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l. EINLEITUNG

Die Leptospirose ist eine durch pathogene Leptospiren hervorgerufene, weltweit
verbreitete  Erkrankung. Leptospiren konnen (ber 150 S&ugetierarten
einschlieBlich des Menschen infizieren (LEVETT, 2001; SYKES et al., 2011).
Auch Katzen koénnen sich mit Leptospiren infizieren und Antikorper bilden.
Infizierte Katzen zeigen meist keine Symptome (FESSLER & MORTER, 1964;
HARKNESS et al., 1970; LARSSON et al., 1985). Sie konnen jedoch bis zu
mehrere Wochen nach experimenteller Infektion den Erreger tber den Urin
ausscheiden (FESSLER & MORTER, 1964; LARSSON et al., 1984). Auch bei
naturlich infizierten Katzen wurden Leptospiren in den Nieren (DESVARS et al.,
2013) und im Urin (HARKNESS et al., 1970) nachgewiesen. In Kanada, den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) und Taiwan wurde Kkirzlich
Desoxyribonukleinsdure (DNA) pathogener Leptospiren im Urin natlrlich
infizierter Katzen gefunden. Die Prdvalenz lag bei 3,4 % (in Kanada)
(RODRIGUEZ et al., 2014), 11,7 % (in den USA) (FENIMORE et al., 2012) und
67,8 % (in Taiwan) (CHAN et al.,, 2014). In Europa gibt es bislang keine
Untersuchungen zum Vorkommen von Leptospiren im Urin bei Katzen im Feld.
Nach einer Erhebung aus dem Jahre 2014 hatten 8,7 Millionen Menschen in
Deutschland mindestens eine Katze als Haustier (STATISTA, 2015). Damit
konnte der Katze eine wichtige Rolle als Ubertrager der Leptospirose auf den

Menschen zukommen.

Ziel dieser kumulativen Arbeit war es daher, herauszufinden, ob Katzen in
Deutschland DNA pathogener Leptospiren Uber den Urin ausscheiden. Hierfir
wurde der Urin von 215 Katzen, die an der Medizinischen Kleintierklinik der
Ludwigs-Maximilians-Universitat (LMU) in Minchen vorgestellt wurden, mittels
Echtzeit-Polymerasekettenreaktion  (quantitative  real-time PCR, @PCR)
untersucht. Zusatzlich wurde der Antikorperstatus dieser Katzen mittels

Mikroagglutinationstest (MAT) ermittelt.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Atiologie der felinen Leptospirose

Die ersten Aufzeichnungen Uber die Leptospirose beim Menschen stammen aus
dem Jahr 1886 (WEIL, 1886). Leptospira (L.) interrogans sensu stricto Serovar
Icterohaemorrhagiae wurde 1915 als Ursache fiir die sogenannte Weil’sche
Krankheit erkannt (INADA & IDO, 1915). Eine Isolation des Serovars
Icterohaemorrhagiae bei der Katze gelang erstmals 23 Jahre spater (MERTENS,
1938). Die Serovare Bataviae, Javanica (ESSEVALD & COLLIER, 1938),
Grippotyphosa (VYSOTOSKI et al., 1960) und Pomona (GORDON SMITH et
al., 1961; HARKNESS et al., 1970) konnten in den folgenden Jahren ebenfalls bei
der Katze isoliert werden. Mittels MAT wurden weitere Leptospira-Serovare bei
der Katze nachgewiesen (Tabelle 1). Auch die Genospezies L. interrogans und L.
kirschneri konnten vor Kurzem bei der Katze gefunden werden (FENIMORE et
al., 2012; CHAN et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2014) (Tabelle 2).

1.1. Morphologie und Eigenschaften

Leptospiren sind gramnegative Bakterien. Sie besitzen eine innere
Zytoplasmamembran, eine Mureinhille aus Peptidoglykanen und eine dufere
Lipidmembran. Zwischen der inneren und der duBeren Membran liegt der
periplasmatische Raum. In der duferen Membran befinden sich
Lipopolysaccharide und Lipoproteine (outer membrane proteins, OMP), unter
anderem Porine. Porine ermdglichen einen  Stoffaustausch  zwischen
periplasmatischem Raum und Umwelt. Dadurch werden Leptospiren empfindlich
gegenuber &uBeren Einflussen, wie zum Beispiel (z. B.) Salz und Trockenheit
(PLANK & DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003).

Das Aussehen der Leptospiren &hnelt dem anderer Spirochéten. Sie sind 6,0 bis
25,0 um lang, 0,1 bis 0,2 pum breit und korkenzieherartig geformt. Die Enden sind
in flissigen Medien zumeist abgebogen, sodass Leptospiren die charakteristische
Form eines Hakens oder eines Kleiderbugels annehmen. In Geweben treten
Leptospiren haufig in Form von Granula auf (PLANK & DEAN, 2000; BHARTI
et al., 2003).



Il. Literaturtibersicht

Tabelle 1: Pravalenz von Antikérpern gegen Leptospira species bei der Katze

Anzahl
untersuchte
Katzen

225
11

165
87
97

99

44
63
40

30

240
161
225
124

141
129
89

Antikorper-

positive
Katzen (%)
20 (8,9)

2(18,2)

33(20,0)
8(9,2)
47 (48,5)

33(33,3)

6 (13,6)
3 (4,8)
10 (25,0)

8 (26,7)
26 (10,8)
43 (26,7)
21 (9,3)
10 (8,1)

12 (8,5)
7 (5,4)
12 (13,5)

Test-

trennwert*

>1:24
>1:24

>1:50
>1:30
>1:40

>1:100
>1:100
>1:200
>1:100

nachgewiesene Serovare Region Studie
Ballum, Balanica, Canicola, Copenhageni, Hardjo, Pomona North Island; Neuseeland SHOPHET, 1979

. HATHAWAY &
Ballum, Pomona North Island; Neuseeland BLACKMORE, 1981

Autumnalis, Ballum, Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Pomona
Sejroe, Tarassovi

Autumnalis, Hardjo, Icterohaemorrhagiae Glasgow; Schottland AGUNLOYE & NASH, 1996
Australis,  Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae

' GieRen; Deutschland BATZA & WEISS, 1987

Panama, Pyrogenes, Sejroe Nantes; Frankreich LUCIANI, 2004

Bachmati, Ballum, Bataviae, Bratislava, Canicola, Panama, Thessaloniki: Griechenland MYLONAKIS et al., 2005

Pyrogenes

Ballum, Icterohaemorrhagiae Andalusien; Spanien MILLAN et al., 2009

Autumnalis, Bratislava, Icterohaemorrhagiae, Pomona Massachusetts; USA MARKOVICH et al., 2012

Autumnalis, Bratislava Montréal; Kanada LAPOINTE et al., 2013

Panama Reqnlon Island (franzésische Insel im DESVARS et al., 2013
Indischen Ozean)

Bratislava, Grippotyphosa, Pomona Montréal; Kanada RODRIGUEZ et al., 2014

Australis, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Belgrad: Serbien OBRENOVIC et al., 2014

Pyrogenes

Australis, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Pyrogenes, Shermani  Siidtaiwan; China CHAN et al., 2014

Cvuot;?;nalls, Bataviae, Canicola,Grippoytphosa, Javanica, Sejroe, Siidchile AZOCAR-AEDO et al., 2014

Colorado, New York, Ohio, Oklahoma,
South Dakota, West Virginia; USA SRINOPEALRE Et el 200

Pomona Paraiba; Brasilien BRASIL et al., 2015

Austr:_ills, Autumnalis, Bratislava, Copenhageni, Grippotyphosa, e e ROSE et al., 2016
Javanica, Pomona, Pyrogenes

Bratislava, Canicola, Icterohaemorrhagiae

USA, United States of America (Vereinigte Staaten von Amerika);

* Der Testtrennwert bestimmt, ab welchem Wert ein Ergebnis als positiv gewertet wird. Liegt der Testtrennwert bei > 1:100, werden Ergebnisse mit einem Titer > 1:100 als positiv und Ergebnisse mit einem Titer < 1:100 als

negativ gewertet.
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Tabelle 2: Pravalenz der Desoxyribonukleinsdure-Ausscheidung pathogener Leptospira species bei der Katze

auzl PCR-positive
untersuchte b PCR Primer Genospezies Region Studie
K Katzen (%)

atzen
238 8 (3,4) konventionell G1/G2, B64-1/B64-11 L. interrogans, L. kirschneri Montréal; Kanada RODRIGUEZ et al., 2014
85 10 (11,7) gPCR 16S-rRNA L. interrogans Serovar Hardjo-prajitno Colorado; USA FENIMORE et al., 2012
118 80 (67,8) konventionell G1/G2, 16S-rRNA L. interrogans, L. kirschneri Taiwan; China CHAN et al., 2014

DNA, deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure); L., Leptospira; PCR, polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion); gPCR, quantitative real-time PCR (quantitative Echtzeit-PCR); rRNA, ribosomal
ribonucleic acid (ribosomale Ribonukleinsaure); spp., species (Spezies); USA, United States of America (Vereinigte Staaten von Amerika)




I1. Literaturtibersicht 5

Leptospiren besitzen wie andere Spirochaten Endoflagellen (PLANK & DEAN,
2000; BHARTI et al., 2003; CHARON et al., 2012). Diese Endoflagellen bilden
das Axialfilament, um das sich der protoplasmatische Zylinder, der Zellkdrper der
Leptospiren, windet. Zylinder und Axialfilament werden von einer gemeinsamen
Hille umgeben (BHARTI et al., 2003). Durch Kontraktion der Endoflagellen
bewegen sich die Leptospiren fort. Die Fortbewegung erfolgt als Rotation um die
eigene Achse, geradlinig oder zirkular (BHARTI et al., 2003). Durch Rotation
dringen Leptospiren auch aktiv durch Haut und Schleimhdute in den Wirt ein
(KOBAYASHI, 2001; LEVETT, 2001).

Leptospiren uberleben und wachsen bei Temperaturen zwischen 0 und 42 Grad
Celsius (°C). Das Temperaturoptimum liegt bei etwa 28 °C bis 30 °C (LEVETT,
2001; GREENE et al., 2006). Deshalb verbreiten Leptospiren sich hierzulande
vorwiegend in den warmen Sommer- und Herbstmonaten (JANSEN et al., 2005;
GEISEN et al., 2007; ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2012). Leptospiren
vermehren sich naturlicherweise nur innerhalb eines Wirtes (GREENE et al.,
2006). Sie bevorzugen einen neutralen pH-Wert von 6,8 bis 7,6. Im unverdlnnten,
sauren Urin, der typisch ist fir fleischfressende Tiere, Uberleben Leptospiren
deshalb nur kurze Zeit. Wird der Urin verdinnt oder gelangen die Erreger in
Gewasser mit neutralem pH, haben sie ein optimales Medium zum Uberleben
gefunden. Auch leicht alkalischer Urin von pflanzenfressenden Tieren stellt ein
gutes Medium fur Leptospiren dar. Leptospiren bevorzugen aullerdem ein
feuchtes Milieu (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003; GREENE et al., 2006).

1.2. Taxonomie

Die Gattung Leptospira gehort zur Familie Leptospiraceae (Ordnung
Spirochaetales) (PLANK & DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003). Die
antigenetische Klassifizierung erfasst pathogene Serovare unter der Spezies L.
interrogans sensu lato und saprophytére Serovare unter der Spezies L. biflexa
sensu lato (LEVETT, 2001). Antigenetisch &hnliche Serovare werden
Serogruppen zugeordnet (PLANK & DEAN, 2000; LEVETT, 2001). Zunehmend
setzt sich jedoch die genotypische Klassifizierung durch, welche Genospezies
nach dem Verwandtschaftsgrad der DNA unterteilt (Tabelle 3). Die genotypische
Einteilung entspricht nicht der antigenetischen Einteilung. Serovare derselben
Serogruppe kdénnen beispielsweise verschiedenen Genospezies angehoren
(LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003).
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Tabelle 3: Stammbaum der Gattung Leptospira (Teil 1) (modifiziert nach LEVETT, 2001; modifiziert nach BHARTI et al., 2003)

. |L. interrogans . . .. . L. L. L. . . ..
Genospezies — stri(?to L. kirschneri L. noguchii L. weilii L. santarosai borgpetersenii alexanderi  alstonii L. inadai L. fainei
Pathogenitat |pathogen pathogen pathogen pathogen pathogen pathogen pathogen  pathogen opportunistisch opportunistisch
Serogruppen|Australis Australis Australis  Celledoni Autumnalis Australis Hebdomadis Ranarum Canicola Hurstbridge

Autumnalis Autumnalis Autumnalis Hebdomadis Bataviae Autumnalis  Javanica Icterohaemorrhagiae
Bataviae Bataviae Bataviae  Icterohaemorrhagiae Cynopteri Ballum Manhao Javanica
Bulgarica Bulgarica Djasiman Javanica Grippotyphosa Bataviae Mini Lyme
Canicola Canicola Louisiana Manhao Hebdomanis  Celledoni Manhao
Djasiman Cynopteri Panama  Mini Javanica Hardjo Panama
Grippotyphosa Djasiman Pomona  Pyrogenes Kremastos Hebdomanis Shermani
Hardjo Grippotyphosa Pyrogenes Sarmin Mini Javanica Tarassovi
Hebdomanis Hebdomadis Shermani  Sejroe Pomona Mini

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Tarassovi  Tarassovi Pyrogenes Pyrogenes

Kremastos Mwaogolo Sarmin Sejroe

Louisiana Paidjan Sejroe Tarrassovi

Mini Pomona Shermani

Mwogolo Valbuzzi Szwajizak

Paidjan

Pomona

Pyrogenes

Ranarum

Sarmin

Sejroe

Szwajizak

Valbuzzi
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Tabelle 3: Stammbaum der Gattung Leptospira (Teil 2) (modifiziert nach LEVETT, 2001; modifiziert nach BHARTI et al., 2003)

Genospezies  |L. broomi L. licerasiae L. wolffii Is_énblefJI?c(railcto L. vanthielii L. terpstrae L. meyeri L. wolbachii L.yanagawae L. kmetyi
Pathogenitat |opportunistisch opportunistisch opportunistisch saprophytér saprophytér saprophytér saprophytdr saprophytdr saprophytar saprophytér
Serogruppen |n. a. n. a. n. a. Andamana Holland Icterohaemorrhagiae Hardjo Codice Semaranga n. a.
Patoc Javanica
Semaranga Mini
Ranarum
Sejroe
Semaranga

n. a., nicht angegeben; L., Leptospira
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1.2.1.  Antigenetische Klassifizierung

Bis in die Neunziger des 20. Jahrhunderts wurde die Gattung Leptospira in die
pathogene Spezies L. interrogans sensu lato und die apathogene Spezies L. biflexa
sensu lato unterteilt (LEVETT, 2001). Die Unterscheidung der beiden Spezies
gelang  durch  morphologische  Besonderheiten und  unterschiedliche

Kultivierungsanspriche:

e L. biflexa sensu lato wéchst im Gegensatz zu L. interrogans sensu lato
bereits bei einer Temperatur von 13 °C (JOHNSON & HARRIS, 1967).

e L. biflexa sensu lato kann im Gegensatz zu L. interrogans sensu lato in
einem 1-molaren Natriumchlorid (NaCl) sphérische Zellen bilden
(LEVETT, 2001).

e L. interrogans sensu lato wird im Gegensatz zu L. biflexa sensu lato im
Wachstum durch 8-Azaguanin, einem Purinanalogon zu Guanin, gehemmt
(JOHNSON & ROGERS, 1964).

