Ergebnis eine gesicherte 

Diagnose einer Leptospireninfektion. Bei einem negativen Ergebnis kann, aufgrund der 

niedrigen Sensitivität des AG-Nachweis, eine Infektion nicht sicher ausgeschlossen werden 

(STIKO VET., 2009). Der klassische Erregernachweis ist die kulturelle Anzucht von 

Leptospiren aus klinischen Proben. Problematisch ist die langsame Wachstumsrate von 

Leptospira spp. sowie die Gefahr falsch negativer Befunde durch Kontaminationen des 

Probenmaterials oder durch eine geringe Erregerlast in der Probe. Eine kulturelle Anzucht kann 
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erst nach drei bis sechs Monaten sicher als negativ angesehen werden. Daher ist diese Methode 

nicht für die Diagnostik einer Leptospirose geeignet (ADLER et al., 2010; SYKES et al., 2011; 

TOYOKAWA et al., 2011). Um 1990 begann man vermehrt molekularbiologische Nachweis-

methoden zu entwickeln. In den ersten zwei Wochen p.i. können während der Leptospirämie 

10
7
 Bakterien/ml im Blut vorhanden sein. In dieser Phase kann Leptospiren-DNA mittels der 

PCR detektiert werden (CERQUEIRA et al., 2009). Daher gilt die PCR als die Nachweis-

methode für die frühe Phase einer Infektion mit Leptospira spp. (BROWN et al., 1995; DE 

ABREU et al., 2006; FONSECA et al., 2006). Die Menge der DNA im Blut nimmt im Laufe 

der Infektion ab. Die Sensitivität dieser Nachweismethode geht daher mit anhaltendem 

Infektionsgeschehen zurück. Verschiedene konventionelle und real-time-PCR-Systeme sind für 

den Nachweis von Leptospiren-DNA aus Blut, Urin, Zerbrospinalem Liqour und Geweben 

entwickelt worden (Tabelle 6). Detektierte Gene sind unter anderem rrs, flaB, rrl, secY, ligA 

und ligB (TOYOKAWA et al., 2011). Kaum eines der entwickelten PCR-Systeme ist jedoch 

bisher in klinischen Studien validiert worden (ADLER et al., 2010). Trotzdem gilt die PCR als 

die genaueste Nachweismethode bei einer akuten Infektionen (DE ABREU et al., 2006; 

GREENE, 2012). Anhand der entwickelten PCR-Systeme kann meist nur zwischen pathogenen 

und apathogen Leptospiren unterschieden werden. Nur das Gen secY (preprotein translocase 

secY) ermöglicht die Differenzierung bis auf Speziesebene (CERQUEIRA et al., 2009). 

Robustere Methoden wie restriction fragment length polymorphism (RFLP), 16S-rRNA-

Sequenzierungen sowie variable number of tandem repeats (VNTR) wurden etabliert. Vor 

allem das multi locus sequence typing (MLST) ermöglicht eine sichere, differenzierte 

Charakterisierung von Leptospirenisolaten anhand mehrerer Genloci gleichzeitig (ADLER et 

al., 2010). Diese Methode kann für die Identifizierung von Leptospirenisolaten sowie für den 

Nachweis evolutionsbedingter Unterschiede einzelner Stämme eingesetzt werden (siehe 

Abschnitt 9) (AHMED et al., 2006). 
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Tabelle 6: Gebräuchliche Testsysteme für die Diagnose der Leptospirose 

 

Test a,b,c
Sensitivität a,b

Spezifität Vorteile d
Nachteile  Referenz 

Kultur 5 bis 50 % 100 % sichere Diagnose bei positiver 

Kultur 
zu aufwendig und zeitintensiv (LEVETT, 2001); 

(WHO, 2003); 
Dunkelfeld-

mikroskopie 
10

4 

Leptospiren/ml 
niedrig, Gefahr der 

Verwechslung mit 

Proteinbestandteilen 

schnelle und frühe Diagnose; 

in Human- und 

Veterinärmedizin anwendbar 

Befund muss bestätigt werden (LEVETT, 2001); 
(WHO, 2003) 

MAT 90 % > 90 % Gold Standard; in Human- und 

Veterinärmedizin anwendbar 
aufwendig schwer zu interpretieren; 

Problem: serologisch negative Trägertiere, 

Impfungen, falsch negative Ergebnisse in 

der akuten Phase  

(LEVETT, 2001); 
(WHO, 2003) 

IgM-ELISA > 90 % 88 % bis 95 % günstig und schnell  serologischer Test (WHO, 2003) 
IgG-ELISA 

für Rinder 
circa 90 % 95 % schnell falsch negativ in der frühen Phase der 

Immunantwort 
(YAN et al., 1999) 

DriDot (Latex 

agglutination) 
82 % 95 % günstig und schnell serologischer Test; Bestätigung durch MAT 

nötig; nur in Humanmedizin  
(WHO, 2003) 

Lateral Flow 

Test  
81 % 96 % günstig und schnell serologischer Test; Bestätigung durch MAT (WHO, 2003); 

 

 
Real time 

PCR 
100 % 93 % frühe Diagnose; in Human- 

und Veterinärmedizin 

anwendbar 

Erfahrung notwendig; teure Ausstattung; 

nur zwei PCR-Systeme validiert 
(WHO, 2003); 
(MCBRIDE et al., 2007); 
(SLACK et al., 2007); 
(AHMED et al., 2009); 

 
   basierend auf Hartskeerl et al. (HARTSKEERL et al., 2011)  
a    

Unterschiede bei den Prozentangaben in verschiedenen Studien 
b    

die Sensitivität und Spezifität ist von multiplen Faktoren wie Krankheitsverlauf, verwendetes Testmaterial und Testsystem abhängig 
c    

der MAT sollte als Goldstandard eine Sensitivität von 100 % besitzen und ist daher nicht optimal 
d
  bei serologischen Tests werden AK erst 7 bis10 Tage nach dem Einsetzten klinischer Symptome detektiert. Die antibiotische Versorgung sollte jedoch  

   innerhalb der ersten vier Tage erfolgen 
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8 Massenspektrometrie als Nachweisverfahren 

8.1 MALDI-TOF-MS-Technologie 

Lange Zeit konnte die Massenspektrometrie (MS) nur für die Analyse von Atomen oder großen 

Molekülen verwendet werden, da die Ionisierung der Proben zu unkontrollierbaren 

Veränderungen in der chemischen Struktur der Analyten führte (SAUER et al., 2010; 

VESTAL, 2011). Im Jahr 1988 beschrieben Karas und Hillenkamp erstmals eine neue 

Ionisierungstechnik die keine Strukturänderungen der Moleküle mehr verursachte (KARAS et 

al., 1988). Mit der Einführung des matrix assisted laser desorption ionization (MALDI)-

Prinzips konnten zum ersten Mal große Moleküle wie Proteine und DNA-Oligomere anhand 

ihrer Größenunterschiede differenziert werden (VESTAL, 2011). Mit der Weiterentwicklung 

massenspektrometrischer Verfahren in den späten 80er Jahren konnten Peptide und Proteine in 

biologischen Materialien analysiert werden (SAUER et al., 2010). Lange Zeit wurde MS nur 

für die Charakterisierung von Proteinen, Lipiden und Zuckern verwendet. Für den Einsatz in 

der Mikrobiologie war die Technologie lange mit einem zu großen Aufwand verbunden. Erst 

im Jahr 1996 wurde das Prinzip des MALDI-TOF MS erstmals für die Differenzierung ganzer 

Zellen von grampositiven und gramnegativen Bakterien angewendet, ohne das die Proteine der 

Bakterienzelle vorher extrahiert wurden (CLAYDON et al., 1996). MALDI-TOF MS wird 

seither für die Identifizierung von Bakterien in der Routinediagnostik und der taxonomischen 

Einteilung von Mikroorganismen verwendet (WELKER (2), 2011). Dabei werden Bakterien-

zellen anhand der Unterschiede ihrer Proteinmassen differenziert, die durch ein 

Massenspektrometer erfasst werden (STEPHAN et al., 2010). 

Ein Massenspektrometer besteht aus drei Hauptelementen. Dazu zählt eine Ionenquelle, in der 

die Analyten geladen werden und in die Gasphase übergehen, ein Analysator in dem die Ionen 

nach ihrem Massen- und Ladungsverhältnis (m/z = mass-to-charge ratio) aufgetrennt werden 

und einem Detektor der die Ionen analysiert (SAUER et al., 2010). Kleinere Proteine werden 

dabei schneller beschleunigt als große Proteine. Da die Ladung der Ionen meist z = 1 beträgt 

werden die Ionen nur nach ihren unterschiedlichen Massenverhältnissen aufgetrennt 

(ALBRETHSEN, 2007; CLAYDON et al., 1996). 

MALDI-TOF MS differenziert die Bakterienproben anhand der Unterschiede in ihren 

individuellen Proteinprofilen. Für die Differenzierung von Bakterienzellen werden die Proben 

nach einem standardisierten Protokoll vorbereitet und auf eine Metallplatte, dem sogenannten 
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Target, aufgetragen (Abbildung 7) und anschließend mit einer Matrix überschichtet. Die Matrix 

ist eine gesättigte, saure Lösung. Durch das Auftragen auf die Bakterienprobe wird die Probe 

mit der Matrix kokristallisiert (CARBONNELLE et al., 2011). Für die Routinediagnostik wird 

am häufigsten die sogenannte α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA), eine Lösung 

bestehend aus Zimtsäure und anderen Komponenten, als Matrix verwendet. Das mit den so 

präparierten bakteriellen Proben bestückte Target wird anschließend in das MALDI-TOF-

Analysegerät eingelegt (WIESER et al., 2011). 

 

 

 

 
+    einfach positiv geladenes Ion das im Vakuum beschleunigt wird 

Die in der Bakterienprobe enthaltenen Proteine werden durch einen definierten Laserimpuls 

ionisiert und anschließend in einem Vakuum anhand ihrer unterschiedlich langen Flugzeiten 

nach ihrer Größe aufgetrennt. Die so erfassten Größenunterschiede der Proteine werden dann 

computerbasiert als Proteinspektrum visuell dargestellt. 