Die Namen der beiden Spezies wurden mit dem Zusatz sensu lato versehen, da
beide Spezies in zahlreiche Serovare eingeteilt werden. Antigenetisch &hnliche
Serovare werden in Serogruppen zusammengefasst (Tabelle 4). L. biflexa sensu
lato umfasst 38 Serogruppen mit insgesamt 65 Serovaren. L. interrogans sensu
lato umfasst 24 Serogruppen mit insgesamt tber 250 Serovaren (LEVETT, 2001;
SCHULLER et al., 2015).

Tabelle 4: Mittels Mikroagglutinationstest nachgewiesene Serovare und

Serogruppen bei Hund, Katze und Mensch in Deutschland

Tierart  |Serogruppe Serovare Studie
Hund* Australis Bratislava GEISEN et al., 2008
Grippotyphosa Grippotyphosa
Pomona Pomona
Sejroe Hardjo
Sejroe Saxkoebing
Sejroe Sejroe
Australis Australis MAYER-SCHOLL et al.,2013
Australis Bratislava
Ballum Ballum
Bataviae Bataviae
Grippotyphosa Grippotyphosa
Javanica Javanica
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Hardjo
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Sejroe Saxkoebing
Sejroe Sejroe
Australis Australis LLEWELLYN et al., 2015
Australis Bratislava
Grippotyphosa Grippotyphosa
Pomona Pomona
Sejroe Saxkoebing
Katze**  |Autumnalis Autumnalis BATZA & WEISS, 1987
Ballum Ballum
Canicola Canicola
Grippotyphosa Grippotyphosa
Tarassovi Tarassovi
Pomona Pomona
Sejroe Hardjo
Sejroe Sejroe
Australis Australis ROSE et al., 2016
Autumnalis Autumnalis
Australis Bratislava
Icterohaemorrhagiae Copenhageni
Grippotyphosa Grippotyphosa
Javanica Javanica
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Mensch***|Grippotyphosa Grippotyphosa DESAI et al., 2009
Pomona Pomona
Australis Bratislava
Icterohaemorrhagiae Copenhageni

* Serogruppen, gegen die geimpft wurde, sind nicht mit aufgefiihrt; Titer > 1:100; ** Titer > 1:50 (BATZA & WEISS,
1987), Titer > 1:100 (ROSE et al., 2016); *** Titer > 1:100

1.2.2. Molekulargenetische Klassifizierung

Seit 1969 werden Leptospiren nach dem Verwandtschaftsgrad der Erbsubstanz
unterteilt (HAAPALA et al., 1969). Aktuell gibt es 20 Genospezies. Es wird
zwischen pathogenen, opportunistischen und saprophytéren Spezies unterschieden
(RETTINGER, 2013; SCHULLER et al., 2015) (Tabelle 3).

Die Methoden zur molekulargenetischen Kilassifizierung sind im standigen
Wandel. HAAPALA und Mitarbeiter unterschieden insgesamt vier genetische
Klassen (HAAPALA et al., 1969). Pathogene Serovare wurden in zwei genetische
Klassen mit unterschiedlichen Anteilen an Guanosin und Cytosin in der DNA
unterteilt. Apathogene Serovare wurden durch DNA-DNA-Hybridisierung in zwei
genetische Klassen eingeteilt. Die Anteile an Guanosin und Cytosin in der DNA
war bei allen apathogenen Serovare identisch (HAAPALA et al., 1969). Die
DNA-DNA-Hybridisierung wurde auch spéter zur Einteilung von Leptospiren in
genetisch verwandte Spezies aufgegriffen (BRENDLE et al., 1974; YASUDA et
al., 1987; RAMADASS et al., 1992; BRENNER et al., 1999). PEROLAT und
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Mitarbeiter analysierten die 16S- und 23S-ribosomale-RNA (rRNA) mittels
Restriktionsenzymen.  Dabei  wurden  die  DNA-Fragmente  mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und miteinander verglichen (PEROLAT et al.,
1990). Die oben aufgelisteten Methoden zur molekulargenetischen
Differenzierung wurden letztendlich auch kombiniert (Anteile an Guanosin und
Cytosin, DNA-DNA  Hybridisierung,  Gelelektrophorese, = 16S-rRNA
Gensequenzen) (LEVETT et al., 2006; MATTHIAS et al., 2008; SLACK et al.,
2008; SLACK et al., 2009).

Heutzutage ist die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) Mittel der Wahl fir
eine Genosequezierung (AHMED et al., 2006; NEUMEISTER et al., 2009;
RETTINGER, 2013). Die MLST ist eine PCR-basierte Methode. Hierbei werden
Fragmente verschiedener Genloci in einer PCR-Reaktion vervielfaltigt. Zumeist
werden sogenannte Haushaltsgene amplifiziert. Haushaltsgene sind fur den
Organismus essentielle Gene, welche sich Uber die Zeit kaum verdndern.
Teilweise werden auch Gene amplifiziert, welche fur Strukturproteine der duReren
Membran kodieren (NEUMEISTER et al., 2009; RETTINGER, 2013). Diese
Gene werden anschlieBend beispielsweise mittels Gelelektrophorese analysiert,
und die Allele werden erfasst. Die Allelvariationen kdénnen dabei in einer
internetbasierten Datenbank mit Isolaten aus der ganzen Welt verglichen werden
(AHMED et al., 2006; NEUMEISTER et al., 2009). Im Vergleich zu den oben
beschriebenen Methoden stellt das MLST eine technisch einfache und
reproduzierbare Methode dar (AHMED et al., 2006).

2. Epidemiologie der felinen Leptospirose

Die epidemiologische Bedeutung von Leptospira-Infektionen bei der Katze ist
unklar. Katzen erkranken selten an Leptospirose. Sie konnen sich jedoch mit
Leptospiren infizieren und diese Uber den Urin ausscheiden (HARTMANN et al.,
2013; AZOCAR-AEDO et al., 2014; SCHULLER et al., 2015).

2.1. Wirtsspektrum und Reservoir

Leptospiren befallen Uber 150 Sé&ugetierarten, einschlieflich des Menschen
(SYKES et al., 2011). Auch Voégel und poikilotherme Vertebraten, wie
beispielsweise Fische, Amphibien und Reptilien, werden infiziert (MINETTE,
1983; EVERARD et al., 1985; JACOBS et al., 1986; LINDTNER-KNIFIC et al.,

2013). Reservoirwirte kdnnen Leptospiren monate- bis jahrelang beherbergen
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ohne klinisch zu erkranken. Die Leptospiren befinden sich dabei an der
Oberflache der proximalen epithelialen Tubuluszellen der Niere (LEVETT, 2001;
ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; AZOCAR-AEDO et al., 2014)
(Tabelle 5). Haufige Reservoirtiere sind Nagetiere (Ratten und Mause) oder
Nutztiere (Rinder und Schweine). Allerdings konnen alle Sdugetiere chronische
Tréger werden und Leptospiren in der Umgebung verbreiten. Der Mensch wurde
bisher als nicht relevant flr die Verbreitung von Leptospiren in der Umgebung
angesehen (BHARTI et al., 2003). Eine Studie aus Peru zeigte jedoch, dass 6 von
314 (1,9 %) asymptomatischen Studienteilnehmern DNA pathogener Leptospiren
ausschieden (GANOZA et al., 2010). Infiziert sich ein Wirt mit einem nicht
adaptieren Serovar kommt es meist zur Ausbildung Klinischer Symptome
(BHARTI et al., 2003; GREENE et al., 2006). Auch Reservoirwirte kénnen zu
Zufallswirten werden und erkranken (LEVETT, 2001; RETTINGER, 2013). Die
Adaption von Serogruppen an bestimmte Reservoirwirte kann zudem je nach
geografischer Lage und mit der Zeit variieren (GREENE et al., 2006). Katzen
zeigen meist keine klinischen Symptome, wenn sie sich mit Leptospiren infizieren
(FESSLER & MORTER, 1964). Als chronischer Trager eines bestimmten
Leptospira-Serovars konnte die Katze jedoch noch nicht identifiziert werden
(GREENE et al., 2006).

Tabelle 5: Reservoirwirte einiger Leptospira-Serovare (modifiziert nach
GREENE et al., 2006)

Serovare Reservoirwirte
Icterohaemorrhagiae Ratte

Pomona Kuh, Schwein, Stinktier, Opossum
Canicola Hund

Bataviae Hund, Ratte, Maus

Bratislava Ratte, Schwein, Pferd

Hardjo Kuh

Autumnalis Maus

Ballum Maus

Copenhagi Ratte

Australis Ratte, Maus

Grippotyphosa Wiuhlmaus, Waschbér, Stinktier, Opossum
2.2. Ubertragung

In einer experimentellen Studie wurde gezeigt, dass das Fressen von infizierten
Nagern bei der Katze zur Infektion mit Leptospiren fuhrt (SHOPHET &
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MARSHALL, 1980). In Deutschland konnte kirzlich bei 9,7 % der Nager und
Spitzmduse (288 von 2.973 Nagern und Spitzmdusen) DNA pathogener
Leptospiren (L. Kkirschneri, L. interrogans, L. borgpetersenii) nachgewiesen
werden (lipL32-gPCR; Primer G1/G2 und B64-1/B64-11) (MAYER-SCHOLL et
al., 2014). Auf Réunion Island (franzosische Insel im Indischen Ozean) wurde
sogar bei 80 von 143 Nagern oder Spitzmdusen (55,9 %) DNA pathogener
Leptospira species (spp.) in Nierenproben mittels lipL32-qPCR gefunden. In
Frankreich wurden Nierenproben von 84 wildlebenden Ratten mittels PCR und
Kultur auf Leptospiren untersucht (AYRAL et al., 2015). Siebenunddreif3ig Ratten
hatten ein positives Kultur- oder PCR-Ergebnis (44,0 %) (AYRAL et al., 2015).
Daher sind jagende Katzen besonders gefahrdet, sich mit Leptospiren zu infizieren
(DESVARS et al., 2013).

Leicht alkalischer Urin von Pflanzenfressern stellt ein gutes Milieu fir
Leptospiren dar. Pflanzenfresser konnen chronische Ausscheider von Leptospiren
sein (Tabelle 5). Stallungen wvon Nutztieren stellen somit eine weitere
Infektionsquelle dar (HARKNESS et al.,, 1970; EVERARD et al., 1985;
TRUONG et al.,, 2013). Auch Hunde konnen chronische Ausscheider von
Leptospiren sein (HARKIN et al., 2003; ROJAS et al., 2010; GAY et al., 2014;
LLEWELLYN et al., 2015) (Tabelle 5). In unverdinntem, saurem Urin von
fleischfressenden Tieren (berleben Leptospiren jedoch nur fir kurze Zeit.
Dennoch kann ein enges Zusammenleben mit Hunden oder Katzen durch direkten
Kontakt mit Urin zu einer Infektion fihren (HARTMANN et al., 2013).

Stehende oder langsam flieBende Gewadsser sind insbesondere in den warmen
Sommer- oder Herbstmonaten ein gutes Nadhrmedium flr Leptospiren, denn die
optimale Umgebungstemperatur fir die Erreger liegt bei 28 °C bis 30 °C
(LEVETT, 2001; GREENE et al., 2006; MUNOZ-ZANZI et al., 2014b). Da
Katzen jedoch eine naturliche Abneigung gegen Wasser zeigen, wird die indirekte
Ubertragung (ber kontaminiertes Wasser bei der Katze als weniger
wahrscheinlich angesehen (HARTMANN et al., 2013).

Die Rolle von Zecken bei der Ubertragung von Leptospiren ist umstritten
(BURGDORFER, 1956; KREPKOGORSKAIA & REMENTSOVA, 1957,
BURGDORFER, 1959). WOJCIK-FATLA und Mitarbeiter konnten bei 10,5 %
der untersuchten Zecken in Polen (88 von 836 Zecken; 95 % Konfidenzintervall
[CI]: 8,4—12,6) DNA pathogener Leptospira spp. nachweisen (WOJCIK-FATLA
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et al., 2012). Ob die Zecke letztendlich eine Rolle in der Ubertragung spielt, ist
jedoch nicht geklart.

2.3. Geografische Verbreitung

Die Leptospirose ist eine weltweit auftretende Erkrankung. Die Antarktis ist der
einzige Kontinent, auf dem Leptospiren bislang nicht nachgewiesen wurden
(ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Leptospiren sind besonders in
subtropischen  bis tropischen Regionen verbreitet (LEVETT, 2001;
VICTORIANO et al., 2009), denn sie bevorzugen ein warmes und feuchtes
Klima. Doch auch in gemé&Rigten Zonen kommen Leptospiren vor
(BROCKMANN et al, 2010; ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2012;
BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG & ROBERT-KOCH-
INSTITUT, 2014; HOENIGL et al., 2014). In Deutschland verbreiten sie sich
bevorzugt in den warmen Sommer- und Herbstmonaten (JANSEN et al., 2005;
GEISEN et al., 2007; ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2012). Regenfalle und
Uberschwemmungen erhéhen die  Uberlebenschance von  Leptospiren
(BROCKMANN et al., 2010; WASINSKI & DUTKIEWICZ, 2013; CHAN et al.,
2014).

Leptospiren sind vor allem in landlichen Gegenden verbreitet (AZOCAR-AEDO
et al., 2014). In der Stadt sind sie aufgrund eines geringeren VVorkommens von
Reservoirwirten (z. B. Nutztiere, Nagetiere) seltener (FAINE, 1981; BHARTI et
al., 2003). Starke Regenfalle, Uberschwemmungen und die Ausbreitung von
Schadlingen (Mduse, Ratten) erhdhen die Prévalenz von Leptospiren in der Stadt
(BROCKMANN et al., 2010; MAYER-SCHOLL et al., 2014; MUNOZ-ZANZI
etal., 2014a).

3. Pravalenz der felinen Leptospirose

3.1. Antikorperpravalenz bei der Katze

Die Préavalenz von Leptospirenantikdrpern bei naturlich infizierten Katzen von 4,8
% in den USA (MARKOVICH et al., 2012) bis 48,5 % in Frankreich (LUCIANI,
2004). Die Antikorperpravalenz wurde in allen Studien mittels MAT untersucht,
wobei auf unterschiedliche Serovare getestet wurde. Der Testtrennwert wurde

zum Teil unterschiedlich gewéhlt (Tabelle 1).
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3.2 Leptospirurie bei der Katze

HARKNESS und Mitarbeiter berichteten bereits 1970 vom Nachweis von
Leptospiren im Urin einer gesunden, natirlich infizierten Katze (HARKNESS et
al., 1970). Nach einem Ausbruch von Leptospirose (Serovare Andaman und
Medanensis) bei drei Bewohnern eines Bauernhofes in Neuseeland wurden im
Zuge epidemiologischer Untersuchungen 25 Rinder, vier Hunde und eine Katze
auf diesem Bauernhof untersucht. Bei der Katze konnten im Urin im Dunkelfeld
Leptospiren nachgewiesen werden. Die Katze wies auch einen hohen Titer von
1:3.000 gegen das Serovar Pomona auf. Klinisch war sie unauffallig. Mittels
Urinkultur und einer Anzucht aus Nierengewebe nach Totung der Katze konnte
das Serovar Pomona identifiziert werden. Die Katze wurde einige Monate zuvor
auf den Bauernhof geholt und stammte von einem anderen Bauernhof. Mehrere
Rinder auf diesem Bauernhof hatten nach einer Infektion mit dem Serovar
Pomona abortiert. Es ist somit denkbar, dass die Katze tber mehrere Monate
Trager und Ausscheider des Serovars Pomona war (HARKNESS et al., 1970).

In einer Studie auf Réunion Island wurden StraRenkatzen post mortem
Nierenproben entnommen und mittels gPCR (lipL32-PCR) untersucht. Bei sechs
von 21 Katzen (28,6 %; 95 % CI. 9,3—47,9) konnte DNA pathogener Leptospira
spp. amplifiziert werden (DESVARS et al., 2013).

Es gibt drei Studien zur Ausscheidung von DNA pathogener Leptospira spp. Uber
den Urin bei natirlich infizierten Katzen. Die Prdvalenz reicht von 3,4 % in
Kanada (RODRIGUEZ et al., 2014) bis 67,8 % in Taiwan (CHAN et al., 2014)
(Tabelle 2).

4. Pathogenese der felinen Leptospirose

Es wird angenommen, dass die Pathogenese der felinen Leptospirose der des
Menschen und des Hundes entspricht (HARTMANN et al., 2013). Die Aufnahme
von Leptospiren erfolgt Gber Hautwunden oder intakte Schleimhaut. Apathogene
Leptospiren werden im Blut durch die unspezifische Immunabwehr abgetotet
(FAINE, 1981). Pathogene Leptospiren hingegen zirkulieren bis zu sieben Tage
im Blut. Leptospira-Toxine kénnen dabei Endothelschéaden verursachen (ADLER
& DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Durchblutungsstérungen in
verschiedenen Organsystemen (insbesondere Lunge, Leber und Nieren) kénnen
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entziindliche und degenerative Verénderungen in diesen hervorrufen (ADLER &
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). In der initialen Phase der Infektion binden
die Leptospiren an Inhibitoren der Komplementaktivierung und entgehen so der
Immunreaktion des Wirtes (BARBOSA et al., 2009). Nach etwa einer Woche
bildet der Wirt Antikorper, welche die Leptospiren in der zweiten Phase der
Infektion aus dem Blut und den meisten Organen entfernen (LEVETT, 2001;
SCHULLER et al., 2015). In den Tubuluszellen der Niere kénnen Leptospiren,
geschitzt vor der Immunantwort des Korpers, tberleben und tber den Urin
ausgeschieden werden (FAINE, 1981; ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010). Leptospiren persistieren auch in Augen und Gelenken und kdnnen zu
rezidivierenden Uveitiden und Polyarthritiden fiihren (SCHULLER et al., 2015).

4.1. Organmanifestation

Bei der Katze werden nach experimentellen und natirlichen Infektionen
vorwiegend makroskopische und mikroskopische Lasionen von Leber und Niere
beschrieben. Seltener wird von Veranderungen in anderen Organen (z. B. Lunge,
Milz, Gehirn) berichtet.

Die Nieren von infizierten Katzen konnen eine unregelmaRige Oberflache mit
verhérteter Nierenrinde aufweisen, aufgehellt sein oder es kdnnen sich hellere
Punktchen bilden. Hamorrhagien und histopathologische Anzeichen einer nicht-
eitrigen interstitiellen Nephritis sind beschrieben (FESSLER & MORTER, 1964;
HARKNESS et al.,, 1970; ARBOUR et al., 2012). Leptospiren kdnnen mittels
Dunkelfeldmikroskop im Tubuluslumen der Nieren erkannt werden (HARKNESS
etal., 1970).

Die Leber von infizierten Katzen kann makroskopisch vergroRert sein.
Histopathologisch weist sie hdufig degenerative Verdnderungen (Verfettung,
Nekrosen) auf (FESSLER & MORTER, 1964; HARKNESS et al., 1970;
BRYSON & ELLIS, 1976).

Leptospiren wurden auflerdem bei infizierten Katzen in Milz, Lunge, Gehirn,
Thoraxerguss und Kammerwasser nachgewiesen (HARKNESS et al., 1970;
BRYSON & ELLIS, 1976). Hamorrhagien sind bei infizierten Katzen in diversen
Organen (Nieren, Lunge, Gehirn) beschrieben (HARKNESS et al., 1970;
BRYSON & ELLIS, 1976). Totgeburten treten ebenfalls auf, wenn sich trachtige
Katzen mit Leptospiren infizieren (REILLY et al., 1994). Leptospiren wurden
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aullerdem bei infizierten Katzen in Milz, Lunge, Gehirn, Thoraxerguss und
Kammerwasser nachgewiesen (HARKNESS et al., 1970; BRYSON & ELLIS,
1976).

Beim Hund und beim Menschen ist ein pulmonéres hdmorrhagisches Syndrom der
Leptospirose bekannt, welches lokal geh&uft auftritt und hdufig letal ist
(KLOPFLEISCH et al., 2010). Als Ursache werden Leptospira-Toxine,
korpereigene Immunreaktionen oder disseminierte intravasale Koagulopathie
(DIC) diskutiert (KLOPFLEISCH et al., 2010). Eine Studie berichtete auch tber
den Nachweis von Lungenhdamorrhagien und Leptospiren in der Lunge bei der
Katze (BRYSON & ELLIS, 1976).

4.2. Krankheitsverlauf

Werden Katzen experimentell mit Leptospiren infiziert, sind die Symptome meist
mild (FESSLER & MORTER, 1964; SHOPHET & MARSHALL, 1980). Bislang
gibt es nur einzelne Berichte zu natlrlichen Krankheitsfallen bei der Katze
(BRYSON & ELLIS, 1976; ARBOUR et al.,, 2012; BEAUDU-LANGE &
LANGE, 2014).

4.2.1. Experimentelle Infektionen

SEMMEL infizierte 1954 sechs Katzen mit pathogenen Leptospiren (SEMMEL,
1954). Jeweils zwei Tiere wurden mit dem Serovar Icterohaemorrhagiae, Canicola
und Grippotyphosa infiziert. Eine nicht-infizierte Katze wurde als Kontrolltier in
die Studie eingeschlossen. Die Korpertemperatur der Katzen wurde zwei Tage vor
Infektion bis 14 Tage post infectionem (p. i.) taglich kontrolliert, und das
Allgemeinbefinden wurde Uberwacht. Zwei bis funf Tage vor Infektion und zwei,
14, 28 und 42 Tage p. i. wurde das Blutbild kontrolliert und ein MAT
durchgefuhrt. Vier Tage p. i. wurde eine Blutkultur zum Nachweis von
Leptospiren angelegt. Der Nachweis von Leptospiren in der Blutkultur war nur
bei einer Katze positiv. Der isolierte Stamm (Serovar Canicola) war dabei mit
dem Stamm identisch, der fur die Infektion verwendet wurde. Das
Allgemeinbefinden der sechs infizierten Katzen und des Kontrolltieres blieb
wahrend der gesamten Zeit des Versuches (acht Wochen) ungestort. Funf der
infizierten Katzen entwickelten leichten Durchfall. Drei Tiere zeigten eine leichte
Erhohung der Korpertemperatur (bis zu 39,5 °C). Labordiagnostisch hatten alle
Katzen eine leichte Leukozytose. Die infizierten Katzen zeigten p. i. einen
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Titeranstieg mit maximalen Titerwerten von > 1:3.200 zwei bis vier Wochen nach
Infektion. Sechs Wochen p. i. waren noch vier Katzen positiv im MAT, acht
Wochen p. i. zeigte keine Katze einen Titer im MAT (niedrigste
Verdinnungsstufe 1:10). Das Kontrolltier war stets negativ im MAT. Nach
Beendigung des Versuches wurden dem Kontrolltier im Rahmen eines zweiten
Versuches Innereien (Niere, Leber, Milz) von zwei infizierten Mausen gefuttert.
Beide Mause waren am Tag zuvor mit dem Serovar Sejroe infiziert worden. Das
Allgemeinbefinden der Katze blieb nach Aufnahme der Innereien ungestort. Die
Ergebnisse einer Blutkultur (zwei Tage p. i.) und mehrerer MAT-Untersuchungen
(vor Infektion sowie zwei und vier Wochen p. i.) waren negativ (SEMMEL,
1954).

FESSLER und MORTER infizierten sechs Katzen mit dem Serovar Pomona und
weitere sechs Katzen mit dem Serovar Ballum (FESSLER & MORTER, 1964).
Die Tiere wurden bis zu zwei Monate nach experimenteller Infektion regelméRig
untersucht. Eine der zwolIf infizierten Katzen zeigte ab Tag 40 p. i. Polyurie (PU)
und Polydipsie (PD). Bei den restlichen Katzen konnten keine klinischen
Auffalligkeiten festgestellt werden. Regelmé&Rige Blutbildkontrollen waren bei
allen Katzen unaufféllig. Alle Katzen entwickelten ab Tag drei p. i. Antikorper.
AuBerdem konnten Leptospiren aus Blut (bei drei Katzen), Urin (bei sechs
Katzen) und Nierengewebe (bei zwei Katzen) isoliert werden. Zwei Katzen
zeigten eine Leptospirurie, eine fr zwei und eine fiir acht Wochen nach Infektion.
In der pathologischen Untersuchung hatten finf Tiere eine vergroRerte Leber.
Histopathologisch wurden bei vier Katzen in der Leber degenerative
Verénderungen festgestellt. Bei einer Katze waren die Nieren makroskopisch
verandert. Die Nierenkapsel war weiRlich gefleckt und die Nierenrinde hockerig.
Funf Katzen zeigten eine nicht-eitrige interstitielle Nephritis (FESSLER &
MORTER, 1964).

SHOPHET und MARSHALL verfltterten mit Leptospiren (Serovar Ballum)
infizierte Mause und einzelne Innereien dieser Mause an Katzen (SHOPHET &
MARSHALL, 1980). Bis auf eine Erhéhung der Kérpertemperatur zu Beginn der
Leptospirurie bei einer Katze zeigte keine Katze klinische Symptome. Alle
Versuchstiere hatten einen MAT-Titer zwei Wochen nach Infektion. Eine
Leptospirurie konnte bei allen mit infizierten Mausen gefitterten Katzen und bei

einer mit infizierten Innereien gefltterten Katze zwoIf bis 15 Tage p. i
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nachgewiesen werden (SHOPHET & MARSHALL, 1980).

Wenige Jahre spater wurden in einer experimentellen Studie finf Katzen mit den
Serovar Icterohaemorrhagiae und weitere fiinf Katzen mit dem Serovar Canicola
infiziert (LARSSON et al., 1985). Keine Katze zeigte klinische Symptome oder
labordiagnostische Veranderungen. Eine Woche p. i. hatten neun Katzen
Antikorper gegen Leptospiren, die bis zur achten bis zwdlften Woche p. i.
nachweisbar waren. Eine Leptospirurie wurde nur bei Katzen nachgewiesen, die
mit dem Serovar Canicola infiziert waren und nicht bei denen, die mit dem
Serovar Icterohaemorrhagiae infiziert waren. Eine Leptospirurie konnte zwei bis
vier Wochen p. i. Uber einen Zeitraum von zwei bis acht Wochen nachgewiesen
werden. Bei keiner Katze konnten Leptospiren aus Nierengewebe oder Blut
isoliert werden (LARSSON et al., 1985).

4.2.2. Natirliche Infektionen

4.2.2.1. Fallberichte

ARBOUR und Mitarbeiter berichteten tber drei Katzen mit klinisch manifester
Leptospirose in Kanada. Alle drei Katzen waren Freilaufer und bekannte Jager
und zeigten seit Kurzem PU/PD (ARBOUR et al., 2012).

Die erste Katze, eine 18 Monate alte, mannlich kastrierte Europaische
Kurzhaarkatze (EKH), wurde wenige Monate zuvor aus einem Tierheim geholt.
Dort hatte sie Freigang und konnte jagen. Die Katze wurde beim Tierarzt
vorgestellt, da sie seit zwei Wochen PU/PD zeigte. Bis auf ein erniedrigtes
urinspezifisches Gewicht (USG) von 1,005 waren alle Blut- und
Urinuntersuchungen unaufféllig. Wenige Tage nach dem Tierarztbesuch wurde
die Katze apathisch und anorektisch. Sie wurde in einer Tierklinik vorgestellt.
Eine erhdhte Korpertemperatur (39,5 °C) und eine Dehydratation (5-6 %) waren
auffallig. Labordiagnostisch hatte die Katze eine hochgradige Neutrophilie (34,9 x
10%/1 Referenzbereich, 2,5-12,5 x 10%1) mit Linksverschiebung (stabkernige
Neutrophile: 1,5 x 10%I; Referenzbereich, 0,0-0,3 x 10%1) und einen
hyposthenurischen Urin (1,007). Im Ultraschall war die Abgrenzung zwischen
Nierenrinde und Nierenmark unklar. Aufgrund der anhaltenden erhéhten
Korpertemperatur und der Neutrophilie mit Linksverschiebung wurde die Katze
mit Ampicillin und Enrofloxacin behandelt. AufRerdem wurde sie infundiert und

bekam ein Appetitstimulanz und Vitamin B. Der eingeleitete MAT zeigte einen
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Titer von 1:12.800 gegen das Serovar Pomona und einen Titer von jeweils 1:200
gegen die Serovare Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae und Hardjo. An Tag 5
des stationdren Aufenthaltes normalisierte sich der Urinabsatz und das
Trinkverhalten. An Tag 6 konnte die Katze mit Amoxicillin-Clavulansaure fur
zwei Wochen und Doxycyclin im Anschluss uber vier Wochen entlassen werden.
Bei der Kontrolle (zwei Wochen nach Entlassung) war die Katze klinisch
unaufféllig. Jeweils ein und acht Monate nach Diagnosestellung wurde ein
Abdomenultraschall wiederholt. Es konnten keine Veranderungen der Nieren
mehr festgestellt werden. Eine Blutuntersuchung ein Jahr spater war ebenfalls
unaufféllig. Anhand des hohen Titers, der Symptome und des Ansprechens auf

Antibiose wurde bei der Katze eine klinisch manifeste Leptospirose diagnostiziert.