 

Die kristallisierte Probe wird dann innerhalb eines Vakuums einem definierten Laserimpuls 

ausgesetzt. Die durch den kurzen Laserimpuls freiwerdende Energie wird von der Matrix 

absorbiert und die Proteine der Probe werden ionisiert und freigesetzt. Die Ionen werden in 

einem Magnetfeld auf einer definierten Strecke beschleunigt und anschließend in einer 

Vakuumröhre nach ihrer Größe aufgetrennt. Die unterschiedlichen Zeiten, welche die Ionen auf 

der Flugstrecke bis zum Erreichen des Detektors benötigen, werden erfasst und bilden so die 

Basis für die Proteinidentifikation (Abbildung 7). Diese Unterschiede ergeben für jede 

Bakterienspezies einen spezifischen Fingerabdruck, der sich anhand eines charakteristischen 

Proteinspektrums darstellen lässt (CARBONNELLE et al., 2011; CLAYDON et al., 1996; 

DHIMAN et al., 2011; WIESER et al., 2011). Die dabei entstehenden Proteinprofile bestehen 

aus einzelnen Proteinpeaks (Abbildung 8). Die x-Achse gibt dabei die Proteingröße in Dalton 

(Da) an, die y-Achse gibt die Peak-Intensität wieder (ALBRETHSEN, 2007). 

Abbildung 7: Aufbau und Funktion des MALDI-TOF MS 
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Die x-Achse     gibt die Masse- und Ladungsverhältnisse (m/z = mass-to-charge ratio) der Proteine an. 

Da die Ladung z = 1 beträgt werden die Proteine nur ihrer Größe nach aufgetrennt. 

Die so erfasste Proteingröße wird dabei in Dalton (Da) angegeben. 
Die y-Achse gibt die Häufigkeit eines Ions in der gemessenen Probe als Intensität an 

(ALBRETHSEN, 2007) 
Pfeil (         )      Proteinpeak innerhalb eines Proteinspektrums 

 

8.2 Anwendung des MALDI-TOF MS für die Identifizierung von Bakterien 

Die Identifizierung von Bakterienproben mittels MALDI-TOF MS beruht auf drei Grundprinzipien. 

Dafür müssen die zu untersuchenden Mikroorganismen erstens Unterschiede in ihren Proteinprofilen 

aufweisen, zweitens müssen konservierte Proteinpeaks innerhalb der Spektren vorhanden sein, die 

eine Differenzierung auf Genus- Spezies- oder Subspeziesebene ermöglichen und die generierten 

Spektren müssen drittens reproduzierbar sein (CARBONNELLE et al., 2011). MALDI-TOF MS 

erfasst stabil exprimierte Haushaltsproteine. Von den insgesamt 200 detektierten Proteinpeaks 

können 50 Peaks ribosomalen Proteinen zugeordnet werden. Die restlichen Peaks entsprechen 

verschiedenen Strukturproteinen (WELKER (1) et al., 2011). Um reproduzierbare Ergebnisse zu 

erhalten, muss sowohl die Anzucht als auch die Präparation der Bakterienkulturen standardisiert 

ablaufen (CARBONNELLE et al., 2011; FENSELAU et al., 2001). Es können sowohl Bakterien von 

flüssigen als auch von festen Nährmedien für die Untersuchung verwendet werden. Dabei ist zu 

beachten, dass nur Kulturen mit vitalen Bakterien, die sich in der Wachstums- oder 

Abbildung 8: Proteinspektren von drei verschiedenen Genospezies von Leptospira spp. 
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Stationärenphase befinden, verwendet werden dürfen, da die Proteine der Probe nur in diesen 

Phasen stabil exprimiert werden. Zudem ist für eine erfolgreiche Messung eine Mindestzahl 

von 10
5 

bis 10
7
 Bakterienzellen pro Messung notwendig um eine genügend hohe Proteindichte 

zu erhalten. Kontaminationen oder Mischkulturen führen zu qualitativ minderwertigen 

Massenspektren, die keine sichere Speziesidentifikation erlauben. Daher sollte für die weitere 

Bearbeitung nur eine Reinkolonie pro zu messenden Spot verwendet werden (FREIWALD et 

al., 2009). Für die Proteinextraktion stehen, je nach verwendetem Ausgangsmaterial, 

verschiedene Protokolle zur Verfügung. Die am häufigsten angewendete Methode ist der 

direkte Transfer einer Bakterienkolonie auf einen Spot des Targets. Die anschließende 

Überschichtung mit der Matrix inaktiviert die Bakterienzellen. Für anspruchsvollere Keime 

oder hochpathogene Erreger und Sporenbildner werden die Ethanol-Ameisensäure-Extraktion 

oder die Triflouressigsäure-Extraktion empfohlen. Für Erstere ist eine höhere Dichte von 10
6 

bis 10
7
 Bakterienzellen notwendig (FREIWALD et al., 2009). Allgemein gilt, dass mit 

extrahierten Proben qualitativ bessere Spektren generiert werden können als mit direkt 

geschmierten Proben. Die gemessenen Spektren werden anschließend softwarebasiert mit 

denen in einer Referenzdatenbank hinterlegten Proteinspektren abgeglichen (ALATOOM et al., 

2011). Diese umfasst eine große Anzahl (derzeit 4642) klinisch relevanter bakterieller Isolate. 

Für den Abgleich wird ein numerischer Wert, der sogenannte score value, errechnet und so die 

Übereinstimmung des gemessenen Analyten mit dem Spektrum in der Datenbank analysiert. Je 

nach errechnetem Wert ist eine sichere Differenzierung auf Genus- oder Speziesebene möglich 

(WIESER et al., 2011). Die Reproduzierbarkeit eines Ergebnisses hängt dabei vor allem von 

der Qualität der Referenzdatenbank ab. Dazu sollte für jede hinterlegte Spezies ein Massen-

spektrum vorhanden sein, wobei eine Spezies von mehreren Stämmen in der Datenbank 

repräsentiert werden sollte (WELKER (2), 2011). Empfohlen werden mindestens zehn Stämme 

pro Spezies (ROSSELLO-MORA et al., 2001). Durch die Aufnahme mehrerer Spektren einer 

Spezies in die Datenbank können die Unterschiede nahe verwandter Arten besser dargestellt 

und dadurch bessere Ergebnisse erzielt werden (ALATOOM et al., 2011). 

Momentan wird MALDI-TOF MS als die schnellste, genaueste und günstigste Methode für die 

Analyse intakter Bakterienzellen in der Routinediagnostik angesehen (CARBONNELLE et al., 

2011). MALDI-TOF MS ist vor allem für die zahlreichen unbekannten oder schlecht 

charakterisierten Mikroorganismen relevant, die ursächlich für viele Erkrankungen sind und bei 

64 % der tödlich verlaufenden Krankheiten isoliert werden. In kürzester Zeit können dabei Proben 

mit einer hohen Sensitivität und Spezifität analysiert werden (FREIWALD et al., 2009). In einer 
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ersten breiten Untersuchung von 1.660 Bakterienstämmen konnten 84 % der Bakterienproben korrekt 

auf Speziesebene und 11 % auf Genusebene bestimmt werden (SENG et al., 2009). Neben der 

Differenzierung von Bakterien aus vorangereicherten Kulturen gelingt auch der direkte Erreger-

nachweis aus klinischen Materialien. Aus Blutkulturen kann der Erreger erfolgreich bis auf Spezies- 

oder Genusebene erfasst werden. Die Spezifität variiert dabei je nach Studie und Präparations-

methode zwischen 31,8 % bis 95 %. Ähnliche Ergebnisse konnten mit Urinproben erreicht werden 

(CARBONNELLE et al., 2011; FERREIRA et al., 2010). Die beschriebene Methode kann neben der 

Charakterisierung von Bakterien auch für Hefen und Pilze verwendet werden (CARBONNELLE et 

al., 2011).  

Die MALDI-TOF-MS-Technologie stößt jedoch bei der Differenzierung nah verwandter 

Bakterienarten an ihre Grenzen (WELKER (2), 2011). Dies liegt vor allem daran, dass eng verwandte 

Arten sehr große Homologien in ihren Proteinspektren aufweisen und die Differenzierung der 

Subspezies oder des Bakterienstammes auf nur geringen Unterschieden in den Proteinmassen beruht 

(SAUER et al., 2010; TERAMOTO et al., 2007). Ohne weiterführende Analyse der Proteinspektren 

ist die Unterscheidung einiger Bakterienspezies mittels MALDI-TOF MS schwierig. Daher wird die 

Differenzierung von Bakterienstämmen momentan noch nicht in der Routinediagnostik angewendet, 

da neben einem hohen Zeitaufwand auch zusätzliche Softwareprogramme, wie ClinProTools (Bruker 

Daltonik GmbH, Bremen), vorhanden sein müssen, die eine Identifikation geringer Unterschiede der 

Proteinmassen einzelner Peaks bei verschieden Bakterienstämmen ermöglichen (DRAKE et al., 

2011). In der Routinediagnostik ist daher momentan die Unterscheidung von Shigella sp. und E. coli 

schwierig, die mittels einfacher Speziesdifferenzierung nicht gelingt (BIZZINI et al., 2010). Die 

mangelnde Differenzierbarkeit ist dabei auf die enge phylogenetische Verwandtschaft von 

Shigella sp. zu den enteroinvasiven E.-coli-Stämmen zurückzuführen (WELKER (2), 2011). 

Problematisch ist auch die Separierung von Streptokokken und Pneumokokken. Auch Streptococcus 

mitis und Streptococcus pneumoniae können nicht mittels MALDI-TOF MS differenziert werden 

(BLONDIAUX et al., 2010; SENG et al., 2009; VAN VEEN et al., 2010). Eine falsche 

Klassifizierung kann jedoch schwerwiegende Konsequenzen für den Patienten nach sich ziehen 

(CARBONNELLE et al., 2011), da Vertreter der Streptococcus mitis Gruppe Resistenzen gegen 

Penicilline besitzen und daher Infektionen mit Erregern dieser beiden Gruppen unterschiedlich 

antibiotisch versorgt werden müssen (WERNO et al., 2012). Neben den bereits angesprochenen 

geringen Unterschieden in den Proteinspektren nahe verwandter Bakterienstämme können 

Missklassifizierungen auch dann auftreten, wenn für die Bakterienspezies keine oder nur wenige 

Einträge in der Datenbank vorhanden sind (VAN VEEN et al., 2010). Regelmäßige Erneuerungen 
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sowie die Ergänzung fehlender Stämme in der Datenbank sind daher essentiell für die Qualität des 

Abgleichs. Auch der Einsatz eines Expertenkomitees für die Qualitätskontrolle der Referenz-

datenbanken wird empfohlen (BLONDIAUX et al., 2010). Verglichen mit herkömmlichen, 

aufwendigen Analysemethoden bietet MALDI-TOF MS jedoch eine schnelle und spezifische 

Analyse der zu untersuchenden Proben in der bakteriologischen Routinediagnostik (AYYADURAI 

et al., 2010; BENAGLI et al., 2011). Dabei ist die breite Anwendbarkeit der Probenbearbeitung für 

verschiedene Bakterienstämme von Vorteil. Im Vergleich zu herkömmlichen molekularbiologischen 

Methoden muss das Protokoll nicht für jede Bakterienspezies neu entwickelt und optimiert werden 

(BENAGLI et al., 2011; FREIWALD et al., 2009). 