Die zweite Katze, eine neunjéhrige, méannlich kastrierte EKH, zeigte PU/PD uber
einen Zeitraum von zehn Tagen und intermittierende Hamaturie. AuRerdem hatte
die Katze seit zwei Monaten eine Uveitis des rechten Auges, welche mit
antibiotischen Augensalben und Dexamethason-haltigen Augentropfen behandelt
wurde. Des Weiteren lahmte die Katze seit drei Wochen leicht im Bereich der
rechten VordergliedmaRe. Die Katze hatte zum Zeitpunkt der Vorstellung seit fast
einem halben Jahr keinen Freigang mehr, jagte jedoch noch Nager im Haus.
Labordiagnostisch konnte eine Azotdmie mit einem Harnstoff von 14,6 mmol/l
(Referenzbereich: 3,6-10,7 mmol/l) und einem Kreatinin von 169 pmol/l
(Referenzbereich: 0—175 pmol/l) festgestellt werden. Das USG lag bei 1,036.
AuRerdem waren im Urin moderate Mengen von Erythrozyten, Lipiden und
Zylinder. Die Katze zeigte eine Proteinurie von 0,3 g/l. Im Abdomenultraschall
stellte sich die linke Niere klein und unregelmalig dar und wies eine hockerige
Oberflache auf. Die rechte Niere hingegen war vergrof3ert und hatte eine schmale
Nierenrinde. Ro&ntgenuntersuchungen der rechten VordergliedmalRe waren
unauffallig. Ein MAT wurde eingeleitet und es wurden Titer von jeweils 1:1.600
gegen die Serovare Pomona und Bratislava und ein Titer von 1:800 gegen das
Serovar Grippotyphosa festgestellt. Die Katze wurde fur drei Wochen mit
Amoxicillin-Clavulansédure behandelt. Nach 30 Tagen verschwanden PU/PD,
Lahmheit und Uveitis. Fir weitere zehn Wochen wurde Doxycyclin verabreicht.
Zwei Monate nach Erstvorstellung waren die Nierenwerte wieder im
Referenzbereich. Die Katze entwickelte drei Jahre spater erneut eine

intermittierende Uveitis des rechten Auges. Die Diagnose klinisch manifeste
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Leptospirose wurde gestellt wegen der hohen Titer, der Symptome und des

Ansprechens auf Antibiose.

Der dritte feline Leptospirosefall war eine dreijéhrige, weiblich Kkastrierte EKH,
die wegen Anorexie und Apathie seit wenigen Tagen vorstellig wurde. Bereits
wenige Monate zuvor hatte die Katze langsam an Gewicht verloren und PU/PD
gezeigt. Die Katze war Freiganger und Jager. Sie war hochgradig azotamisch
(renal) mit einem Harnstoff von 94 mmol/l (Referenzbereich: 5—13 mmol/l) und
einem Kreatinin von 2.093 pmol/l (Referenzbereich: 50—177 pmol/l). Phosphat
war erhoht mit 4,4 mmol/l (Referenzbereich: 0,8—2,5 mmol/l). Aullerdem hatte
die Katze eine geringgradige Neutrophilie (13,8 x 10%I; Referenzbereich:
2,5-12,5 x 10%1), Lymphopenie (0,7 x 10%1; Referenzbereich: 1,5-7,0 x 10%/)
und eine moderate Thrombozytopenie (72 x 10%1; Referenzbereich: 120-600 x
10°/1). Roéntgenologisch stellten sich die Nieren beidseits vergroert und
unregelmaBig dar, und die Katze hatte Aszites. Sie wurde infundiert und mit
Enrofloxacin und Cefazolin behandelt. Am zweiten Tag entwickelte die Katze
Dyspnoe und erhohte Korpertemperatur (39,8 °C). Die Nierenwerte waren
unverandert hoch, die Neutrophilie wurde ausgepragter (38,6 x 10%I;
Referenzbereich: 2,5-12,5 x 10%/1). Zudem bekam die Katze Anfalle. Aufgrund
der Verschlechterung der Symptome wurde sie in eine Klinik tUberwiesen. Dort
war die Katze in Seitenlage und zeigte eine bilaterale, teilweise lichtresponsive
Mydriasis. AuRerdem wurden beidseits vergroRerte Nieren, Ulzera im Maul und
auf der Hornhaut und Muskelzuckungen befundet. Im Ultraschall dominierten
vergrolierte, deformierte Nieren. Zudem waren Magenwand und Duodenum
verdickt und verandert. Wenig Aszites war vorhanden. Eine Feinnadelaspiration
der Nieren wurde durchgefihrt. Die zytologische Untersuchung ergab eine eitrige
Entzindung. Der Aszites wurde punktiert. Es wurde ein modifiziertes Transsudat
nachgewiesen. Eine PCR auf Leptospiren und ein MAT wurden eingeleitet. Trotz
intensiver Betreuung verschlechterte sich der Zustand der Katze. Sie zeigte
phasenweise Dyspnoe und Anfalle und entwickelte Odeme und Ekchymosen. Die
Urinproduktion nahm ab und konnte trotz Furosemidgabe nicht aufrecht erhalten
werden. Trotz Peritonealdialyse verschlechterte sich das Allgemeinbefinden,
sodass die Katze euthanasiert wurde. In der Sektion wurden ein Hydrothorax, ein
Hydroperikard und ein Lungenédem festgestellt. In den Nieren wurden

interstitielle Fibrosen und lymphozytare Infiltrationen nachgewiesen, welche auf
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eine tubulointerstitielle Nephritis hinwiesen. Eine PCR aus Nieren- und
Urinproben wies Leptospiren-DNA nach. Im MAT wurden Titer von jeweils
1:3.200 gegen die Serovare Pomona und Icterohaemorrhagiae, Titer von jeweils
1:1.600 gegen die Serovare Bratislava und Autumnalis und einen Titer von 1:100
gegen das Serovar Grippotyphosa nachgewiesen (ARBOUR et al., 2012). Die
Diagnose klinisch manifeste Leptospirose wurde in diesem Fall aufgrund des
Nachweises von Leptospiren-DNA im veranderten Nierengewebe und Urin und
aufgrund der hohen MAT-Titer gestellt.

Ein weiterer Fallbericht wurde von BEAUDU-LANGE und LANGE publiziert
(BEAUDU-LANGE & LANGE, 2014). Eine vier Jahre alte, weiblich kastrierte
EKH wurde vorstellig, da sie seit ein paar Tagen gastrointestinale Symptome
zeigte. Die Katze lebte in einem Haushalt mit mehreren Hunden, welche gerne
jagten. Bei Vorstellung zeigte die Katze hyperésthetische Reaktionen und
Schmerzen beim Handling. Die Haut an den Ohren, den Pfoten und am Bauch war
entziindlich verandert und hatte Ldsionen. Im Labor war eine Proteinurie, eine
Hyperglobulindmie  und  eine  prdrenale  Azotamie  auffallig. Im
Abdomenultraschall  wurden vergroRerte Nieren und ein verdndertes
Pankreasgewebe befundet. Im Blut wies eine PCR Leptospiren-DNA nach. Eine
Behandlung erfolgte mit Cefovecin und Methylprednisolon fur fiinf Tage. Zwei
Wochen spéter wurde die Katze fir vier Wochen mit Doxycyclin behandelt. In
zwei MAT-Untersuchungen wurden Antikorper gegen das Serovar Saxkoebing
nachgewiesen (BEAUDU-LANGE & LANGE, 2014). Die Diagnose klinisch

manifeste Leptospirose wurde aufgrund der positiven Blut-PCR gestellt.

BRYSON und ELLIS berichteten tiber eine weibliche EKH (geschétztes Alter:
zwolf bis 18 Monate) mit Leptospirose (BRYSON & ELLIS, 1976). Die Katze
war verwildert und lebte in der Nahe eines Bauernhofes. Sie wurde tot
aufgefunden. In der Pathologie waren Petechien (an Konjunktiven, Skleren,
Meningen), Thorax- und Abdominalerguss auffallig. Leber und Milz waren leicht
vergroRert. Die Nieren waren makroskopisch ohne Befund. Histopathologisch
konnten Lebernekrosen sowie Gefél3lasionen und Hamorrhagien in Lunge und
Gehirn nachgewiesen werden. Eine leichte bis moderate Tubulusdegeneration in
der Niere war auffallig. Durch Silberimprégnierung konnten Leptospiren in
Lunge, Gehirn und Niere dargestellt werden. Mittels Dunkelfeldmikroskopie

wurden Leptospiren auch im Thoraxerguss gefunden. Die Erreger konnten aus
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Thoraxerguss, Kammerwasser und Nieren isoliert werden. Eine Serotypisierung
gelang nicht, da die Kulturen keine ausreichende Dichte an Leptospiren
aufwiesen. Mit dem Antiserum Bratislava konnte jedoch eine starke Fluoreszenz
in Lunge, Leber, Niere und Gehirn erzeugt werden. Die Antiseren Canicola,
Icterohaemorrhagiae und Ballum erzeugten hingegen nur eine schwache
Fluoreszenz und das Antiserum Hardjo erzeugte keine Fluoreszenz (BRYSON &
ELLIS, 1976). Die Diagnose wurde aufgrund des Nachweises der Leptospiren im
Gewebe gestellt.

AGUNLOYE & NASH berichteten von acht Katzen mit Antikdrpern gegen
Leptospiren (AGUNLOYE & NASH, 1996). Alle Katzen hatten verminderten
Appetit, sieben waren lethargisch und zeigten Gewichtsverlust. PU/PD war bei
vier Tieren aufféllig. Drei Tiere zeigten Erbrechen, zwei hatten Aszites und eine
Katze hatte eine palpatorisch vergroRerte Leber. Vier Katzen waren azotdmisch
und sechs Katzen hatten erhohte Leberenzyme. Ob die Infektion mit Leptospiren
urséchlich fur die Kklinischen Erscheinungen und die Laborveranderungen war,
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (AGUNLOYE & NASH, 1996).

MILLAN und Mitarbeiter berichteten von sechs Streunerkatzen aus Andalusien,
die histopathologisch untersucht wurden und bei denen eine Leptospiroseinfektion
durch direkten Nachweis oder mittels Serologie festgestellt werden konnte
(MILLAN et al., 2009). Katze 1 zeigte in der histopathologischen Untersuchung
eine chronisch interstitielle Nephritis und eine chronische entzindliche Infiltration
mit der Prdsenz von Makrophagen und Lymphozyten. Auch die Leber wies
chronisch entzindliche Veranderungen auf. Das Serovar Icterohaemorrhagie
wurde  festgestellt  (direkter — Nachweis:  Kultur,  Silberimpragnierung,
Immunfluoreszenz). Katze 2 wies ebenfalls eine chronisch interstitielle Nephritis
mit chronisch entziindlicher Infiltration von Makrophagen, Lymphozyten und
Plasmazellen auf. AuBerdem konnte eine proliferative Glomerulonephritis
nachgewiesen werden. Die Leber war multifokal nekrotisch veréndert und mit
Lymphozyten und Plasmazellen infiltriert. Ein Titer von 1:2.000 gegen das
Serovar Icterohaemorrhagiae wurde mittels MAT festgestellt. Katze 3 war
histopathologisch ohne Befund. Dennoch konnte das Serovar Canicola
nachgewiesen werden (direkte Detektion: Kultur, Silberimpréagnierung,
Immunfluoreszenz). Bei Katze 4 war wiederum eine chronische interstitielle

Nephritis mit chronischer entzindicher Infiltration von Makrophagen und
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Plasmazellen aufféllig. Ein MAT-Titer < 1:100 gegen das Serovar Ballum war
nachweisbar. Katze 5 war histopathologisch unaufféllig, zeigte jedoch einen Titer
von 1:400 gegen das Serovar Ballum. Bei Katze 6 wurde histopathologisch eine
chronisch interstitielle Nephritis mit infiltrierten Makrophagen und Lymphozyten
diagnostiziert. Ein MAT-Titer < 1:100 gegen das Serovar Icterohaemorrhagiae
war auffallig. Offen bleibt, ob die Leptospiroseinfektion ursachlich fir die
histopathologischen Veranderungen war (MILLAN et al., 2009).

4.2.2.2. Zusammenhang zwischen Infektionen und Symptomen

Zwei Studien berichteten von einem Zusammenhang zwischen dem Vorkommen
von Antikérpern und Nierenerkrankungen (LUCIANI, 2004; RODRIGUEZ et al.,
2014). Wéhrend 14 von 16 Katzen mit PU/PD (87,5 %) Antikorper gegen
Leptospiren hatten, waren nur 32 von 80 gesunden Katzen (40,0 %) im MAT
positiv (LUCIANI, 2004). Wahrend 17 von 114 nierenkranken Katzen (14,9 %;
95 % CI: 8,3-21,6) Leptospiren-Antikorper hatten, waren nur neun von 125
gesunden Katzen (7,2 %; 95 % CI: 2,2-12,2) im MAT positiv. Eine andere Studie
hingegen fand keinen Zusammenhang zwischen chronischen Nierenerkrankungen
(CNE) bei der Katze und dem Vorhandensein von Antikdrpern gegen Leptospiren
(SHROPSHIRE et al., 2015). Wéhrend vier von 66 azotamischen Katzen
Antikorper hatten (6,1 %), waren acht von 75 Katzen ohne Azotamie (10,7 %) im
MAT positiv (SHROPSHIRE et al., 2015). Auch der Zusammenhang
Leptospirurie und CNE erreichte in der Studie aus Kanada keine statistische
Signifikanz. Zwei von 125 klinisch gesunden Katzen und sechs von 113 Katzen
mit CNE waren PCR-positiv (RODRIGUEZ et al., 2014).

5. Diagnose einer Infektion mit Leptospiren bei der Katze

Viele Katzen scheinen mit Leptospiren infiziert zu sein, aber nicht zu erkranken
(CHAN et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2014). Die Diagnose feline
Leptospirose kann nur gestellt werden, wenn die Katze entsprechende Symptome

(siehe 4.2. Krankheitsverlauf) zeigt.

5.1. Direkter Erregernachweis
Direkte Erregernachweise (insbesondere aus Urinproben) sind bei der Katze zur
Beurteilung der Zoonosegefahr wichtig. Am haufigsten wird die PCR (aus Urin)

durchgefihrt.
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5.1.1. Mikroskopischer Erregernachweis

Leptospiren ~ konnen in  frisch  entnommenen  Urinproben  mittels
Dunkelfeldmikroskop entdeckt werden. Dabei ist eine 200- bis 250-fache
VergroRerung notwendig. Die Urinproben kénnen zentrifugiert werden (15.000 x
g, eine Stunde), falls Fremdpartikel storen (NEUMEISTER et al., 2009). Neben
Urin kann flr den mikroskopischen Erregernachweis auch Blut, Zerebrospinal-,
Peritoneal- oder Pleurafllssigkeit verwendet werden (LEVETT, 2001). Blut ist
nur wahrend der akuten Phase mit Leptospirdmie geeignet. Fibrin- oder
Proteinfaden konnen allerdings Brown'sche Bewegung zeigen und dadurch leicht
mit Spirochaten verwechselt werden (Pseudospirochéaten) (LEVETT, 2001;
NEUMEISTER et al., 2009). Blut-, Peritoneal- oder Pleuraflissigkeit werden vor
der Untersuchung mit Antikoagulanzien versetzt und zentrifugiert (500 x g, zehn
Minuten), um zelluldre Bestandteile zu entfernen (NEUMEISTER et al., 2009).
Zerebrospinalflissigkeit enthalt zumeist nur wenig Leptospiren (LEVETT, 2001).
Falls dennoch Liquor cerebrospinalis untersucht werden soll, sollte er nativ
untersucht werden. In Gewebeschnitten oder luftgetrockneten Ausstrichen kénnen
Leptospiren nach Giemsa-Farbung oder Silberimpragnierung (Warthin-Starry-
Farbung) mittels Lichtmikroskop betrachtet werden (LEVETT, 2001;
HARTMANN & HEIN, 2008). Eine weitere Mdglichkeit zur Sichtbarmachung im
Gewebe stellt die Immunfluoreszenzfarbung dar (LEVETT, 2001).