 

8.3 Phylogenetische Differenzierung von Bakterien mittels MALDI-TOF MS 

Die momentane Taxonomie der Bakterien basiert auf aufwendigen Sequenzierungen ganzer 

Bakteriengenome oder Teilsequenzen bestimmter Gene. Vor allem die Analyse des bei Prokaryoten 

ubiquitär vorhandenen 16S-rRNA-Gens wird als Goldstandard angesehen. MALDI-TOF MS 

ermöglicht eine, mit bisherigen Gensequenzierungen, vergleichbare Klassifizierung von Bakterien 

(WELKER (1) et al., 2011). In einer Untersuchung von 545 verschiedenen klinischen Isolaten des 

Genus Enterococcus, Gardnerella, Staphylococcus und Streptococcus konnte eine übereinstimmende 

Speziesidentifizierung mittels 16S-rRNA-Sequenzierung und MALDI-TOF MS-Analyse erreicht 

werden (BENAGLI et al., 2011). 

Die mit MALDI-TOF MS erfassten Unterschiede einzelner Proteinpeaks der Proteinprofile 

entsprechen Variationen in den Aminosäuresequenzen der analysierten Haushaltsgene (FREIWALD 

et al., 2009). Die Stabilität der erfassten Proteine wird dadurch sichergestellt, dass nur Proteine in der 

Größe zwischen 3.000 bis 20.000 Da analysiert werden, die bei sich exponentiell teilenden 

Bakterienzellen stabil exprimiert sind (WELKER (2), 2011). Proteinreferenzspektren (MSP, main 

spectral projection) der analysierten Bakterienproben können mit der Software automatisch in einem 

Dendrogram dargestellt werden (Abbildung 9), in dem die Bakterienspezies separiert wird. Basierend 

auf den Unterschieden der Proteinmassen im Bereich zwischen 3.000 und 15.000 Da und der 

Intensität der Proteinpeaks der untersuchten MSPs werden Distanzwerte errechnet. Dabei gelten 

Spezies ab einem Distanzwert von 500 als sicher klassifiziert (FREIWALD et al., 2009). Um sicher 

zu stellen, dass die phylogenetische Differenzierung mittels der noch neuen MALDI-TOF-MS-

Technik mit herkömmlichen, molekularbiologischen Methoden vergleichbar ist, sollten die 

Ergebnisse immer anhand etablierter Techniken verglichen werden (MURRAY, 2010). 
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Abbildung 9: MSP Dendrogram pathogener Leptospira spp. 

 
Das Dendrogram stellt die Referenzspektren der zu den drei Genospezies L. interrogans (blau) L. kirschneri 

(blau) und L. borgpetersenii (rot) gehörenden Leptospirenstämme dar. Das Proteinspektrum von 

L. kirschneri ist durch einen Rahmen hervorgehoben. Als Außengruppe wurde das Referenzspektrum von 

Brachyspira murdochii aus der Referenzdatenbank von Bruker Daltonik verwendet. 

 

9 Genotypisierung von Leptospira spp. mittels MLST 

Mit der Verfügbarkeit kompletter Genomsequenzen von Leptospiren (siehe 1.3) wurden vermehrt 

molekularbiologische Typisierungsmethoden für die Differenzierung und Charakterisierung von 

Leptospira spp. entwickelt. Das MLST beruht auf der Detektion von Allelvariationen in den 

analysierten Genen (AHMED et al., 2006). Prinzipiell werden dabei Unterschiede in den 

Nucleotidsequenzen der ausgewählten Haushaltsgene erfasst (MAIDEN, 2006). Da sich 

Haushaltsgene über die Zeit sehr wenig verändern, ist das MLST eine robuste und reproduzierbare 

Methode, die häufig für epidemiologische Studien verwendet wird (ROMERO et al., 2011). 

Für die Genotypisierung von Leptospira spp. sind momentan zwei etablierte MLST-Systeme 

verfügbar (AHMED et al., 2006; THAIPADUNGPANIT et al., 2007). Im Jahr 2006 entwickelten 

Ahmed et al. ein MLST-System, welches auf sechs Genen (Tabelle 7) beruht, die auf dem 
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Chromosom 1 im Genom von L. interrogans lokalisiert sind. Neben Haushaltsgenen kodieren die 

Gene auch für Strukturproteine der äußeren Membran. Die ausgewählten Gensequenzen der 

verwendeten Gene adk, icdA und secY weisen dabei größere Variationen auf wie die der anderen 

drei Gene. Mittels des etablierten MLST-Systems können alle analysierten Stämme der pathogenen 

Genospezies L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L santarosai, L. weilii und L. noguchii 

sicher bis auf Ebene der Genospezies differenziert werden. Darüber hinaus stimmt die 

phylogenetische Separierung mit der bereits bekannten taxonomischen Einteilung der 

Leptospirenstämme überein (AHMED et al., 2006). 

Für die Identifizierung humaner klinischer Isolate, die bei einem Leptospiroseausbruch in Thailand 

gewonnen wurden, konnte ein MLST für die Genotypisierung von L. interrogans und L. kirschneri 

entwickelt werden. Insgesamt werden hier sieben Haushaltsgene verwendet (Tabelle 7) die 

ebenfalls mit Ausnahme des Gens fadD, auf dem Chromosom 1 im Genom von L. interrogans 

lokalisiert sind (THAIPADUNGPANIT et al., 2007). 

 

 

Gen Funktion Allelanzahl Basierend auf 

adk Adenylat Kinase 10  

icdA Isocitrat Dehydrogenase 12  

rrs2 16S rRNA   6  

secY Translocase Präprotein secY 20 (AHMED et al., 2006) 

LipL41 Lipoprotein LipL41 der äußeren 

Membran 

  7  

LipL32 Lipoprotein LipL32 der äußeren 

Membran 

  7  

    

Gen Funktion Allelanzahl Basierend auf 

pntA NAD(P) Transdehydrogenase 

Untereinheit α 

11  

sucA 2-Oxoglutarat Dehydrogenase   7  

pfkB Ribokinase 14  

glmU UDP-N-Acetylglucosamin 

Pyrophosphorylase 

11 (THAIPADUNGPANIT 

et al., 2007) 

mreA Rod shape-determining Protein rodA 12  

tpiA Triosephospat Isomerase 10  

fadD Langkettige Fettsäuren-CoA Ligase   7  

 

Die Gene sind auf dem Chromosom 1 im Genom von L. interrogans lokalisiert. Das Gen fadD liegt auf 

dem Chromosom 2. 
 

 

Tabelle 7: Verwendete Gene der beiden etablierten MLST-Systeme für die 

Genotypisierung von pathogenen Leptospiren 
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Bei einem direkten Vergleich der beiden MLST-Systeme stimmten die Ergebnisse für die 

analysierten Leptospirenstämme der Genospezies L. interrogans und L. kirschneri überein 

(AHMED et al., 2011). 

MLST ist eine sichere und robuste Methode für die Identifizierung und Genotypisierung von 

pathogenen Leptospiren und kann für die Typisierung von Kulturstämmen und für die 

Identifizierung von klinischen Isolaten verwendet werden (NALAM et al., 2010). 
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IV. DISKUSSION 

Das globale Auftreten der Leptospirose stellt ein zunehmendes öffentliches 

Gesundheitsproblem dar (HARTSKEERL et al., 2011), denn durch die Globalisierung und 

vermehrten Reiseaktivitäten gewinnt diese Zoonose auch in Industrieländern wie Deutschland, 

Japan und den USA zunehmend an Bedeutung (JANSEN et al., 2005; KOIZUMI et al., 2009). 

Infektionen mit Leptospiren führen zur Ausbildung verschiedener Krankheitsbilder bei den 

Haussäugetieren und dem Menschen. Neben den mild verlaufenden, grippeähnlichen 

Symptomen bei Menschen und Hunden kommen auch letale Verlaufsformen vor (KO et al., 

2009; SYKES et al., 2011). Bei Nutztieren stehen vor allem Reproduktionsstörungen und die 

damit verbundenen hohen wirtschaftlichen Verluste im Vordergrund (BOLIN et al., 1991; 

GUITIAN et al., 2001; HARTSKEERL et al., 2011). Die Ätiologie der ERU der Pferde wird 

mit pathogenen Leptospiren assoziiert (CURLING, 2011). Die Leptospirose ist in Deutschland 

meldepflichtig für Schweine, Schafe und den Menschen (STRUTZBERG-MINDER et al., 

2011). 

Problematisch ist die große serologische und genetische Vielfalt der zahlreichen beschriebenen 

Leptospirenstämme und Leptospirenserovare. Die für die taxonomische Einteilung von 

Leptospiren vorhandenen zwei Klassifizierungsschemata werden parallel verwendet, obwohl 

sie nicht miteinander vergleichbar sind (CERQUEIRA et al., 2009). Der diagnostische 

Nachweis basiert auf den antigenetischen Eigenschaften der verschiedenen Serovare. Daher 

wird nach wie vor das serologische Klassifizierungsschema in der serologischen Diagnostik 

verwendet. Vor allem für phylogenetische Studien von Leptospira spp., aber auch für die 

Identifizierung klinischer Isolate werden jedoch molekulare Typisierungsmethoden wie PFGE 

oder MLST vermehrt angewendet (NALAM et al., 2010). Die noch relativ neue Methode des 

MALDI-TOF MS wird in der Routinediagnostik zunehmend für die Identifizierung und die 

Klassifizierung von Bakterien verwendet. Die Technologie erfasst dabei, im Gegensatz zu 

Genom-basierten Methoden wie beispielsweise dem MLST, Unterschiede in den 

Proteinprofilen der Bakterienproben. Von Vorteil ist dabei die schnelle, einfache und breite 

Anwendbarkeit dieser Methode für verschiedene Bakterien und die gute Vergleichbarkeit der 

Ergebnisse zu der taxonomischen Einteilung durch Gensequenzierungen wie der 16S rRNA 

(BENAGLI et al., 2011; WELKER (2), 2011). 

Ziel dieser Arbeit war es daher MALDI-TOF MS für die Differenzierung von Leptospira spp. 

anzuwenden und erstmals mit bereits etablierten molekularbiologischen, auf den Genomen 

basierenden, Differenzierungsmethoden zu vergleichen. 
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1 Die Notwendigkeit eines standardisierten Extraktionsprotokolls 

unter Berücksichtigung der Präparationsmethode und der 

Kulturbedingung  

MALDI-TOF MS ist eine sichere und schnelle Methode für die Differenzierung von 

Bakterienspezies (WIESER et al., 2011). Für den Nachweis werden die Bakterienproben in der 

Routinediagnostik häufig direkt auf das Target aufgetragen, ohne dass die Proteine der Probe 

von anderen Zellbestandteilen extrahiert werden (Abbildung 10). Dadurch kann der Erreger 

schnell auf Genus- oder Speziesebene bestimmt werden (BIZZINI et al., 2010; FREIWALD et 

al., 2009; WIESER et al., 2011). Durch die Extraktion der Proteine (Abbildung 10) können 

qualitativ hochwertige Spektren generiert werden und diese werden, im Vergleich zu direkt 

aufgetragenen Proben, mit einem besseren Ergebnis erkannt (ALATOOM et al., 2011; 

BIZZINI et al., 2010).  

 

 

 

 
MSP 96 polished steel target (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) 
Der Pfeil deutet auf einen Spot des Target 
Spot A1 bis C8: direkt aufgetragene Proben von Leptospira spp. 
Spot D1 bis H2: mittels Ethanol-Ameisensäure extrahierte Proben von Leptospira spp. 

 

Während für die reine diagnostische Identifizierung von Bakterienproben auf Genus- oder 

Speziesebene keine standardisierte Probenvorbereitung notwendig ist, kann dies für die 

Typisierung von Bakterienstämmen essentiell sein. Parameter wie die verwendete Matrix, die 

Matrixzusammensetzung, die Probenvorbereitung, sowie das verwendete Medium können 

einen Einfluss auf die Proteinprofile haben (MURRAY, 2010). Diese Tatsache bestätigte sich 

auch im Verlauf der hier vorgestellten Arbeit. Um eine standardisierte und reproduzierbare 

Abbildung 10: Vergleichende Darstellung von direkt aufgetragenen und extrahierten 

Proben von Leptospira spp. auf einem Target 
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Probenvorbereitung zu gewährleisten, wurde ein Extraktionsprotokoll für Leptospira spp. an 

zwei Instituten (Teilprojekt A und B der Tabelle A2, Anhang) unabhängig voneinander 

etabliert. Mögliche Auswirkungen des Kulturmediums, der Wachstumsphase der Kulturen, 

sowie die Durchführung zusätzlicher Schritte während der Extraktion auf die Generierung der 

Proteinspektren wurden durch Probemessungen geprüft (Teilprojekt C und D Tabelle A2, 

Anhang). Bei Messungen von mit Matrix überschichtetem Kultivierungsmedium ohne 

Leptospiren konnten keine Proteinpeaks generiert werden und daher ein Einfluss dieses 

komplexen Mediums auf die Proteinspektren ausgeschlossen werden. Unterschiede wurden 

dagegen bei der notwendigen Bakteriendichte in Abhängigkeit des Alters und Präparationsmethode 

der verwendeten Kultur erfasst (Teilprojekt C Tabelle A2, Anhang). Für die Erstellung von 

Proteinspektren war eine Bakteriendichte von mindestens 1 x 10
5
 Leptospiren/ml für direkt 

aufgetragene Proben, 1 x 10
6
 Leptospiren/ml für extrahierte Proben und 1 x 10

7
 Leptospiren/ml für 

19 Tage alte, direkt aufgetragene, Proben notwendig. Dies bestätigt veröffentlichte Daten, die 

zeigen, dass für extrahierte Proben eine höhere Bakteriendichte notwendig ist als für direkt 

aufgetragene Proben (FREIWALD et al., 2009). Als kritisch ist dagegen die hohe Anzahl an bereits 

lytischen Leptospirenzellen bei den analysierten 19 Tage alten Kulturen und die daraus 

resultierende notwendige hohe Bakteriendichte zu beurteilen, die für eine erfolgreiche Generierung 

von Proteinspektren notwendig war. Für Messungen mittels MALDI-TOF MS sollten sich 

Bakterienproben immer in der exponentiellen oder stationären Wachstumsphase befinden 

(FREIWALD et al., 2009). Grund dafür ist, dass die erfassten Proteine nur in der exponentiellen 

Wachstumsphase stabil exprimiert werden (WELKER (2), 2011). Wie in dieser Arbeit gezeigt, 

können neben kultivierungsbedingten Einflüssen auch Veränderungen bei der Proben-

vorbereitung zu Abweichungen in den detektierten Proteinmassen bei der MALDI-TOF-MS-

Analyse führen. Die Durchführung eines zusätzlichen Waschschrittes im Extraktionsprozess führte 

zur Erstellung von Proteinspektren bei denen Proteinpeaks ab 10.000 Da nicht mehr generiert 

werden konnten (siehe Diskussion Publikation und Teilprojekt D Tabelle A2, Anhang). Die 

größten Unterschiede bei den Proteinpeaks der Vertreter einer Bakterienspezies treten primär im 

Massenbereich zwischen 3.000 bis 20.000 Da auf (WELKER (2), 2011). Abweichungen im 

Extraktionsprotokoll sind dann als kritisch zu betrachten, wenn diese zu qualitativen 

Veränderungen im genannten Massenbereich der Peakprofile führen, welche die Differenzierung 

von Bakterienstämmen innerhalb einer Spezies gefährden können. Dies betrifft vor allem die 

Unterscheidung phylogenetisch nah verwandter Bakterien, wie beispielsweise Staphylococcus 

aureus und Staphylococcus epidermidis, bei denen die Proteinprofile sehr ähnlich sind (WELKER 

(2), 2011). Daher kann eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nur gewährleistet werden, wenn die 
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Wachstums- und Präparationsbedingungen nach einem rigorosen, standardisierten Protokoll 

erfolgen.  

 

2 Differenzierbarkeit von Leptospira spp. mittels MALDI-TOF MS 

und Analyse der differenzierenden Proteinpeaks 

Die Qualität der Proteinprofile in der hinterlegten Datenbank bestimmt die Identifizierbarkeit 

der Bakterienspezies der diagnostischen Probe, deren Proteinprofil mit dieser Datenbank 

abgeglichen wird. Ein sicherer, speziesspezifischer Fingerabdruck kann dabei nur erstellt 

werden, wenn mehrere Isolate oder Stämme einer Spezies in der Datenbank vorhanden sind 

(LARTIGUE et al., 2009). Die in dieser Arbeit etablierte Referenzdatenbank basierte auf 

insgesamt 28 verschiedenen Leptospirenstämmen, wobei die drei pathogenen Genospezies 

L. interrogans, L. borgpetersenii und L. kirschneri durch mehrere Serovare vertreten waren 

(Teilprojekt A und B Tabelle A2 und Tabelle A3, Anhang). Mit allen definierten 

Laborstämmen sowie mit 16 Feldisolaten (Table 2, Publikation) konnte so eine sichere und 

reproduzierbare Differenzierung der pathogenen, apathogenen und intermediären Leptospiren-

stämme sowie der Genospezies erreicht werden (Teilprojekt A, B und E Tabelle A2, Anhang). 

Nur in einem Fall wurde bei dem Abgleich eines Feldisolates der Genospezies L. kirschneri die 

falsche Genospezies L. interrogans mittels MALDI-TOF MS erkannt (siehe Diskussion, 

Publikation). Die phylogenetische, enge Verwandtschaft dieser zwei Genospezies wurde 

bereits durch verschiedene Sequenzierungsprojekte belegt (AHMED et al., 2006; 

CERQUEIRA et al., 2009; MOREY et al., 2006). Die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der 

Proteinprofile dieser drei Spezies lassen sich in einem Dendrogram darstellen (Abbildung 9 

und Figure 1, Publikation). Dabei wurden die Referenzspektren der Serovare der Genospezies 

L. borgpetersenii separat von den Serovaren der Genospezies L. interrogans/L. kirschneri 

eingeordnet. Daher kann hier eine vergleichbare Sensitivität von MALDI-TOF MS und MLST 

gezeigt werden, da beide Methoden bei diesen zwei eng verwandten Genospezies an ihre 

analytischen Grenzen stoßen. 

Das allgemeine Prinzip der Massenspektrometrie basiert auf der Erfassung genetischer 

Variationen bei den detektierten, als Protein exprimierten, Haushaltsgenen. Dabei ermöglichen 

geringe Unterschiede in den Aminosäuresequenzen der untersuchten Gene, wie sie 

beispielsweise durch Punktmutationen entstehen können, eine Differenzierung nahe verwandter 

Arten (DIECKMANN et al., 2008). Auf diesem Prinzip beruht auch die Subtypisierung. Dabei 

geht man davon aus, dass eine Unterscheidung unterhalb der Speziesebene möglich ist, da die 
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Proteine, die den erfassten Haushaltsgenen zugeordnet werden, auch bei nahe verwandten 

Arten nicht identisch sind und so eine Differenzierung der Proteinspektren möglich ist 

(WELKER (2), 2011). Basierend auf dieser Annahme wurden die etablierten Referenzspektren 

der drei pathogenen Genospezies L. borgpetersenii und L. interrogans/L. kirschneri mittels der 

statistischen Software ClinProTools (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) analysiert, um 

Proteinpeaks zu identifizieren, die eine Separierung der in dieser Arbeit verwendeten 

Leptospirenstämme ermöglichen (Teilprojekte F und G Tabelle A2, Anhang). Diese Software 

verwendet zwei verschiedene statistische Analyseverfahren. Neben verschiedenen Algorithmen 

(Tabelle 8) können die Datensätze auch mittels der Principle Component Analyses (PCA) 

analysiert werden. Bei der Auswertung der Datensätze wurden reproduzierbar für insgesamt 

sieben der in dieser Arbeit verwendeten Serovare, basierend auf den drei unterschiedlichen 

Algorithmen (Tabelle 8), diskriminierende Proteinpeaks identifiziert (Tabelle 8 und Diskussion 

Publikation). Die Serovare Icterohaemorrhagiae und Australis sowie das Serovar 

Grippotyphosa der Genospezies L. kirschneri waren nicht mittels PCA unterscheidbar. Das 

Serovar Sejroe konnte dagegen nur durch das Verfahren der PCA-Analyse differenziert 

werden. Diese Problematik ist auch für die Differenzierung der Stämme der Mycobacterium-

avium-Spezies beschrieben, die zwar anhand ihrer Proteinspektren separiert wurden, nicht 

jedoch mittels der sogenannten Clusteranalyse (HETTICK et al., 2006). Die genannten Autoren 

nahmen an, dass bei nur geringen Unterschieden der Proteinmassen der analysierten Spektren 

eine Unterscheidung mittels Clusteranalyse nicht möglich ist. Dies trifft auch auf die in dieser 

Arbeit untersuchten Datensätze der Leptospirenstämme der Spezies L. interrogans und 

L. kirschneri zu. Dabei mussten für eine erfolgreiche Separierung mittels PCA mindestens zwei 

differenzierende Proteinpeaks bei den Leptospirenstämmen vorhanden sein, um sie von den 

anderen Stämmen zu unterscheiden. Bezogen auf die in dieser Arbeit durch die Anwendung der 

verschiedenen Algorithmen ermittelten diskriminierenden Proteinpeaks wies das Serovar 