5.1.2. Kultureller Nachweis

Der kulturelle Nachweis von Leptospiren kann Wochen bis Monate dauern
(LEVETT, 2001). Nichtsdestotrotz kann eine Kultur sinnvoll sein, da sie die
Lebensfahigkeit der Leptospiren beweisen kann. Das zu untersuchende
Probenmaterial (Urin-, Liquor- oder Blutproben) muss nach Entnahme
schnellstmdglich in Transportmedien uberfiihrt werden. Dabei werden zwischen
0,1 und 2 ml des Probenmaterials auf 5 ml bis 15 ml des Leptospirenndahrmediums
getropft (FAINE, 1981; NEUMEISTER et al., 2009). Als Leptospirenmedium
werden das Ellinghausen-McCullough/Johnson-Harris-Medium (EMJH-Medium)
oder &hnliche Medien mit langkettigen Fettsauren und Albumin empfohlen
(FAINE, 1981). Die Bebrutung erfolgt bei circa (ca.) 30 °C (aerob bis
mikroaerophil). Das Wachstum der Leptospiren dauert von funf Tagen bis zu drei
Monaten und sollte regelmaRig mittels Dunkelfeldmikroskopie kontrolliert
werden (FAINE, 1981).
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5.1.3. Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist fiir die Leptospirosediagnostik von groRer Bedeutung. Sie ermdglicht
eine Diagnose bereits in der ersten Woche der Erkrankung (MERIEN et al., 1995;
SYKES et al., 2011). Man unterscheidet konventionelle Techniken und moderne
Echtzeit-Verfahren (NEUMEISTER et al., 2009). Zumeist wird Blut (Vollblut
oder Serum) oder Urin als Probenmaterial fur eine PCR in der
Leptospirosediagnostik verwendet. Es kdnnen aber auch Gewebeproben (Niere),
Kammerwasser, Zerebrospinalflissigkeit, Samenflissigkeit oder
Vaginalflussigkeit verwendet werden (GREENE et al., 2006).

5.1.3.1. Primerwahl

In der Leptospirosediagnostik sollen die Primer fur eine PCR ausschlief3lich auf
Genabschnitte passen, welche bei pathogenen Leptospira spp. vorkommen und
nicht bei Saprophyten (SYKES et al., 2011). LipL32 kodiert z. B. das
Oberflachenantigen pathogener Leptospiren (STODDARD et al., 2009). Ebenfalls
spezifisch flir pathogene Leptospira-Spezies, mit Ausnahme von L. kirschneri,
sind die Primer Gl und G2. Diese stammen vom Genabschnitt  des
rekombinanten Plasmids pLIPs60 (GRAVEKAMP et al., 1993). Die pathogene
Genospezies L. kirschneri kann durch Amplifikation der Nukleotidsequenz der
zwei Plasmide pBIM12 und pBIM64 nachgewiesen werden (Primer B64-1 und
B64-11) (GRAVEKAMP et al., 1993; BAL et al., 1994). Auch PCR-Protokolle,
welche eine Amplifikation von Genabschnitten der 16S-rRNA und 23S-rRNA
Gene vorsehen, kdnnen zwischen pathogenen und saprophytischen Leptospiren
differenzieren (WOO et al., 1997; SMYTHE et al., 2002; BACKSTEDT et al.,
2015).

5.1.3.2. Sensitivitat und Spezifitat

FINK und Mitarbeiter konnten mittels gPCR (lipL32, 16S-rRNA) 1,2 x 10?2
Leptospiren/ml nachweisen und mittels konventioneller PCR (Primer: B64-1/B64-
Il und G1/G2) 1,2 x 10" Leptospiren/ml (FINK et al., 2015). Damit ist die gPCR
ca. 100-fach sensitiver als die konventionelle PCR. Die Sensitivitat von gPCRs
liegt je nach Studie zwischen 43 % und 100 % (Tabelle 6). Falsch negative
Ergebnisse kommen vor, wenn keine Leptospirdamie oder -urie vorhanden ist
(WEINGART & KOHN, 2012). Ein weiterer Grund flr falsch negative

Ergebnisse kénnen PCR-Inhibitoren sein. PCR-Inhibitoren sind natirlicherweise
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in den zu untersuchenden Proben vorhanden und werden aufgrund einer DNA-
ahnlichen Loslichkeit durch die DNA-Extraktion nicht vollstdndig entfernt
(GRAVEKAMP et al., 1993). Hemmstoffe kénnen beispielsweise Gallesalze im
Kot, H&m im Blut und Harnstoff im Urin sein. AuRerdem kénnen Komponenten
von Blutrohrchen (Heparin) oder Konservierungsstoffe (Formalin) die PCR
inhibieren (BUCKWALTER et al., 2014). Drei Studien untersuchten die
Héufigkeit der PCR-Inhibition fir Urinproben, welche auf Chlamydia trachomatis
getestet wurden (CHONG et al., 1996.; MAHONY et al., 1998; TOYE et al.,
1998). In einer Studie wurden 200 Urinproben mittels PCR auf Chlamydia
trachomatis getestet. Dabei hatten 9 % der untersuchten Méanner und 18 % der
untersuchten Frauen Hemmstoffe im Urin (CHONG et al., 1996.). Bei 4,9 % der
388 untersuchten Urinproben von schwangeren und nicht-schwangeren Frauen
wurde die PCR inhibiert (MAHONY et al., 1998). In der anderen Studie wurden
zwei von 175 (1,1 %) Urinproben bei der Untersuchung mittels PCR gehemmt
(TOYE et al., 1998). BUCKWALTER und Kollegen untersuchten insgesamt
386.706 Urinproben retrospektiv auf eine mogliche PCR-Inhibition. Die
durchschnittliche Inhibitionsrate lag dabei bei 0,9 %. Paraffin-eingebettete
Gewebe hatten dabei die hochste Inhibitionsrate mit 6,7 %, Urin die zweithtchste
mit 1,1 %. Vollblut wies eine Inhibitionsrate von 1,0 % auf (BUCKWALTER et
al., 2014).

Die Spezifitdt der PCR in der Leptospirosediagnostik betrégt je nach Protokoll
zwischen 87 % (16S-rRNA-PCR bei Untersuchung von Urinproben) (FINK et al.,
2015) und 100 % (lipL32-PCR) (AHMED et al., 2009; STODDARD et al., 2009;
THAIPADUNPANIT et al., 2011; VILLUMSEN et al., 2012) (Tabelle 6). Falsch
positive Ergebnisse kdnnen durch Kontaminationen vorkommen (GEISEN, 2009).
Falsch positive Ergebnisse entstehen auBerdem bei Verwendung ungeeigneter
Primer. So erhielten STODDARD und Mitarbeiter und CHAN und Mitarbeiter
falsch positive Ergebnisse aufgrund unspezifischer Bindung und Amplifikation
fremder DNA-Sequenzen bei Verwendung eines Protokolls, welches auf dem
16S-rRNA-Genabschnitt basierte (STODDARD et al., 2009; CHAN et al., 2014).
VILLUMSEN et al. erreichten mit der 16S-rRNA-PCR bei der Untersuchung von
Urinproben aufgrund von Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien nur eine
Spezifitat von 92 % (VILLUMSEN et al., 2012). FINK und Mitarbeiter zeigten,
dass die 16S-rRNA-PCR bei Verwendung von Spontanurin Umweltkeime
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detektieren kann. In dieser Studie waren 13 % der aufgefangenen Urinproben
falsch-positiv (FINK et al., 2015).

Tabelle 6: Sensitivitat und Spezifitat verschiedener

Polymerasekettenreaktion-Verfahren

Sensitivitat Spezifitat Goldstandard

PCR Gen Material (%) (%) (Vergleichstest) Autoren
gPCR secY Blut 100 93 Kultur AHMED et al., 2009
Kultur und
GPCR secY  Blut 89 100 SICELE (A
und IgM-
ELISA)
gPCR  lipL32 Blut, Urin 100 100 Sequenzierung g&%DDARD s el
16S- THAIPADUNPANIT
gPCR 'RNA Blut 56 90 MAT und Kultur etal. 2011
gPCR lipL32 Blut 43 93 MAT und Kultur
. MAT, VILLUMSEN et al.,
gPCR lipL32 Blut 86 100 Sequenzierung 2012
16S- MAT,
HER rRNA 2 Y < Sequenzierung
gPCR  lipL32 Urin 100 100 DA,
Sequenzierung
16S- . MAT,
Rl rRNA Urin Y < Sequenzierung
165- aseptisch
gPCR gewonnener 100 100 lipL32-PCR FINK etal., 2015
RNA Urin
16S-  aufgefangener .
gPCR RNA  Urin 100 87 lipL32-PCR
gPCR lipL32 Urin 100 100 16S-rRNA-PCR

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter Immunabsorptionstest); 1gM, Immunglobulin M; lip,
Lipoprotein; MAT, Mikroagglutinationstest; qPCR, quantitative real-time PCR (quantitative Echtzeit-PCR); rRNA,

ribosomal ribonucleic acid (ribosomale Ribonukleinséure)

5.2. Indirekte Nachweismethoden: Mikroagglutinationstest

Indirekte Nachweismethoden weisen Antikdrper gegen Leptospiren nach. In der
Regel sind drei bis zehn Tage nach Auftreten der ersten Symptome Antikorper
vorhanden (MERIEN et al., 1995; LEVETT, 2001; SYKES et al., 2011). Studien,
welche Antikorper gegen Leptospiren bei der Katze untersuchten, verwendeten

ausschlieBlich den Goldstandard des Antikérpernachweises, den MAT.

Der MAT wurde nur drei Jahre nach Entdeckung der Atiologie der Weil’schen
Krankheit von MARTIN und PETTIT eingefiuhrt (MARTIN & PETTIT, 1918).
Bei diesem Test wird Patientenserum mit Kulturen verschiedener Leptospira-
Serovare versetzt. Neben lebenden Leptospiren-Kulturen konnen auch mit
Formalin abgettGtete Antigene eingesetzt werden. Der Vorteil dabei ist, dass das
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Laborpersonal weniger Gefahren ausgesetzt ist. Auch bei Verwendung von mit
Formalin abgettteten Antigenen mussen zundchst Leptospiren kultiviert werden.
Nachteil der Tests mit abgetdteten Leptospiren ist, dass die nachgewiesenen
Antikorper-Titer oft niedriger sind und Kreuzreaktionen haufiger sind, wie wenn
der Test mit lebenden Leptospiren durchgefiihrt wird (LEVETT, 2001).

Leptospiren stellen hohe Anforderungen an die Kultivierung. Deshalb wird der
MAT nur von spezialisierten Laboren durchgefiihrt. Eine Standardisierung gibt es
dabei nicht. Normalerweise werden beim MAT gleiche Volumina einer
Leptospirenkultur und Serumverdinnungen zusammengebracht. Dabei sollte eine
vier- bis 14-tagige flussige Kultur verwendet werden, welche zunéchst bei 30 °C
bis 32 °C inkubiert wird. Die Konzentration sollte 1-2 x 10°® Leptospiren/ml
betragen. Die Agglutination erfolgt in einem Zeitraum von maximal vier Stunden
bei Zimmertemperatur. Der MAT wird mithilfe der Dunkelfeldmikroskopie
ausgewertet. Der Endpunkt ist die hochste Verdunnung, bei der noch 50 %
Agglutination vorhanden ist (LEVETT, 2001).

Der MAT ist serogruppenspezifisch. Einzelne Serovare kénnen nicht mittels MAT
unterschieden werden (LEVETT, 2001). Aufgrund von Kreuzreaktionen kann
nicht auf die ursdchliche Serogruppe geschlossen werden. In einer Studie beim
Menschen war in nur 46 % der Falle die Serogruppe mit dem héchsten Titer
ursachlich fur die Infektion (LEVETT, 2003). AufRerdem kénnen unterschiedliche
Labore bei der Untersuchung von ein- und derselben Probe unterschiedliche
Ergebnisse erzielen (MILLER et al., 2011). Kreuzkontaminationen von Kulturen
der zu untersuchenden Serovare sind eine mogliche Ursache hierfiir. AulRerdem ist
die Auswertung der Agglutinationsreaktion sehr subjektiv (SYKES et al., 2011).

Der MAT kann nicht zwischen Impfantikérpern und nattrlichen Antikorpern
unterscheiden (BARR et al., 2005; MARTIN et al., 2014). Geimpfte Hunde
kdnnen Antikorper-Titer von Uber 1:6.400 gegen Impfserovare und auch gegen
andere Serovare aufweisen (MARTIN et al., 2014). So konnten 12 Wochen nach
der letzten Impfung noch Titer > 1:1.600 nachgewiesen werden (MARTIN et al.,
2014). Niedrige Titer von 1:100 bis 1:400 waren sogar 49 Wochen nach der
letzten Impfung noch nachweisbar (MARTIN et al., 2014).

Es gibt keine Leptospirose-Impfung fur die Katze. Damit erschweren

Impfantikorper nicht die Interpretation von vorhandenen MAT-Titern. Ein
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weiteres Problem des MAT ist, dass die gewdéhlten Testtrennwerte haufig
unterschiedlich sind. Viele Autoren wéhlten bei der Katze einen Testtrennwert
von 1:100 (MILLAN et al., 2009; MARKOVICH et al., 2012). MYLONAKIS
und seine Mitarbeiter wahlten einen Testtrennwert von 1:50 (MYLONAKIS et al.,
2005), AGUNLOYE & NASH von 1:30 (AGUNLOYE & NASH, 1996) und
SHOPHET zé&hlte sogar einen Antikorper-Titer von 1:24 als positiv (SHOPHET,
1979) (Tabelle 1). Dies erschwert die Vergleichbarkeit von Studien und

Laborergebnissen.

Die Haufigkeit bestimmter Serogruppen kann je nach geografischer Lage
variieren. Wenn im MAT nicht direkt die infektiése Serogruppe untersucht wird,
konnen die Ergebnisse des MAT falsch-negativ sein. Deshalb ist es wichtig, dass
vor allem lokal gehduft auftretende Serogruppen untersucht werden. Fur Europa
wird die Untersuchung der Serogruppen Australis, Autumnalis, Canicola,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes und Sejroe empfohlen
(ANDRE-FONTAINE, 2006; GEISEN et al., 2007; SCHULLER et al., 2015).