Pomona drei individuelle Proteinpeaks und das Serovar Copenhageni zwei individuelle 

Proteinpeaks auf (Table 4, Publikation). Der einzige differenzierende Proteinpeak für das 

Serovar Grippotyphosa bei 8.097 Da reichte gemäß den oben genannten Kriterien hingegen 

nicht aus, um dieses Serovar von den Stämmen der Genospezies L. interrogans zu 

unterscheiden. Das Proteinspektrum des ebenfalls mittels PCA nicht differenzierten Serovar 

Australis unterschied sich auch nur durch einen Proteinpeak. Diesem Serovar fehlte dabei, im 

Vergleich zu den Proteinspektren der anderen Leptospirenstämme, der Proteinpeak bei 5.526 

Da. 
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 Verwendete statistische Analyseverfahren der Software ClinProTools 

Genospezies Algorithmen PCA 

L. interrogans a
Pomona,  

a
Copenhageni, 

a
Icterohaemorrhagiae, 

a
Australis 

a
Pomona, 

a
Copenhageni 

L. kirschneri a
Grippotyphosa - 

L. borgpetersenii a
Saxkoebing, 

a
Tarassovi a

Saxkoebing, 
a
Tarassovi, 

a
Sejroe 

 
L. interrogans/L. kirschneri wurden getrennt von L. borgpetersenii analysiert 
verwendete Algorithmen: QuickClassifier (QC), Supervised Neural Network (SNN) und Genetic 

Algorithm 
a      

Serovar, das diskriminierende Peaks innerhalb der untersuchten Genospezies aufwies 
-   keine Differenzierung möglich 

 

Zur Bestätigung der statistischen Analysen wurden alle für die Erstellung von Referenzspektren 

verwendeten Proteinspektren visuell auf Unterschiede in den Proteinprofilen auf Ebene der 

Genospezies sowie der Serovare untersucht (Teilprojekt H Tabelle A2, Anhang). Die dabei detektierten 

Unterschiede in den Proteinmassen konnten die Analysen mittels ClinProTools bestätigen (siehe 

Vergleich Tabelle 9 mit Table 4 und Table 5, Publikation). 

 

Tabelle 9: Visuell detektierte Peak-Differenzen innerhalb der pathogenen Genospezies 

L. borgpetersenii und L. interrogans/L. kirschneri 
 

Serovar Proteinmasse in Da mit einer möglichen Massenabweichung von ± 20 Da 

 3.200  3.710 5.020 5.200 5.780 6.380 6.410 6.520 6.700 7.480 7.570  
a
Tarassovi  - x x x x x - x x x - 

a
Saxkoebing x - - - - x - x - - x 

a
Ballum - - - - - - x - - - - 

a
Sejroe - - - - - - x - - - - 

Serovar Proteinmasse in Da mit einer möglichen 

Massenabweichung von ± 20 Da 
 

 3.200 4.800 5.530 6.325 7.725 8.100 8.200 
b
Pomona x - - x x - - 

b
Copenhageni - - - x - - - 

b
Autumnalis - +/- - - - - x 

b
Australis - - x - - - - 

c
Grippotyphosa - - - - - x - 

 
a
      Serovare der Genospezies L. borgpetersenii 

b
      Serovare der Genospezies L. interrogans 

c
      Serovar der Genospezies L. kirschneri 

x = Proteinpeak vorhanden;    = Kein Proteinpeak vorhanden; +/- = schwach ausgeprägter Proteinpeak                    
      (geringe Intensität) 
 

Tabelle 8: Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten Serovare für die 

differenzierende Proteinpeaks mittels ClinProTools detektiert wurden 
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Sowohl die visuelle Untersuchung als auch die Analyse mittels ClinProTools ermöglichte eine 

Differenzierung verschiedener, in dieser Arbeit verwendeter Serovare. Dabei konnten auch die 

beiden phylogenetisch eng verwandten Genospezies L. interrogans und L. kirschneri anhand 

eines Proteinpeaks bei 8.097 Da unterschieden werden (Table 4, Publikation). Ähnliche 

Ergebnisse wurden auch für andere Bakterien beschrieben. Werno et al. konnten durch die 

visuelle Untersuchung der Proteinspektren diskriminierende Proteinpeaks identifizieren, die 

eine Separierung verschiedener Stämme von Streptococcus pneumoniae und der Streptococcus-

mitis-Gruppe ermöglichten (WERNO et al., 2012). Diese beiden Gruppen konnten bisher nicht 

mittels MALDI-TOF MS unterschieden werden. Die Klassifizierung der Subspezies von 

Salmonellen, ein Bakteriengenus das wie Leptospira eine Vielzahl von Serovaren umfasst, 

gelang hingegen nur durch weiterführende statistische Analyseverfahren, die eine Detektion 

spezifischer Biomarker ermöglichten (DIECKMANN et al., 2008). MALDI-TOF MS erfasst 

insgesamt 70 bis 200 unterschiedliche Proteinpeaks, die den Aminosäuresequenzen von 

konstant exprimierten Haushaltsgenen zugeordnet werden können. Maximal 50 Peaks 

repräsentieren dabei ribosomale Proteine. Die restlichen Peaks werden Strukturproteinen wie 

unter anderem RNA-Chaperonen und DNA-bindenden Proteinen zugewiesen (WELKER (1) et 

al., 2011). Untersuchungen von Campylobacter jejuni konnten belegen, dass die bei der 

Subtypisierung erfassten Unterschiede der Proteinmassen bei den analysierten Stämmen auf 

Substitutionen einzelner Aminosäuren beruhten und nicht durch posttranslationale 

Modifikationen bedingt waren (FAGERQUIST et al., 2006). Die klassische, serologische 

Differenzierung der Serovare von Leptospira spp. beruht definitionsgemäß hingegen auf 

Variationen der Zuckerketten des LPS (CERQUEIRA et al., 2009) (siehe Diskussion, 

Publikation). Dieses oberflächlich exprimierte AG unterliegt je nach infiziertem Wirt oder 

Umweltbedingungen ständigen Variationen (AHMED et al., 2006). Kohlenhydrate werden 

mittels der in dieser Arbeit verwendeten MALDI-TOF-MS-Technologie jedoch nicht erfasst. 

Daher ist anzunehmen, dass die Leptospirenserovare nicht mittels MALDI-TOF MS 

differenzierbar sind. Basierend auf dieser Tatsache sind die Ergebnisse der MALDI-TOF-

Analysen mit der auf Unterschieden in den DNA-Sequenzen beruhenden genetischen 

Einteilung der Leptospirenstämme vergleichbar. Die ermittelten differenzierenden Proteinpeaks 

sind daher als stammspezifisch und nicht als serovarspezifisch anzusehen.  
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3 Interpretation und Vergleichbarkeit der molekularbiologischen 

Sequenzierungsmethoden mit den Ergebnissen des MALDI-TOF MS 

Die Sequenzierung der 16S rRNA gilt als Goldstandard für die taxonomische Einteilung der 

Prokaryoten und ermöglicht eine Differenzierung des Genus oder der Spezies (WELKER (2), 

2011). Die auf der MALDI-TOF-MS-Technologie beruhende Separierung der Bakterien kann 

mit den Ergebnissen der 16S-rRNA-Sequenzierung verglichen werden (SAUER et al., 2008; 

WELKER (1) et al., 2011).  

Leptospira spp. können durch die Sequenzierung der 16S rRNA in pathogene, saprophytäre 

und intermediäre Leptospiren eingeteilt werden und die Genospezies können differenziert 

werden (CERQUEIRA et al., 2009). Dies gelang auch mit denen in dieser Arbeit verwendeten 

Leptospirenstämmen (Teilprojekt E Tabelle A2, Anhang). 

Da viele Studien, welche sich mit der Typisierung von Bakterien mittels MALDI-TOF MS 

beschäftigten, keinen Vergleich mit etablierten genombasierten Typisierungsmethoden 

durchgeführt haben (MURRAY, 2010), wurden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 

Leptospirenstämme zusätzlich mittels MLST analysiert (Teilprojekt I Tabelle A2, Anhang) und 

die Ergebnisse mit den MALDI-TOF-Daten und den Ergebnissen der 16S-rRNA-

Sequenzierung verglichen. Das MLST beruht auf der simultanen, partiellen Sequenzierung 

mehrerer Haushaltsgene (CERQUEIRA et al., 2009). Da diese Genloci stark konserviert sind, 

ist diese Methode sehr robust und reproduzierbar. Basierend auf der Publikation von Ahmed et 

al. wurden die sechs Gene rrs2, icdA, secY, adk, LipL32 und LipL41 verwendet, die alle auf 

dem Chromosom 1 im Leptospiren-Genom lokalisiert sind (Tabelle A4, Anhang) (AHMED et 

al., 2006). Das Fehlen von PCR-Produkten für bestimme Leptospirenstämme kann durch den 

Verlust bestimmter Gene bei den einzelnen Genospezies erklärt werden (siehe Diskussion, 

Publikation und Abbildung A1, Anhang). Alle erstellten phylogenetischen Stammbäume 

zeigten zwei Hauptäste mit L. borgpetersenii, L. weilli, L. alexanderi, einerseits und 

L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii andererseits. Im Vergleich zu den Stammbäumen der 

anderen Gene wies der Stammbaum des rrs2-Gens (16S rRNA) die geringste Separierung der 

Genospezies auf. Dies kann auf die bekannte Tatsache zurückgeführt werden, dass große 

Sequenzhomologien bei der 16S rRNA bei den Leptospirenserovaren vorhanden sind (MOREY 

et al., 2006). Von denen für das MLST verwendeten Gene besitzt das Gen secY dagegen die 

meisten polymorphischen Sequenzbereiche (CERQUEIRA et al., 2009), was bei der 

Gegenüberstellung der Stammbäume des rrs2- und des secY-Gens deutlich wird (Abbildung 11).  
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 die Stammbäume stellen den Consensus Tree (Bootstrap 1000, Kimura 2 Parameter, Cut off 

75%) dar 

 die Sequenzen der analysierten Stämme des LGL sind mit einer (2) gekennzeichnet (Tabelle A3 

Anhang) 

 öffentlich zugängliche Referenzsequenzen der NCBI Genbank, die mit den erstellen Sequenzen 

abgeglichen wurden, sind mit (Ref.) gekennzeichnet 
 

Durch das MLST konnten alle in dieser Arbeit verwendeten Leptospirenstämme sicher bis auf 

die Ebene der Genospezies differenziert werden. Beim Vergleich der Sequenzierungs-

ergebnisse und der MALDI-TOF-Daten der Leptospirenstämme zeigten alle, im Rahmen dieser 

Arbeit erstellten phylogenetischen Stammbäume, eine vergleichbare Aufteilung wie das 

Dendrogram der Referenzspektren (Figure 1, 4 und 5, Publikation und Abbildung 11). Ähnlich 

der Detektion mehrerer Haushaltsgene beim MLST, oder der 16S-rRNA-Sequenzierung 

können auch die mittels MALDI-TOF MS erfassten Haushaltsproteine als phylogenetische 

Marker angesehen werden (WELKER (1) et al., 2011), die so eine vergleichbare 

Differenzierung zu molekularbiologischen Typisierungsmethoden ermöglichen. 