Eine definitive Diagnose einer Leptospirose ist nur bei Nachweis eines
Titeranstiegs maoglich. Daflr sollte bei symptomatischen Tieren eine zweite Probe
nach drei bis finf Tagen untersucht werden. Ist der Patient noch in einer friihen
Phase der Infektion ohne Symptome, sollte ein Abstand von zehn bis 14 Tagen
gewahlt werden (LEVETT, 2001). Bei vierfachem Anstieg oder Abfall des
Antikorper-Titers (zwei Titerstufen) kann die Diagnose Leptospirose gestellt
werden (HARTMANN et al., 2013; SCHULLER et al., 2015).

6. Therapie der felinen Leptospirose

Katzen erkranken selten an Leptospirose. Wenn sie aber erkranken, entspricht die
Therapie der Behandlung der kaninen Leptospirose (HARTMANN et al., 2013).
Sie erfolgt sowohl symptomatisch als auch &tiologisch (WEINGART & KOHN,
2012). Die symptomatische Behandlung h&ngt von der Schwere der Erkrankung
ab und richtet sich nach Organmanifestationen. Bei akutem Nierenversagen ist
eine Hamodialyse notwendig (HARTMANN et al., 2013). Zur atiologischen
Therapie erhalten alle Patienten in der ersten Phase Breitspektrumpenicilline, wie
Amoxicillin oder Ampicillin. Dadurch wird die Vermehrung der Leptospiren
unterbunden und die Bakteridmie beendet. Die Verabreichung erfolgt bei

Patienten mit gastrointestinalen Symptomen parenteral. Die Dosierung betragt 20
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mg/kg dreimal taglich fur Ampicillin und zweimal té&glich fir Amoxicillin
(HARTMANN et al., 2013). Doxycyclin ist das Mittel der Wahl zur Elimination
der Leptospiren aus der Niere. Doxycyclin sollte erst verabreicht werden, wenn
das Tier nicht mehr erbricht. Es sollte nur oral gegeben werden, da es intravends
zu Schock und subkutan zu Abszessen fuhren kann. Doxycyclin wird in einer
Dosierung von 5 mg/kg zweimal taglich fur drei Wochen oral verabreicht.
Dadurch wird der Trégerstatus des Tieres beendet (HARTMANN et al., 2013).
Auch Katzen, die keine klinischen Symptome zeigen, aber Leptospiren (ber den
Urin ausscheiden, sollten mit Doxycyclin behandelt werden. Dadurch wird die
Infektionsgefahr fiir andere Tiere und den Menschen minimiert (HARTMANN et
al., 2013). Eine erneute Infektion mit Leptospiren ist bei einer jagenden Katze
allerdings wahrscheinlich (MAYER-SCHOLL et al., 2014).

7. Leptospirose als Zoonose

In der Humanmedizin werden pro Jahr weltweit etwa 300.000 bis 500.000 Falle
von Leptospirose gemeldet (HARTSKEERL, 2006). In einer aktuellen Studie
wird die Zahl der weltweit an Leptospirose Erkrankten jéhrlich auf 1,03 Millionen
geschétzt, die Zahl der an Leptospirose Verstorbenen auf 58.900 (COSTA et al.,
2015).

Beim Menschen fiihrt eine Infektion mit Leptospiren in der Regel zur klinischen
Manifestation der Erkrankung. In der ersten Phase sind hdufig grippedhnliche
Symptome vorrangig. Neben Fieber konnen Myalgie, Arthralgie und
Kopfschmerzen auftreten. Die unspezifische Symptomatik erschwert die
Diagnosefindung. In 90 % der Falle bleibt die Erkrankung mild und ist oftmals
sogar selbstlimitierend. In wenigen Féllen kann es jedoch zu Ikterus, Erbrechen
und Ubelkeit (Leber- und Nierenversagen) oder schweren respiratorischen
Symptome kommen (PLANK & DEAN, 2000).

In Deutschland nahm die Anzahl der an Leptospirose erkrankten Menschen in den
letzten Jahren deutlich zu. Im Jahr 2011 wurden knapp uber 50 Krankheitsfalle
gemeldet. In den Jahren 2012 und 2013 wurden jeweils etwa 100 Krankheitsfalle
gemeldet, im Jahr 2014 sogar 160 Krankheitsfille (BUNDESINSTITUT FUR
RISIKOBEWERTUNG & ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2014). JANSEN und
Mitarbeiter untersuchten 102 Dbestatigte Leptospirosefdlle in Deutschland
(JANSEN et al., 2005). Berufliche Aktivitaten (insbesondere landwirtschaftliche
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Arbeit, Arbeiten in der Kanalisation, am Schlachthof oder am Bau), Tierkontakte
(insbesondere Kontakte mit Hunden und Ratten), Infektionen im hé&uslichen
Rahmen (insbesondere Bewohnen eines Bauernhofes, Gartenarbeit und Arbeiten
im Hof) und Freizeitaktivitaten (insbesondere mit Kontakt zu Gewassern) waren
verantwortlich fur die Infektionen (JANSEN et al., 2005; BROCKMANN et al.,
2010; WASINSKI & DUTKIEWICZ, 2013; HOENIGL et al., 2014).

Inwieweit die Katze eine Rolle bei der Infektion von Menschen mit Leptospiren
spielt, ist noch unklar. Da Katzen Leptospiren ausscheiden, haben sie
zoonotisches Potential und entsprechende Vorsichtsmanahmen (Desinfektion der
Hénde nach Kontakt mit Urin oder Beutetieren, antibiotische Behandlung der
Katze beim Nachweis von Leptospiren im Urin) sollten eingehalten werden.
Andererseits wird diskutiert, dass Katzen sogar die Infektionsgefahr ihrer Besitzer
reduzieren, indem sie Reservoirwirte (Mduse und Ratten) beseitigen (CHILDS et
al., 1992; LEVESQUE et al., 1995; MUNOZ-ZANZI et al., 2014a).
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Abstract

Objectives Clinical manifestation of infection with Leptospira species in cats is rare. Nevertheless, cats can
develop specific antibodies against the spirochetes after infection. In Canada, Taiwan and the USA it was recently
demonstrated that naturally infected cats can also shed DNA from pathogenic Leptospira species in their urine, but
the zoonotic potential of infected cats is still unclear. The objective of this study was to demonstrate if outdoor cats
in Germany shed DNA from pathogenic Leptospira species in their urine. As a second aim, antibody prevalence
was determined.

Methods Two hundred and fifteen outdoor cats were prospectively recruited. Urine samples were tested by real-
time PCR targeting the /ipL32 gene of pathogenic Leptospira species. Antibody titres against eight serovars
(Australis, Autumnalis, Bratislava, Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Pomona, Saxkoebing) belonging to
seven serogroups (Australis, Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa, Icteronaemorrhagiae, Pomona, Sejroe) were
determined by microscopic agglutination test.

Results Urine samples from 7/215 cats (3.3%; 95% confidence interval [Cl] 0.9-5.7) were PCR-positive. Specific
antibodies were detected in 35/195 cats (17.9%; 95% Cl: 12.5-23.3) with titres ranging from 1:100 to 1:6400.
Australis, Bratislava and Grippotyphosa were the most common serovars.

Conclusions and relevance Outdoor cats in Germany can shed DNA from pathogenic Leptospira species.
Therefore, outdoor cats should be considered as a possible source of infection for dogs or humans. Further studies
are needed to determine the role of Leptospira species as a cause of disease in cats.

Accepted: 26 January 2016

Introduction

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by pathogenic
Leptospira species, an infection that has been reported in
>150 mammalian species.! In cats, clinical disease is
rare.>* Nevertheless, cats are susceptible to infection and
develop specific antibodies after infection.> Antibody
prevalence in cats ranges from 4.8-48.5%.7% In Germany,
an antibody prevalence of 20.0% (33/165 cats) was
reported in a study from 30 years ago.” Hunting rodents
is believed to be the main source of infection in cats.!”
Leptospiral DNA was amplified in 288/2973 (9.7%)
rodents and shrews in Germany.!! Infection through con-
taminated water or urine of cohabiting dogs seems to
play a minor role in cats.!’

After experimental infection, cats rarely developed
mild clinical signs (polyuria/polydipsia [PU/PD],'? rise

in body temperature'®). However, macroscopic and
microscopic liver and kidney lesions were frequently
reported after experimental and natural infection in
cats.*12 Two studies reported an association between
the presence of specific antibodies against Leptospira
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species in cats and PU/PD or kidney disease.>* In France,
14/16 (87.5%) cats with PU/PD vs 32/80 (40.0%) cats
without PU/PD had specific antibodies.® In Canada,
17/114 (14.9%) cats with kidney disease vs 9/125 (7.2%)
clinically healthy cats showed specific antibodies.®
However, an association between presence of antibodies
and renal disease is not reported in all studies. In the
USA, antibodies were found in 4/66 (6.1%) azotaemic
cats vs 8/75 (10.7%) non-azotaemic cats.!* Although
experimental infection can lead to renal lesions, the clini-
cal relevance of leptospiral infection in field cats is still
unclear. The long-term impact of leptospiral infection on
cats’ health also remains unknown as the longest experi-
mental study only lasted 84 days.'®

The cats’ role as carrier and the zoonotic risk of
infected cats is also so far unknown. After experimental
infection, cats can intermittently shed leptospires in their
urine for several weeks.!>!> Recently, shedding of DNA
from pathogenic Leptospira species in naturally infected
cats was reported in Canada, Taiwan and the USA 5616
with a prevalence ranging from 1.6% (in healthy cats in
Canada)’ to 67.8% (in unselected cats in Taiwan).t
Furthermore, evidence of renal carriage in cats was
reported from Reunion Island (Indian Ocean).'” In kid-
ney samples of 6/21 (28.6%) stray cats, DNA from patho-
genic Leptospira species was detected.”” Thus, renal
carriage and leptospiruria in naturally infected cats
might have been underestimated. Leptospiruric cats
could be a potential source of infection for incidental
hosts, such as humans.!” However, in a recent study in
Germany, owning an outdoor cat did not correlate with
presence of Leptospira species antibodies in employees of
forestry enterprises.!’® In the USA, cat ownership was
even negatively associated with having antibodies
against Leptospira species.'” So far, prevalence of lepto-
spiruria in cats in Germany is unknown. Thus, the first
aim of this study was to show whether outdoor cats in
Germany can shed DNA from pathogenic Leptospira spe-
cies in their urine. As a second goal, the presence of spe-
cific antibodies in cats was evaluated.

Materials and methods

Sample size calculation

Sample size was calculated a priori using the following
formula: n = 72 X P X (1 - P)/d? with n being the
required sample size, Z the standard score (for a 95%
confidence interval [CI] 1.96), P the expected prevalence
based on literature in proportion of one and d the preci-
sion in proportion of one. On the basis of an assumed
prevalence of leptospiral DNA shedding in cats (11.8%)'®
and of antibodies against Leptospira species in cats
(48.5%)," a sample size of 195 cats was required (95% CI;
4.5% precision for prevalence of DNA shedding and
7.0% precision for antibody prevalence).

Cats

The study was conducted as a prospective trial and was
approved by the ethical committee of the Centre for
Clinical Veterinary Medicine, Ludwig-Maximilians-
University (LMU) of Munich, Germany (approval num-
ber: 12-30-07-13). Two hundred and fifteen cats that were
presented to the Clinic of Small Animal Medicine, LMU,
Munich, from July 2013 to March 2015 were included in
the study. Only cats were included that were allowed to
roam outdoors on a regular basis in the 4 weeks prior to
presentation. Cats were presented for various clinical
signs or for a routine health check. Cats that had received
antibiotics within 4 weeks prior to presentation were
excluded. Some cats had received intravenous (IV) fluids
(48/215 cats) or diuretics (8/215 cats) prior to sample
collection.

Most cats (190/215 cats) were domestic shorthair
(DSH). Pure breeds (23/215 cats) and domestic longhairs
(DLH; 2/215 cats) were less common. Eighty-three cats
were female (64 neutered) and 132 cats were male
(122 neutered). Ages ranged from 2 months to 24 years
(median age 11 years). The age of seven cats was
unknown. The most frequent reasons for presentation
were gastrointestinal problems (35/215 cats), chronic
kidney disease (CKD; 28/215 cats), neoplasia (25/215
cats) or a routine health check (24/215 cats).

Sample collection
Urine samples of all cats were collected for other diag-
nostic purposes (urinalysis or urine culture), depending
on the reason for presentation. Follow-up urine samples
were examined in two PCR-positive cats. Urine samples
were collected via cystocentesis (148/217 samples), free
catch (65/217 samples) or urinary catheter (4/217 sam-
ples). Sample volumes ranged from 1-50 ml (median
volume 4.5 ml). Urine samples were stored at 4°C for a
maximum of 24 h after collection.

Blood samples were collected from 195/215 cats and
were stored as serum at —20°C until used.

DNA extraction

Each urine sample was transferred into one or more
Eppendorf tubes. Eppendorf tubes were centrifuged
(15,000 X g,4°C) for 10 mins, supernatants were discarded
and pellets were washed with phosphate-buffered saline
and transferred into a single Eppendorf tube. After a sec-
ond centrifugation (15,000 X g, 4°C, 10 mins), the super-
natant was discarded, the pellet was resuspended with
180 ul animal tissue lysis buffer (Qiagen) and stored at
—20°C until DNA extraction was performed.

A QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) was used to
extract DNA from pellets, following the manufacturer’s
instructions (tissue protocol) except for a shorter lysis
period (1 h). To elute DNA, 54 ul AE buffer (Qiagen) was
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used. Negative controls were processed after every 10
samples. DNA concentration and quality were deter-
mined using the Eppendorf D30 Biophotometer.

Standard curve

A urine sample of a strictly indoor living cat was spiked
with known quantities of L inferrogans serovars Ballum,
Bratislava and Grippotyphosa. A Petroff-Hauser chamber
(EMS) was used to determine the concentration of lepto-
spires in a 2-week-old culture in liquid Ellinghausen-
McCullough /Johnson-Harris medium (Becton Dickinson).
To obtain a final concentration of 1 > 10° leptospires/ml,
the appropriate volume of each serovar was added to 1 ml
urine. Dilutions of 1 % 10° to 1 X 10 leptospires /ml were
prepared. DNA was extracted and target DNA fragments
amplified.

Real-time PCR

Primers (forward: 5-AAGCATTACCGCTTGTGGTG-3;
reverse:  5-GAACTCCCATTTCAGCGATT-3')  and
TagManprobe(FAM-5-AAAGCCAGGACAAGCGCCG-
3-BHQ1) targeting the [ipL32 gene of pathogenic
Leptospira species, as described by Stoddard et al,” were
used. Real-time PCR was performed using the Mx3000P
cycler (Agilent Technologies) and TagMan Universal
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Final reac-
tion conditions were 900 nmol/l of each primer,
400 nmol/1 of the probe and 2.5 ul DNA extract in a final
volume of 25.0 pl. The amplification protocol consisted
of 2 mins at 50°C, 10 mins at 95°C and 45 cycles of ampli-
fication (95°C for 15 s and 60°C for 60 s), finishing with a
cool cycle of 25°C for 10 mins. Clinical specimens were
tested in triplicate, dilutions of the standard curve in
duplicate. Each run included a single negative control
containing PCR water, single DNA extraction controls
and a single positive control containing leptospiral
DNA. Results were considered positive if positive cycle
threshold (Ct) values were recorded in all triplicates.
Positive samples were re-amplified in a separate run
including the standard curve for an absolute quantifica-
tion of leptospires.