Im Vergleich zu aufwendigen Sequenzierungsmethoden ist MALDI-TOF MS für die 

Abbildung 11: Gegenüberstellung der Stammbäume des rrs2- und secY-Gens (MLST) 
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Differenzierung der Bakterienspezies aber standardisierter und breiter anwendbar. 

Zeitaufwendige Optimierungen für das Erreichen einer besseren Differenzierung wie sie bei 

molekularbiologischen Methoden notwendig sein können (CARBONNELLE et al., 2011), sind 

bei der MALDI-TOF-MS-Technologie nicht notwendig, da die Probenpräparation für 

verschiedene Bakterienspezies standardisiert anwendbar ist. 

Aufgrund der Übereinstimmung der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Daten, kann MALDI-

TOF MS daher als Alternative zu herkömmlichen, zeitaufwendigen Analyseverfahren, wie dem 

MLST, für die sichere Differenzierung der Genospezies von Leptospira spp. angesehen 

werden. 

 

4 Anwendbarkeit des MALDI-TOF MS für den Nachweis von 

Leptospiren und Ausblick 

In vielen diagnostischen, mikrobiologischen Laboren hat die MALDI-TOF-MS-Technologie 

bereits traditionelle biochemische und phänotypische Differenzierungsmethoden von Bakterien 

ersetzt (CARBONNELLE et al., 2012). Auch wenn die Methode vergleichsweise schneller 

durchgeführt werden kann als herkömmliche Methoden, ist eine kulturelle Anzucht der Erreger 

nach wie vor notwendig (WELKER (1) et al., 2011). Ein direkter Erregernachweis aus 

klinischem Material ist momentan schwierig und es sind sehr große Mengen des zu 

detektierenden Pathogens nötig. Die in klinischen Proben enthaltenen Proteine sowie die 

normale Mikroflora stören die Generierung der Proteinspektren (WIESER et al., 2011). 

Basierend auf der Pathogenese der Leptospirose sind für den direkten Nachweis von 

Leptospira spp. vor allem die klinischen Materialien Blut und Urin von Bedeutung. Der direkte 

Erregernachweis für andere Mikroorganismen, wie Staphylokokken, Enterokokken oder 

Enterobacteriacae, mittels MALDI-TOF MS gelingt momentan nicht direkt aus Blutproben 

sondern nur aus Blutkulturen (KROUMOVA et al., 2011). Die in dieser Arbeit ermittelte 

benötigte hohe Bakteriendichte von 1 x 10
5
 bis 1 x 10

6
 Leptospiren/ml die, je nach 

angewendeter Präparationsmethode, für eine Spektrengenerierung notwendig ist, macht den 

direkten Nachweis von Leptospiren aus Blutproben mittels MALDI-TOF MS praktisch 

unmöglich. Zwar kann in der frühen Phase einer Infektion für kurze Zeit eine Konzentration 

von 10
6
 bis 10

7
 Leptospiren/ml im Blut erreicht werden, die Menge nimmt jedoch 4 bis 6 Tage 

p.i. mit dem Auftreten von spezifischen AK ab, bis der Erreger aus dem Blut eliminiert ist. In 

dieser frühen Phase treten jedoch noch keine klinischen Veränderungen auf (KO et al., 2009). 

Daher ist der Einsatz des MALDI-TOF MS für den direkten Erregernachweis aus dem Blut 
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äußerst limitiert und kann nicht empfohlen werden. In diesem Fall sind herkömmliche 

Methoden wie die PCR angezeigt, die bereits eine geringe Menge von Leptospiren-DNA 

detektieren kann (VILLUMSEN et al., 2012). Im Urin können Bakterien wie E. coli, E. faecalis 

und P. aeruginosa hingegen direkt mit einer Übereinstimmung von 91,8 % auf der Spezies-

ebene mittels MALDI-TOF MS erfasst werden. Jedoch ist auch hierfür eine Mindestdichte von 

10
5
 Colony-Forming Units (CFU)/ml Bakterien für einen erfolgreichen Nachweis 

Voraussetzung (FERREIRA et al., 2010). Neben dem limitierenden Faktor der benötigten 

hohen Bakteriendichte werden Leptospiren mit dem Urin nur intermittierend ausgeschieden 

(LEVETT, 2001) und die Menge der Bakterien variiert in Abhängigkeit des 

Infektionsstadiums. Eine vorherige Anreicherung des Erregers ist zeitintensiv und kann bei der 

primären Isolierung bis zu 13 Wochen oder länger dauern (LEVETT, 2001). Daher ist die 

Anwendbarkeit des MALDI-TOF MS für den direkten Nachweis von Leptospiren aus 

klinischen Proben ohne vorherige kulturelle Anzucht als nicht praktikabel zu beurteilen und 

kann momentan nicht als diagnostisches Mittel verwendet werden.  

Der notwendige Kultivierungsschritt stellt einen Nachteil dieser Technologie im Vergleich zu 

anderen, kulturunabhängigen Techniken wie der PCR dar. Wird die Technologie jedoch für 

bereits in Kulturen vorangereicherte Leptospiren verwendet, so ist MALDI-TOF MS eine 

standardisierte und schnelle Klassifizierungsmethode für Leptospira spp. Dies kann 

insbesondere dann von Interesse sein, wenn Laborstämme, die in Forschungslaboren oder 

diagnostischen Einrichtungen verwendet werden, auf mögliche Kreuzkontaminationen 

überprüft werden müssen oder die Genospeziesidentität nachgewiesen werden muss. Cerqueira 

et al. empfehlen für die Qualitätskontrolle von MAT-Stämmen die Sequenzierung der 

16S rRNA, die eine Differenzierung der Genospezies ermöglicht (CERQUEIRA et al., 2010). 

Die sichere Bestimmung der Genospezies gelingt aber auch mittels MALDI-TOF MS. Darüber 

hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Ergebnisse der 16S-rRNA-

Sequenzierung und des MLST mit den Daten der MALDI-TOF-Analysen übereinstimmen.  

Inwieweit MALDI-TOF MS auch für die Subtypisierung von Leptospirenstämmen angewendet 

werden kann, muss in Zukunft durch die Analyse weiterer Leptospirenstämme ermittelt 

werden. Momentan ist die Anwendung der Subtypisierung aufgrund des komplizierten 

Analyseverfahrens noch auf den Forschungsbereich beschränkt. Durch weitere technische 

Verbesserung der Analysemethoden und Erweiterung der Datenbanken kann die taxonomische 

Separierungsstärke in Zukunft verbessert werden (WELKER (1) et al., 2011). Ob die 

Optimierung dieser noch neuen Technologie auch dazu führt, dass die noch nötige hohe 

Bakteriendichte reduziert werden kann und dadurch eventuell sogar die kulturelle Anzucht 
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nicht mehr notwendig ist, muss zukünftig untersucht werden. 

Wie diese Arbeit belegt, stellt MALDI-TOF MS für die Differenzierung von in Kultur 

angereicherten Leptospira spp. eine vergleichbare und reproduzierbare Methode zu 

herkömmlichen molekularbiologischen Sequenzierungsmethoden dar und kann für die 

Genotypisierung und Überprüfung von Laborstämmen verwendet werden. 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Familie der Leptospiraceae umfasst eine große Anzahl antigenetisch und genetisch 

unterschiedlicher Serovare und Stämme. Vertreter der pathogenen Genospezies stellen ein 

großes Problem mit hohem zoonotischen Potenzial in der Human- und Veterinärmedizin dar. 

Aufgrund der Pathogenese der Leptospirose und der großen Vielfalt des Erregers ist die 

Labordiagnostik kompliziert. Nach wie vor gilt der serologische Nachweis mittels MAT trotz 

starker Variationen bei den Testergebnissen und regionaler, epidemiologisch bedingter 

Unterschiede als Goldstandard in der Routinediagnostik. Neben der auf dem MAT basierenden 

serologischen Einteilung existiert ein auf genetischen Unterschieden beruhendes 

Einteilungsschema für Leptospira spp. Dabei werden die Serovare verschiedenen Genospezies 

zugeordnet die, basierend auf der Sequenzierung der 16S rRNA, in pathogene, apathogene und 

intermediäre Genospezies eingeteilt werden. Ähnlich wie bei der auf der Sequenzierung der 

16S rRNA beruhenden, allgemein anerkannten taxonomischen Einteilung von Bakterien, 

erfasst auch MALDI-TOF MS, auf der Proteinebene, Variationen der Aminosäuresequenzen 

der detektierten Haushaltsgene. Die analysierten Gene kodieren neben Strukturproteinen zum 

größten Teil für ribosomale Proteine. Die bei der MALDI-TOF-MS-Technologie untersuchten 

Proteinspektren sind für jede Bakterienspezies und jeden Bakterienstamm spezifisch und 

ermöglichen neben der Identifizierung klinischer Isolate auf Genus- oder Speziesebene auch 

eine taxonomische Einteilung von Bakterien, die mit der Sequenzierung der 16S rRNA 

vergleichbar ist. 

Für die Genotypisierung der in dieser Arbeit verwendeten Leptospirenstämme wurde neben der 

Sequenzierung der 16S rRNA ein auf sechs Haushaltsgenen beruhendes MLST durchgeführt. 

Dabei konnten mit beiden Methoden apathogene, pathogene und intermediäre Stämme sowie 

die Genospezies sicher differenziert werden. Eine Unterscheidung von Stämmen oder 

Serovaren innerhalb einer Genospezies gelang mittels der Sequenzierung nicht. 

Für die Detektion von Leptospiren mittels MALDI-TOF MS wurde ein Extraktionsprotokoll 

für in Kultur angereicherte Leptospira spp. etabliert. Die erstellte Referenzdatenbank umfasste 

insgesamt 28 verschiedene Stämme apathogener, intermediärer und pathogener Leptospiren. 