Microscopic agglutination test

A microscopic agglutination test (MAT) was performed as
described by Cole et al.?! Serum samples were tested for
eightserovars (Australis, Autumnalis, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Grippotyphosa, Pomona, Saxkoebing)
belonging to seven serogroups (Australis, Autumnalis,
Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Sejroe). Two-fold dilutions of serum from 1:100 to 1:6400
were tested. The titre was recorded as the reciprocal of the
highest dilution of serum that agglutinated >50% of lepto-
spires. Titres =1:100 were considered positive.

Statistical analysis

Prevalences, including 95% Cls, were calculated for
leptospiral DNA shedding and antibodies against
Leptospira species. The 95% CI was calculated using the
following formula (Wald method): P = d, with P being
the prevalence found in the study in proportion of one
and d being the precision in proportion of one calculated
by transposing the mentioned formula to:

d=2ZxyPx(1-P)/n

Results

Prevalence of DNA shedding

DNA from pathogenic Lepfospira species was amplified
in 7/215 cats (3.3%; 95% CI 0.9-5.7). Negative controls
tested negative, positive controls and the standard curve
tested positive. The number of leptospires ranged from
393-15,760 leptospires/ml (Table 1). Volumes of PCR-
positive urine samples ranged from 2-22 ml (median
volume 6.3 ml). Signalment, reason for presentation,
major laboratory findings, month of presentation, num-
ber of leptospires/ml urine (DNA copies) and MAT titres
of the PCR-positive cats are shown in Table 1.

In 2/7 PCR-positive cats (cats 1 and 2, Table 1), fol-
low-up urine samples were examined. In the case of
cat 1, urine tested negative for leptospiral DNA 9 months
after the first presentation. The urine of cat 2 was posi-
tive again for leptospiral DNA 8 months after the cat’s
first presentation (2901 leptospires/ml). In both cases, no
antibiotics were given between the first and the second
presentation.

Antibody prevalence

Antibodies against Leptospira serovars were detected in
35/195 cats (17.9%; 95% CI 12.5-23.3). Most cats had anti-
bodies against serogroup Australis, followed by serogroup
Grippotyphosa and Icterohaemorrhagiae. Less common
serogroups were Autumnalis, Sejroe and Pomona.
Antibodies against serogroup Canicola were not detected.
Antibody titres ranged from 1:100 to 1:6400 (Table 2).

The age of cats with antibodies ranged from 1-24 years
(median age 11 years). Eleven cats with antibodies were
female (10 neutered); 24 cats were male (22 neutered).
Most cats with antibodies (34/35 cats) were DSH. One cat
was a DLH. The most frequent reasons for presentation in
cats with antibodies were CKD (8/35 cats), neoplasia (7/35
cats), hyperthyroidism (5/35 cats), gastrointestinal prob-
lems (5/35) or a routine health check (5/35 cats).

High titres, of =1:800, were found in three cats
against serovar Australis and in one cat against sero-
var Saxkoebing (Table 2). Two of three cats with high
antibodies against serovar Australis shed leptospiral
DNA in their urine (cats 6 and 7, Table 1). The third cat
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Table 1 Breed, sex, age, reason for presentation, major laboratory findings, month of presentation, number of
leptospires/ml urine (DNA copies) and microscopic agglutination test (MAT) titres of urine PCR cats

CBC = complete blood count; UA = urinalysis; DSH = domestic shorthair; MN = male neutered; ND = not determined; USG = urine specific

gravity; FN = female neutered

Table 2 Number and percentage of microscopic agglutination test (MAT)-positive results among 195 outdoor cats;

15/35 MAT-positive cats had titres to more than one serovar

Cl = confidence interval

(DSH, 17 years, male neutered) had a very high anti-
body titre against serovar Australis (1:6400) and a low
antibody titre against serovar Bratislava (1:400). PCR
performed on urine of this cat produced negative
results. The cat suffered from hyperthyroidism and
CKD. One cat (DSH, 9 years, male neutered) had a
high antibody titre of 1:1600 against serovar

Saxkoebing and its urine was negative in PCR testing.
This cat suffered from pancreatitis with a moderate
prerenal azotaemia.

All cats that shed leptospiral DNA and in which
serum for antibody determination was available (6/7
shedding cats) had specific antibodies with titres rang-
ing from 1:100 to 1:800 (Table 1).
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Discussion

More cats (7/215 cats [3.3%, 95% CI 0.9-5.7]) in the pre-
sent study shed leptospiral DN A in their urine than dogs
(3/200 dogs [1.5%, 95% CI 0.3-4.5]) in a study that was
recently performed in the same area with the same PCR
method.?? Leptospiruria in dogs in Germany might be
less likely owing to the widespread vaccination.”
Vaccines reduce leptospiruria;® thus, vaccinated ani-
mals are at lower risk of shedding leptospires in their
urine. Antibody prevalence, however, was similar in cats
and dogs. Of 200 dogs, 17.0% (95% CI 12.3-22.8) had
antibodies against non-vaccinal serogroups,” while of
195 cats, 17.9% (95% CI 12.5-23.3) had antibodies.
Vaccination against leptospirosis in dogs can lead to
development of antibodies against both vaccinal and
non-vaccinal serogroups.* In some dogs, vaccine-
induced antibodies can persist for 1 year.** In the study
that evaluated antibodies against leptospires in dogs in
Germany, 144/145 dogs with known vaccination status
had been vaccinated with a bivalent leptospirosis vac-
cine.? Thus, antibody prevalence due to exposure in
dogs might indeed be lower and exposure in cats seems
to be even more common than in dogs.

Prevalence of urinary shedding in the present study
(7/215 cats [3.3%; 95% CI 0.9-5.7]) was similar to that
reported in cats in Canada (8/238 cats [3.4%]).> A com-
parable study population (clinic population) and a sim-
ilar environment (mostly urban) are likely the reasons.
However, in the Canadian study only 142/239 cats had
outdoor access,” while in the present study all cats
roamed outdoors regularly. Consequently, cats in the
present study were at higher risk of infection. A higher
prevalence was reported in the USA (10/85 cats
[11.8%]), but only stray and feral shelter cats were
included (preselected population),'® which, of course,
are more likely to feed on rodents that harbour an infec-
tion.>!" In Taiwan, 80/118 cats (67.8%) shed DNA from
pathogenic Leptospira species in their urine,® indicating
amuch higher prevalence of infection than in Germany.
Leptospirosis is endemic in Taiwan, especially after
typhoon and flood seasons.®* Additionally, 159/233
cats included in the Taiwanese study were stray cats
with a high risk of infection.® However, even the lower
prevalence in Germany is alarming as significant
amounts of leptospiral DNA and also multiple positive
samples were detected (Table 1), suggesting a possible
long-term shedding or a high risk of exposure in some
cats. 213

After experimental infection, cats can remain carriers
of leptospires for several weeks.'>!> In the present study,
a follow-up urine sample from one cat that shed lepto-
spiral DNA was PCR-positive 8 months after the first
presentation. Thus, shedding cats could possibly play
an important role for continuous environmental

contamination. However, reinfection would also have been
possible in this case, as the cat regularly went outdoors.

Interestingly, two cats that shed leptospiral DNA
were presented in January. In dogs, transmission is
unlikely in winter months in Germany as leptospires are
short-lived in stagnant waters when temperature is
low.'?* However, carriers of Leptospira species, like
rodents, can be infected for their entire life,?® and thus a
seasonal occurrence, although present in dogs in
Germany, is less likely in cats.

The lipL32 PCR used in the present study has been
shown to be 100% specific,”?” and negative controls
were consistently negative. In this study, only urine sam-
ples were considered PCR-positive, when Ct values were
positive in all three samples of its triplicate. Furthermore,
validity of PCR results was confirmed by the fact that all
positive cats also had antibodies. Hence, false-positive
PCR results are extremely unlikely. However, the preva-
lence found in the present study might underestimate
the true infection rate of the population as intermittent
shedding of leptospires is common.?® Urine volumes in
this study ranged from 1-50 ml. As shedding of low
numbers of leptospire organisms is possible, false-nega-
tive results might have occurred in samples with small
volumes. However, median volumes of PCR-positive
urine samples (6.3 ml) were not significantly higher
compared with median volumes of PCR-negative urine
samples (4.5 ml).

Some cats had received IV fluids or diuretics prior to
sample collection. IV fluids or diuretics reduce urine
osmolarity and might create a more favourable condi-
tion for the survival of leptospires.” Nevertheless, none
of the PCR-positive cats were treated with IV fluids or
diuretics prior to sample collection.

Overall, antibody prevalence in the present study
(35/195 cats [17.9%, 95% CI 12.5-23.3]) was comparable
to antibody prevalence found in cats in Germany about 30
years ago (33/165 cats [20.0%)]). Antibodies against sero-
groups  Autumnalis,  Canicola,  Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Pomona and Sejroe were deter-
mined by MAT in both the present and the previous
study.” Prevalences of antibodies to most of these sero-
groups were similar in both studies. However, the preva-
lence of antibodies to serogroup Icterohaemorrhagiae was
higher in the present study (3.6%) than in the previous
one (0.0%).° Rats are carriers of serogroup
Icterohaemorrhagiae.?*?’ Accordingly, these findings sug-
gest rats as the source of infection for cats in the present
study. However, MAT results should be interpreted with
caution. In humans, the predominant serogroup with a
titre =1:100 correctly predicted only 46.4% of all serovars
isolated.™ In dogs vaccinated against leptospirosis, cross-
reactivity to non-vaccinal serogroups in the MAT was
demonstrated,* and there is evidence that this might be
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similar in cats." In a recent study, two specific pathogen-
free cats were vaccinated with a quadrivalent canine vac-
cine against leptospirosis. Both cats developed antibodies
against vaccinal and non-vaccinal serogroups.!# It is likely
that in naturally infected cats MAT results are also not
reliable for identification of the infecting serogroup.

Cats that shed leptospiral DNA in the present study
were either clinically healthy (1/7 cats) or showed vari-
ous clinical signs (6/7 cats). Most cats (4/7 cats) had
unremarkable laboratory parameters. Only 1/7 cats suf-
fered from renal azotaemia (Table 1). Thus, obviously cats
can shed leptospiral DNA in their urine, regardless of
their health status. In the present study, 5/24 (20.8%, 95%
CI 4.6-37.0) clinically healthy cats and 8/28 (28.6%, 95%
Cl 11.9-45.3) cats with CKD had antibodies against
Leptospira species. Therefore, in the present study no
association seemed to be present between occurrence of
antibodies against Leptospira species and renal disease.
However, re-evaluation in further studies is recom-
mended as sample sizes of healthy cats and cats suffering
from CKD in the present study were low.

Two of the four cats with high titres, of =1:800, also
shed leptospiral DNA in their urine. Urine samples of the
two other cats with titres =1:800 were PCR-negative.
These negative results can be explained by intermittent
shedding as intermittent shedding of leptospires is a
common finding.?® Furthermore, false-negative results
are possible in these two cats due to relatively small urine
volumes examined (1.5 ml and 5.0 ml, respectively).

Limitations of this study are that follow-up urine
samples could only be obtained in 2/7 cats that shed
leptospiral DNA. In this study, DNA from pathogenic
Leptospira species was detected, which cannot predict
viability of leptospires. The viability of leptospires in the
cats” urine and the zoonotic potential of the shedding
cats has to be further elucidated.

Conclusions

Prevalence of shedding of DNA from pathogenic
Leptospira species in outdoor cats in Germany was 3.3%,
while the prevalence of specific antibodies was 17.9%.
As aresult, outdoor cats in Germany are exposed to lept-
ospires and regularly shed leptospiral DNA. The role of
cats as a source of infection likely has been underesti-
mated and the zoonotic risk of shedding cats, as well as
the potential of leptospires to cause disease in cats, has to
be further elucidated.
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V. DISKUSSION

Katzen erkranken nur selten an Leptospirose (HARTMANN et al., 2013). Bisher
wurde auch die epidemiologische Bedeutung der Katze fir die Leptospirose
zumeist als gering eingestuft (SEMMEL, 1954). Aktuelle Studien aus den USA
(FENIMORE et al., 2012), Kanada (RODRIGUEZ et al., 2014) und Taiwan
(CHAN et al., 2014) konnten jedoch eine Ausscheidung pathogener Leptospira
spp. Uber den Urin bei Katzen nachweisen. Damit ist eine von der Katze
ausgehende Infektionsgefahr denkbar. In Europa gibt es bislang keine Studien zur
Ausscheidung von Leptospiren tiber den Urin bei der Katze. Ziel der Studie war
es daher, Urinproben von Freigangerkatzen in Deutschland mittels gPCR auf das
Vorhandensein von DNA pathogener Leptospira spp. zu untersuchen. Aul3erdem
wurde die Prévalenz von Antikorpern gegen Leptospiren bei diesen Katzen

ermittelt.

Die vorliegende Studie ermittelte eine Antikorperpravalenz von 17,9 % (35 von
195 Katzen; 95 % CI: 12,5-23,3). Andere Autoren berichteten von niedrigeren
Pravalenzen (Tabelle 1). In der vorliegenden Studie wurden ausschlieBlich
Freigdnger untersucht, wéhrend andere Studien auch reine Wohnungskatzen
eingeschlossen haben. Freilaufende Katzen haben insbesondere durch die
Madglichkeit, Nagetiere zu jagen, ein hoheres Infektionsrisiko als Katzen, welche
ausschlieBlich in der Wohnung gehalten werden (HARTMANN et al., 2013). Nur
wenige Studien ermittelten deutlich hohere Pravalenzen von 33,3 % in
Griechenland (MYLONAKIS et al., 2005) und von 485 % in Frankreich
(LUCIANI, 2004). Allerdings wurde in diesen Studien der Testtrennwert deutlich
niedriger gewahlt, bei > 1:50 (MYLONAKIS et al., 2005) beziehungsweise (bzw.)
> 1:40 (LUCIANI, 2004) (Tabelle 1).