Mittels Probemessungen mit den definierten Laborstämmen sowie mit 16 Feldisolaten wurde 

die Qualität der in der Datenbank hinterlegten Referenzspektren evaluiert. Dabei konnte eine 

mit den durchgeführten Sequenzierungsmethoden übereinstimmende Separierung der 

Genospezies erreicht werden. In einem Fall war die Bestimmung der richtigen Genospezies 

mittels MALDI-TOF MS jedoch nicht möglich. Neben dem Abgleich mit dem 
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Referenzspektrum der richtigen Genospezies wurde das Feldisolat L. kirschneri Serovar 

Grippotyphosa auch mit einem Referenzspektrum der phylogenetisch eng verwandten 

Genospezies L. interrogans abgeglichen. In diesem Fall konnte die richtige Genospezies nur 

durch die durchgeführte Sequenzierung der 16S rRNA ermittelt werden. Weiterführende 

Analysen für die Detektion differenzierender, stammspezifischer Proteinpeaks wurden mit den 

Stämmen der Genospezies L.  interrogans, L. kirschneri und L. borgpetersenii durchgeführt, 

die als Hauptverursacher der Leptospirose gelten. Die Analyse beruhte dabei sowohl auf dem 

visuellen Vergleich der Proteinspektren als auch auf der Analyse der Proteinspektren mit der 

statistischen Software ClinProTools. Dabei wurden reproduzierbar differenzierende 

Proteinpeaks innerhalb der Genospezies L. borgpetersenii für die Serovare Saxkoebing, 

Tarassovi und innerhalb der Genospezies L. interrogans für die Serovare Pomona, 

Copenhageni, Icterohaemorrhagiae sowie Australis ermittelt. Das Serovar Grippotyphosa der 

Genospezies L. kirschneri unterschied sich nur durch einen Proteinpeak bei 8.097 Da von den 

Stämmen der L. interrogans Spezies, was die bereits bekannte phylogenetisch enge 

Verwandtschaft der beiden Genospezies bestätigt. Für die Beurteilung der taxonomischen 

Differenzierung von Leptospiren mittels MALDI-TOF MS im Vergleich zu etablierten 

molekularbiologischen Methoden wurden die Referenzspektren in einem Dendrogram 

dargestellt und mit den erstellten phylogenetischen Stammbäumen der 16S-rRNA-

Sequenzierung und des MLST verglichen. Die Separierung der Genospezies und die 

Zuordnung zu pathogenen, intermediären und apathogenen Leptospirenstämmen, stimmten bei 

allen verwendeten Methoden überein. 

MALDI-TOF MS ermöglicht daher eine mit DNA-Sequenzierungsmethoden vergleichbare 

Differenzierung der Genospezies von Leptospira spp. Darüber hinaus konnte durch 

weiterführende Analysen der Proteinreferenzspektren stammspezifische Proteinpeaks für 

sieben Leptospirenstämme innerhalb der analysierten pathogenen Genospezies L. interrogans, 

L. borgpetersenii und L. kirschneri mittels MALDI-TOF MS ermittelt werden.  

MALDI-TOF MS ist für die Identifizierung von Leptospira spp. schneller, standardisierter und 

mit einem geringeren Aufwand durchführbar als herkömmliche Gensequenzierungen. MALDI-

TOF MS kann daher für die Überprüfung von Laborstämmen oder für den Nachweis möglicher 

Kreuzreaktivitäten durch Kontaminationen bei MAT-Kulturen verwendet werden und bietet 

eine Alternative zu zeitaufwendigeren molekularen Typisierungsmethoden. 
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VI. SUMMARY 

The family Leptospiraceae consists of a wide variety of genetic and antigenic diverse 

leptospiral serovars and strains. Representatives of the pathogenic genomospecies are known to 

have a zoonotic potential and are important pathogens in human and veterinary medicine. 

Detection of the pathogen is still complicated due to the complex pathogeneses of the disease 

and the wide diversity of leptospiral strains. Even though it is known that big varieties of the 

test results occur, the microscopic agglutination test (MAT) is still said to be the gold standard 

in routine diagnostics. Interpretation of the MAT test is complicated since regional differences 

and the epidemiological situation do have an impact on the test result. Despite the MAT-based, 

serological classification scheme a second genetic classification system, exists in which 

leptospiral serovars are classified into different genomospecies according to their genetic 

diversity. Based on the sequencing of the 16S rRNA the genomospecies can further be assigned 

to pathogenic, non-pathogenic and intermediate species. 16S rRNA sequencing is considered to 

be the gold standard for the taxonomic classification of bacteria. MALDI-TOF MS analysis can 

be compared to this genetic classification scheme as this technology comprises variations of the 

amino acid sequences of the detected housekeeping genes on protein level. These housekeeping 

genes mainly encode for ribosomal proteins and some structural proteins. MALDI-TOF MS 

detects and compares the protein spectra that are specific for each bacteria species. Using this 

technology, clinical isolates can be identified to genus- species- or strain level. Furthermore, 

the taxonomic classification of bacteria using MALDI-TOF MS can be compared to the 16S 

rRNA sequencing.  

Genotyping of the leptospiral strains used in this approach was based on 16S rRNA sequencing 

and multilocus sequence typing (MLST). The used MLST scheme is based on six 

housekeeping genes. Separation of pathogenic, non-pathogenic and intermediate species and 

the identification of the correct genomospecies are possible with both sequencing methods. 

Further differentiation of leptospiral strains or serovars is not successful.  

In order to use MALDI-TOF MS for the detection of Leptospira spp., an extraction protocol 

was established for leptospiral strains grown in liquid media. Reference spectra, in the 

following called MSPs (main spectral projections) of 28 leptospiral strains, comprising 

pathogenic, non-pathogenic and intermediate strains, were created and implemented in a 

reference database. To assure appropriate quality of the MSPs multiple measurements with the 

defined cultured leptospiral strains and with 16 field isolates, were performed. Comparable 

separation to the sequence analyses was achieved for pathogenic, intermediate, non-pathogenic 
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strains and for the identification of the genomospecies. No clear identification of the 

genomospecies was achieved in one case. In this case the field isolate L. kirschneri serovar 

Grippotyphosa was not correctly identified by MALDI-TOF MS and matched with one MSP of 

the phylogenetic close related genomospecies L. interrogans. Sequencing of the 16S rRNA 

confirmed the correct genomospecies. To detect discriminating, strain-specific protein peaks, 

further analyses were carried out with leptospiral strains belonging to the genomospecies 

L. interrogans, L. kirschneri and L. borgpetersenii. These three species are said to be the main 

causative agents of leptospiroses. For this purpose all spectra were visually screened for 

homologies and differences in their protein profiles and in addition, statistical analyses were 

applied using the software ClinProTools. Discriminating protein peaks were reproducibly 

detected within the genomospecies L. borgpetersenii for the serovars Saxkoebing, Tarassovi, 

and within the genomospecies L. interrogans for the serovars Pomona, Copenhageni, 

Icterohaemorrhagiae and Australis. Protein profiles of the L. interrogans and L. kirschneri 

strains could only be separated by one additional protein peak at 8,097 Dalton (Da) belonging 

to the serovar Grippotyphosa of the genomospecies L. kirschneri. This confirms the well-

known phylogenetic close relationship of these two species. 

To evaluate, if the taxonomic separation of the analyzed leptospiral strains using MALDI-TOF 

MS can be compared to the molecular typing results, both methods were directly compared to 

each other. For this purpose the reference spectra of the leptospiral strains were displayed in a 

MSP dendrogram and compared to the constructed phylogenetic trees of the 16S rRNA 

sequencing and the MLST analysis. Comparable separation of pathogenic, non-pathogenic and 

intermediate strains and the genomospecies was achieved with all typing methods. Therefore 

MALDI-TOF MS shows comparable results to DNA sequencing methods for the genotyping of 

Leptospira spp. In addition, further analysis revealed strain-specific peaks for seven leptospiral 

strains within the genomospecies L. interrogans, L. borgpetersenii and L. kirschneri using 

MALDI-TOF MS. 

Compared to time consuming sequencing methods MALDI-TOF MS is a fast and standardized 

applicable method for the identification of Leptospira spp. MALDI-TOF MS can be used to 

identify cultured leptospiral strains and to track possible cross contaminations of MAT panels 

and is therefore an alternative to elaborate molecular typing methods.  
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VIII. ANHANG TABELLEN UND ABBILDUNGEN 

 

Lokalisation an der 

Membran und Bezeichnung 

Funktion Referenz 

außen LPS  Aufbau ähnlich gramnegativer Bakterien 

 besteht aus dem Lipid A, dem Core und dem O-Antigen 

 Einteilung der Serovare basiert auf Variationen der Zuckerketten des O-Antigens 

 das LPS ist im rfb Lokus kodiert 

 das LPS fehlt wirtsgebundenen Spirochäten wie B. burgdorferi oder T. pallidum 

 daher wird die Expression des LPS mit der Überlebensfähigkeit in der Umwelt assoziiert 

 

(CULLEN et al., 

2004); 

(HAAKE et al., 2010) 

 

 LipL32   Synonym heamolysis associated protein 1 (HAP1) 

 major outer membrane protein (MOMP) 

 LipL32 macht 75 % der exprimierten Proteine aus 

 hochkonserviert bei pathogenen Stämmen  

 96,4 % Sequenzhomolgie bei pathogenen Serovaren 

 kann in vitro Fibronektin, Kollagen, Laminin und Plasmafibronektin binden 

 Immunogen, nicht relevant für die Pathogenität 

 LipL32 negative Mutanten sind im Tiermodell virulent und besiedeln die Nierentubuli 

 eventuell essentiell für das Überleben in der Umwelt 

 

 

 

(HAAKE et al., 2000); 

(KO et al., 2009); 

(HAAKE et al., 2010); 

 

 LipL21  nach LipL32 das zweit häufigste Lipoprotein 

 wird nur bei pathogenen Leptospiren während einer Infektion exprimiert 

 96 % bis 100 % Sequenzhomologien bei verschiedenen Leptospirenstämmen 

 Immunogen 

 

 

(CULLEN et al., 2003) 

 LipL36  nur in vitro in der log Phase stark exprimiert, nimmt in der mittleren log-Phase ab 

 wird bei einer Infektion nicht an der Zelloberfläche exprimiert 

 Funktion nicht bekannt 

 eventuell ein Mechanismus um im Wirt persistieren zu können  

(HAAKE et al., 1998); 

(MATSUNAGA et al., 

2007); 

 

Tabelle A 1: Lokalisation und Funktion einiger OMPs und anderer Membran-assoziierter Proteine  
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Tabelle A1: Fortsetzung 

 

Lokalisation an der 

Membran und Bezeichnung 

Funktion Referenz 

außen LipL46  nur bei pathogenen Stämmen 

 wurde im Blut von akut infizierten Hamstern nachgewiesen 

 Immunogen 

 kann in der akuten Infektionsphase in den Glomerula und in der Leber nachgewiesen werden 

 

(MATSUNAGA et 

al., 2006); 

 Len  

Proteine 
 leptospiral endostatin-like lipoprotein 

 binden an Bestandteile der Membran und der extrazellulären Matrix im Wirtsgewebe 

 Len A bis F kommen nur bei pathogenen Spezies vor 

 binden an Laminin, Fibronektin und Proteine die das Komplementsystem regulieren 

 weisen große Sequenzunterschiede auf was auf unterschiedliche Funktionen schließen lässt 

 wichtig für die Invasion und die Kolonisierung des Wirtsgewebes 

 

 

(STEVENSON et al., 

2007); 

(HAAKE et al., 

2010); 

 

 Lig  

Proteine 
 leptospiral immunoglobulin-like repeat proteins 

 Lig A bis C sind bekannt und kommen nur bei pathogenen Arten vor 

 LigA und LigB werden bei erhöhter Osmolarität in vivo und in vitro exprimiert 

 LigA wird bei erhöhter Osmolarität in den Extrazellularraum abgegeben 

 sind Adhesine, binden in vitro an Proteine der extrazellulären Matrix und an Fibrinogen 

 gelten als Virulenzfaktoren 

 

 

(CHOY et al., 2007); 

(KO et al., 2009) 

 OmpL37  konserviert bei pathogenen Stämmen 

 Immunogen 

 bindet an verschiedene Proteine des Wirtsgewebes 

 bindet zusätzlich an das Elastin der Aorta und an die Haut 

 Funktion nicht bekannt. 

 eventuell wichtig für die Invasivität durch die Haut und Blutgefäße 

 

 

 

(PINNE et al., 2010) 

trans-

membranös 

OmpL1  Trimer mit Epitopen und transmembranösen Anteilen 

 fungiert temperaturabhängig als Porin 

 nur bei pathogenen Arten hoch konserviert 

(SHANG et al., 

1995);(CULLEN et 

al., 2003); 
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Tabelle A1: Fortsetzung 
 

Lokalisation an der 

Membran und Bezeichnung 

Funktion Referenz 

trans-

membranös 

Loa22  einziger Virulenzfaktor bei dem die Kochschen Postulate erfüllt sind 

 bei akuten Infektionen vermehrt exprimiert 

 sowohl bei pathogenen als auch bei apathogenen Arten 

 das orthologe Gen von L. biflexa wird unter anderen Umweltbedingungen exprimiert 

 Loa22-negative Mutanten sind im Tiermodell avirulent 

(RISTOW et al., 

2007); 

(KO et al., 2009) 

(CINCO, 2010); 

(HAAKE et al., 

2010); 

innen LruA/ 

LruB 
 kommen nur bei pathogenen Serovaren vor 

 hohe IgM- und IgA-Antikörperspiegel gegen LruA und LruB im Glaskörper aber nicht im Serum von 

Pferden mit ERU nachgewiesen 

 eventuell bei der Entstehung der ERU beteiligt 

 

(VERMA et al., 

2005) 

 LipL31  einziges Lipoprotein, das an der inneren Membran lokalisiert ist  (HAAKE et al., 

2002) 



Anhang 91 

Material und Methoden 
 

Tabelle A 2: Überblick über die durchgeführten Teilprojekte am 
1
Lehrstuhl für 

Bakteriologie und Mykologie der LMU München und dem 
2
Landesamt für Gesundheit und 

Lebensmittelsicherheit (LGL) Oberschleißheim 
 

Teilprojekt Arbeitschritte Institut 
A) 
Etablierung des 

Extraktionsprotokolls 

und Erstellung von 

Referenzspektren 

 durchgeführt mit BfR-Stämmen (Anhang Tabelle A3) 

 Etablierung eines Protokolls für die Extraktion von Leptospira spp. 

 Erstellung von Referenzspektren mit extrahierten Leptospirenproben 

 Evaluierung der erstellten Datenbank mit extrahierten, direkt 

geschmierten, automatisch und manuell gemessenen Proben 

1 

B) 
Etablierung des 

Extraktionsprotokolls 

und Erstellung von 

Referenzspektren 

 durchgeführt mit KIT- und DSMZ-Stämmen (Tabelle A3) 

 Etablierung eines Protokolls für die Extraktion von Leptospira spp. 

 Erstellung von Referenzspektren mit extrahierten Leptospirenproben 

 Evaluierung der erstellten Datenbank 

2 

C) 
Einfluss der 

Präparationsmethode 

und Alter der Kulturen 

auf die Proteinspektren 

 Evaluierung möglicher störender Einflüsse des EMJH-Mediums auf die 

Spektrengenerierung 

 Festlegung der benötigten Mindestdichte durch Anlegen einer 

Verdünnungsreihe von einer sieben Tage alten Kultur von  

L. interrogans Serovar Autumnalis. Anschließende Messungen mit 

extrahierten und nicht extrahierten Proben  

 Einfluss des Alters der Kulturen auf die benötigten Mindestdichte durch 

Anlegen einer Verdünnungsreihe von 19 Tage alten Kulturen der 

Serovare L. borgpetersenii Serovar Sejroe und L. interrogans Serovar 

Hardjo 

1 

D) 
Vergleich der 

Extraktionsprotokolle 

und erstellten 

Datenbanken 

 Vergleich der erstellten Referenzspektren beider Institute 

 Einfluss der optionalen Schritte der Extraktionsprotokolle auf die 

Qualität der Spektren 

1 und 2 

E) 
Messung von 

Feldisolaten und 16S-

rRNA-Sequenzierung 

 Abgleich von 16 Feldisolaten mit der erstellten Datenbank 

 Überprüfung der Referenzstämme und Feldisolate mittels 16S-

rRNA-Sequenzierung 

 Sequenzierung der 16S rRNA für die DMSZ- und KIT-Stämme 

(Tabelle A3)  

2 

F) 
Anwendung der 

Software ClinProTools  

 statistische Analyse der Referenzspektren der Genospezies 

L. interrogans, L. borgpetersenii und L. kirschneri beider Institute 

mit der Software ClinProTools 

2 

G) 
Auswertung der 

ClinProTools-Daten 

 Interpretation und Erstellung der Abbildungen der ClinProTools-Daten  1 und 2 

H) 
Visueller Vergleich der 

Proteinspektren  

 Gegenüberstellung der für die Erstellung von Referenzspektren 

verwendeten Proteinspektren der Genospezies  
L. interrogans/L. kirschneri und L. borgpetersenii der BfR-Stämme 

(Tabelle A3) zur visuellen Detektion differenzierender Proteinpeaks 

1 

I) 
MLST-Analyse 

 Komplette MLST Analyse aller BfR- DSMZ- und KIT-Stämme 

 Erstellung phylogenetischer Stammbäume aller sechs analysierten Gene 

1 
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Tabelle A 3: Verwendete Stämme von Leptospira spp. 

 

Genospezies Serogruppe Serovar Stamm Pathogenität 

L. interrogans australis Australis a, b
Ballico pathogen 

L. interrogans australis Bratislava a, b
Jez Bratislava pathogen 

L. interrogans autumnalis Autumnalis a, b
Akiyami A pathogen 

L. interrogans bataviae Bataviae a, b
Swart pathogen 

L. interrogans canicola Canicola a, b
Hond Utrecht IV pathogen 

L. interrogans hebdomadis Hebdomadis a, b
Hebdomadis

  pathogen 

L. interrogans icterohaemorrhagiae Copenhageni a, b
M 20 pathogen 

L. interrogans icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae b    
Ictero I pathogen 

L. interrogans pomona Pomona a, b
Pomona pathogen 

L. interrogans pyrogenes Pyrogenes a, b
Salinem pathogen 

L. interrogans sejroe Hardjo a, b
Hardjoprajitno pathogen 

L. kirschneri grippotyphosa Grippotyphosa a, b
Moskva V. pathogen 

L. borgpetersenii sejroe Saxkoebing a, b
Mus 24 pathogen 

L. borgpetersenii ballum Ballum a, b
Mus 127 pathogen 

L. borgpetersenii sejroe Sejroe a, b
M 84 pathogen 

L. borgpetersenii tarassovi Tarassovi a, b
Perepelitsin pathogen 

L. borgpetersenii javanica Javanica b    
Veldrat Bataviae 46 pathogen 

L. alexanderi nicht definiert Manhao 3 c
   L60 pathogen 

L. weilii nicht definiert Celledoni c
   Celledoni pathogen 

L. santarosai nicht definiert Shermani c
   LT 821 pathogen 

L. noguchii nicht definiert Panama c
   CZ 214 pathogen 

L. broomii nicht definiert nicht definiert c
   5399 intermediär 

L. fainei nicht definiert Hurstbridge c
   BUT 6 intermediär 

L. inadai nicht definiert Lyme c
   10 intermediär 

L. biflexa Semaranga Patoc c
   PatocI apathogen 

L. meyeri nicht definiert Semaranga c
   Veldrat S173 apathogen 

Turneriella parva nicht definiert Parva c
   H apathogen 

Leptonema illini nicht definiert Illini c
   3055 apathogen 

 
a 

Bezogen vom Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR), Berlin  
b 

Royal Tropical Institute (KIT), National Collaborating Centre for Reference and Research on 

Leptospirosis, Department of Biomedical Research, Amsterdam, The Netherlands 
c 

Bezogen vom Leibniz Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH, Braunschweig  
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Primer Sequenz (5’-3’) Länge TM 

(°C) 
Stockkon-

zentration 

pmol/µl 

Produkt-

länge in bp 

adk-F GGGCTGGAAAAGGTACACAA 20 58 100 531 
adk-R ACGCAAGCTCCTTTTGAATC 20 56 100 531 
icdA-F GGGACGAGATGACCAGGAT 19 59 100 674 
icdA-R TTTTTTGAGATCCGCAGCTTT 21 55 100 674 
LipL 41-F TAGGAAATTGCGCAGCTACA 20 56 100 520 
LipL 41-R GCATCGAGAGGAATTAACATCA 22 58 100 520 
rrs 2 –F CATGCAAGTCAAGCGGAGTA 20 58 100 541 
rrs 2-R AGTTGAGCCCGCAGTTTTC 19 57 100 541 
sec Y-F ATGCCGATCATTTTTGCTTC 20 54 100 549 
sec Y-R CCGTCCCTTAATTTTGACTTCTTC 25 63 100 549 
LipL 32-F ATCTCCGTTGCACTCTTTGC 20 58 100 474 
LipL 32-R ACCATCATCATCATCGTCCA 20 56 100 474 

 
TM: melting temperature F: forward; R: reverse; 
Die Abkürzungen der Gene stehen für folgende Namen:  
adk: Adenylat Kinase; icdA: Isozitrat Dehydrogenase; LipL: Outermembrane Lipoprotein; rrs2: 16S 

rRNA; secY: translocase preprotein secY;  
 

 

 

Tabelle A 4: Verwendete Primersequenzen für das MLST 
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ANHANG ABBILDUNGEN 
 

 
 

 
Das Gel visualisiert die fehlenden Produkte der DSMZ Stämme (Tabelle A3) für das Gen der 

16S rRNA. 

Abbildung A 1: Agarosegel der PCR-Produkte für das rrs2-Gen 
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