Die letzte Studie in Deutschland zur Antikérperpravalenz bei der Katze wurde in
Berlin durchgefihrt (ROSE et al., 2016) (Tabelle 1). Mittels MAT wurde auf 17
Serovare getestet. Zwolf von 48 Freigangerkatzen (25,0 %) hatten Antikorper
gegen Leptospiren mit einem Titer > 1:100. Die Katzen hatten unter anderem
Titer gegen mehrere Serovare. Die meisten Titer (sieben von 18 Titern) bei
Freigéngerkatzen wurden gegen die Serogruppe Pomona erzielt. Auch eine von 41
Wohnungskatzen hatte einen Titer von 1:100 gegen die Serogruppe Pomona.
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Diese Katze lebte mit Freigangerkatzen zusammen. Die Serogruppe Pomona
konnte in der vorliegenden Studie nur einmal festgestellt werden mit einem
niedrigen Titer von 1:100. In der vorliegenden Studie war hingegen die
Serogruppe Australis (Serovare Australis und Bratislava) am haufigsten vertreten
mit 31 von 54 Titern > 1:100. In Berlin scheint also bei Katzen eine Infektion mit
der Serogruppe Pomona am haufigsten zu sein, wahrend in Minchen das Risiko,
sich mit Australis zu infizieren, am groRten ist. Denkbar ist, dass sich Katzen im
Berliner Umland in Stallungen von Nutztieren, welche teilweise Reservoirtiere fur
die Serogruppe Pomona darstellen, infizieren (Tabelle 5). Von 377 MAT-
positiven Wildschweinen aus Polen hatten 3,1 % einen Titer > 1:100 gegen das
Serovar Pomona und nur 1,8 % gegen das Serovar Bratislava (Serogruppe
Australis) (ZMUDZKI et al., 2016). In Berlin wagen sich Wildschweine auch in
bewohnte Gebiete und suchen in Garten nach Nahrung. Dadurch konnten auch
Katzen mit der Serogruppe Pomona infiziert werden. Im slddeutschen Raum
scheint die Infektion durch Nagetiere haufiger zu sein (Tabelle 5). Eine Berliner
Studie fand heraus, dass Hunde mit Leptospirose am haufigsten Antikorper gegen
die Serogruppe Australis (28,0 %) hatten. Am zweithdaufigsten war Grippotyphosa
(18,0 %) und an dritter Stelle kam Pomona (14,0 %). Antikdrper gegen
Serogruppen, gegen die geimpft wurde, wurden nicht ausgewertet (MAYER-
SCHOLL et al., 2013). In Miinchen wurden Hunde mit Leptospirose mittels MAT
untersucht. Das am haufigsten nachgewiesene Serovar (ohne Auswertung von
geimpften Serogruppen) war Grippotyphosa (Serogruppe Grippotyphosa) (31,0
%), gefolgt von Saxkoebing (Serogruppe Sejroe) (23,8 %) und Bratislava
(Serogruppe Australis) (7,1 %) (GEISEN et al., 2008). Auch bei Hunden gibt es
also regionale Unterschiede in der Prévalenz einzelner Serovare. Hunde und
Katzen scheinen sich auflerdem mit unterschiedlichen Serovaren zu infizieren.
Ursachlich hierfir konnte sein, dass sich Katzen zumeist durch die Jagd von
Nagetieren infizieren und Hunde vor allem (ber Kontakt zu infektiosem Wasser
(HARTMANN et al., 2013).

In Deutschland wurde eine Studie zur Antikorperprévalenz bei der Katze im Jahr
1987 durchgefiihrt (BATZA & WEISS, 1987). In dieser Studie hatten 33 von 165
(20,0 %) Katzen Antikorpertiter > 1:50 gegen Leptospiren. Werden nur Titer >
1:100 als positiv gewertet, sinkt die Pravalenz auf 12,1 % (20 von 165 Katzen). In

dieser Studie wurden nicht ausschlielich Freiganger eingeschlossen. Das konnte
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die etwas geringere Pravalenz im Vergleich zur vorliegenden Studie aus
Deutschland (17,9 %; 35 von 195 Katzen; 95 % CI: 12,5-23,3) erklaren. Die
Préavalenzen von Antikdrpern gegen die meisten Serogruppen waren in beiden
Studien dhnlich. Interessanterweise war die Pravalenz von Antikdrpern gegen die
Serogruppe Icterohaemorrhagiae jedoch in der aktuellen Studie (3,6 %) hoher als
in der Studie von 1987 (0,0 %). Ratten stellen ein Reservoir fur die Serogruppe
Icterohaemorrhagie dar (LEVETT, 2001). In der aktuellen Studie kénnten Ratten
somit eine Rolle als Infektionsquelle fur Katzen gespielt haben. Von den sieben
Katzen mit Antikorpern gegen die Serogruppe Icterohaemorrhagiae lebten drei
Katzen in Minchen und vier in landlichen Gegenden Bayerns. Ratten kommen
sowohl in der Stadt als auch auf dem Land vor und kénnen Ubertrager von
Leptospiren sein (BHARTI et al., 2003). Die infektiose Serogruppe ist mittels
MAT allerdings nicht mit Sicherheit zu ermitteln. So stimmte beim Menschen die
vorherrschende Serogruppe mit einem Titer > 1:100 im MAT nur in 46,6 % der
Falle mit den isolierten Serovaren Uberein (LEVETT, 2003). In einer Studie
wurden zwei spezifisch pathogenfreie (SPF) Katzen mit einem quadrivalenten
Impfstoff gegen Leptospirose geimpft (SHROPSHIRE et al., 2015). Eine Katze
hatte zwolIf Tage nach der ersten Impfung Antikorper gegen ein nicht geimpftes
Serovar. Beide Katzen hatten fiinf Tage nach der zweiten Impfung (14 Tage nach
der ersten Impfung) Antikorper gegen ein nicht geimpftes Serovar und 17 Tage
spater Antikorper sowohl gegen geimpfte als auch gegen nicht-geimpfte Serovare
(SHROPSHIRE et al., 2015). Dies lasst vermuten, dass der MAT auch bei
infizierten Katzen nicht mit Sicherheit die infektiése Serogruppe bestimmen kann.
Zudem ist der MAT sehr subjektiv in der Auswertung und unterschiedliche
Labore kdnnen bei ein- und derselben Probe unterschiedliche Ergebnisse erzielen
(MILLER et al., 2011).

In der vorliegenden Studie wurden bei vier Katzen hohe Antikorper-Titer (>
1:800) festgestellt (htchster gemessener Titer: 1:6.400). Hohe Antikorper-Titer (>
1:1.600) konnten auch in anderen Studien bei Katzen festgestellt werden (BATZA
& WEISS, 1987; MYLONAKIS et al., 2005; MILLAN et al., 2009;
MARKOVICH et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2014; ROSE et al., 2016). Diese
hohen Titer kénnen auf eine akute Infektion hinweisen (RODRIGUEZ et al.,
2014). Um eine akute Infektion bestdtigen zu kdnnen, wére eine zweifache

Probenentnahme in einem Abstand von einigen Tagen notwendig gewesen. In
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vielen alteren Studien konnten bei Katzen jedoch nur niedrige Antikorper-Titer (<
1:400) nachgewiesen werden (HATHAWAY & BLACKMORE, 1981,
AGUNLOYE & NASH, 1996; DESVARS et al.,, 2013). Einige Forscher
vermuteten, dass die Katze entweder mit der Bildung niedriger Antikorper-Titer
auf eine Infektion reagiert oder dass Antikorper-Titer bei der Katze rasch wieder
abfallen (SHOPHET, 1979; SHOPHET & MARSHALL, 1980). Eine weitere
Uberlegung ist, dass niedrige Titer bei der Katze vorwiegend Kreuzreaktionen mit
anderen Leptospiren-Serogruppen darstellen, auf die nicht getestet wird. Beim
Hund oder beim Menschen werden meist Serogruppen bestimmt, die lokal haufig
sind. Maoglicherweise beruht die Infektion bei der Katze jedoch auf anderen
Serogruppen, die in den Routineuntersuchungen nicht erfasst werden
(MARKOVICH et al., 2012).

In manchen Studien wurden, wie in der vorliegenden Studie, nur freilaufende
Katzen eingeschlossen (MARKOVICH et al.,, 2012; DESVARS et al., 2013;
OBRENOVIC et al, 2014). In anderen Studien wurden auch reine
Wohnungskatzen untersucht (MYLONAKIS et al., 2005; LAPOINTE et al., 2013;
RODRIGUEZ et al., 2014). Freilaufende Katzen sind gefdhrdeter, sich mit
Leptospiren zu infizieren, da sie haufig Nager jagen. Nagetiere stellen ein
Reservoir fir Leptospiren dar. In Deutschland ist jeder zehnte Nager oder
Spitzmaus mit pathogenen Leptospiren infiziert (MAYER-SCHOLL et al., 2014).
Wohnungskatzen infizieren sich seltener. Bei ihnen erfolgt die Infektion
beispielsweise Uber andere Hunde oder Katzen oder, in Einzelféllen, durch die
Jagd im Haus (ARBOUR et al., 2012).

In der vorliegenden und einigen anderen Studien wurden nur Klinikpatienten
eingeschlossen (AGUNLOYE & NASH, 1996; MYLONAKIS et al., 2005;
LAPOINTE et al., 2013). Andere Studien untersuchten hingegen nur
Streunerkatzen, Katzen aus Tierheimen oder Auffangstationen (MARKOVICH et
al., 2012; DESVARS et al., 2013; OBRENOVIC et al., 2014). Letztere sind durch
den engen Kontakt zueinander und durch das Leben im Freien und die

regelméafige Jagd einem hoheren Infektionsdruck ausgesetzt.

Die unterschiedliche Pravalenz in den verschiedenen Studien ist sicherlich auch
damit zu erklaren, dass das Vorkommen von Leptospiren regional schwankt.
Tropische Regionen bilden eine bessere Lebensgrundlage fiir die Wéarme und
Feuchtigkeit liebenden Bakterien (CHAN et al., 2014). L&ndliche oder stadtische
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Gegenden (SEMMEL, 1954) kdnnen ebenfalls zu Unterschieden in der Pravalenz
bei Katzen fihren. In Chile wurde bei Katzen auf dem Land eine Antikorper-
Prévalenz von 25,2 % gefunden, in der Stadt hingegen eine Préavalenz von 1,8 %
(AZOCAR-AEDO et al., 2014). Ein Grund hierfir kénnte die starkere
Verbreitung von Reservoirwirten (vor allem Nagetiere, aber auch Nutztiere) auf

dem Land sein.

In der vorliegenden Studie war das mediane Alter der MAT-positiven Katzen
identisch mit dem medianen Alter der nicht-infizierten Katzen (elf Jahre). In
anderen Studien zur Antikorperpravalenz wiesen &ltere Katzen hingegen haufiger
Antikorper gegen Leptospiren auf (LARSSON et al., 1984; MYLONAKIS et al.,
2005). In einer experimentellen Studie konnten bei Katzen 61 Tage nach Infektion
noch Antikorper festgestellt werden (FESSLER & MORTER, 1964). In einer
aktuellen Studie konnten bei einer Katze 30 Tage nach Impfung mit einem
quadrivalenten Impfstoff noch Antikorper gegen Leptospiren festgestellt werden
(SHROPSHIRE et al., 2015). Es ist denkbar, dass Antikorper bei Katzen tber
mehrere Monate nach Infektion nachweisbar sind. Katzen kdnnten somit noch

Titer aufweisen, obwohl die Infektion schon diverse Monate zurtickliegt.

In der vorliegenden Studie schieden 3,3 % (sieben von 215 Katzen; 95 % CI:
0,9-5,7) der untersuchten Freigangerkatzen Leptospiren-DNA Uber den Urin aus.
Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen einer Studie in Kanada, in der 3,4 %
der untersuchten Katzen (acht von 238 Katzen) Leptospiren-DNA (ber den Urin
ausschieden (RODRIGUEZ et al., 2014). Dies ist wahrscheinlich auf eine
vergleichbare  Studienpopulation und eine  vergleichbare = Umgebung
zurickzufiihren. In  beiden Studien bestand das Patientenkollektiv aus
Klinikpatienten in einer stadtischen Region. Allerdings wurden in Kanada neben
Freigéngerkatzen auch Wohnungskatzen (97 von 239 Katzen) in die Studie
eingeschlossen (RODRIGUEZ et al., 2014). Da Wohnungskatzen einem
geringeren Infektionsdruck ausgesetzt sind, konnte die Pravalenz im Vergleich zu
der aktuellen Studie aus Deutschland unterschétzt worden sein. In Kanada wurde
eine konventionelle PCR (Primer G1/G2, B64-1/B64-11) zur Untersuchung der
Urinproben eingesetzt, in der vorliegenden Studie hingegen eine gPCR (lipL32).
FINK und Mitarbeiter fanden, dass Echtzeit-PCR-Verfahren eine 100-fach hohere
Sensitivitat aufweisen als konventionelle PCR-Techniken (FINK et al., 2015). Es
ist somit denkbar, dass die Studie aus Kanada die Pravalenz der Ausscheidung
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von Leptospiren-DNA uber den Urin bei Katzen unterschatzte.

In den USA konnte bei 11,7 % der untersuchten Katzen (zehn von 85 Katzen)
Leptospiren-DNA im Urin festgestellt werden (FENIMORE et al., 2012).
Wahrend in der vorliegenden Studie und in Kanada ausschlieBlich Katzen
eingeschlossen wurden, die an Kliniken vorgestellt wurden, wurden in den USA
streunende Katzen und Katzen aus Auffangstationen getestet. Diese haben durch
den Aufenthalt im Freien (insbesondere durch die Jagd von Nagern) und den
engen Kontakt zueinander ein hoheres Infektionsrisiko. Ein anderer Grund fur die
hohere Pravalenz bei den Katzen in den USA konnte die Primerwahl bei der PCR
sein. FENIMORE und Mitarbeiter verwendeten eine 16S-rRNA-gPCR, welche
ausschlieBlich DNA pathogener Leptospira spp. nachweist (FENIMORE et al.,
2012). Die Spezifitat dieser PCR betragt bei der Untersuchung von Urinproben
nur 91,5 % (VILLUMSEN et al., 2012). Gerade bei Spontanurin ist die Gefahr
von Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien groR (VILLUMSEN et al., 2012). So
erhielten FINK et al. 13,3 % falsch positive Ergebnisse bei der Untersuchung von
Spontanurin mittels 16S-rRNA-PCR (FINK et al., 2015). Da die Studie in den
USA Spontanurin untersuchte und nur eine von zehn positiven Proben als
Leptospira spp. sequenziert wurde (FENIMORE et al., 2013), sind falsch positive
Ergebnisse wahrscheinlich.

Die hdchste Prévalenz von Leptospiren-DNA in Urinproben von Katzen wurde in
Taiwan festgestellt. Sie lag dort bei 67,8 % (80 von 118 Katzen) (CHAN et al.,
2014). Der Groliteil der Katzen, die in die Studie eingeschlossen wurden (92 von
118 Katzen), waren Streuner. Sechsundzwanzig von 118 Katzen waren hingegen
Hauskatzen. Die Streuner schieden mehr als doppelt so hdufig Leptospiren uber
den Urin aus im Vergleich zu den Hauskatzen (77,2 %; 34,6 %) (CHAN et al.,
2014). Einen groRen Einfluss auf die hohe Prévalenz hatte vermutlich die
geografische Lage. Taiwan hat ein subtropisches bis tropisches Klima und wird
regelmaRig aufgrund starker Regenfélle (berschwemmt. Dies sind optimale
Bedingungen fir die Feuchtigkeit und Warme liebenden Leptospiren (CHAN et
al., 2014). In dieser Studie wurde bei der Untersuchung von zwolf Proben die
16S-rRNA-PCR verwendet. Da dieses Protokoll sowohl pathogene als auch
saprophytére Spezies nachweist (MERIEN et al., 1992), wurden nur die Proben
als positiv gewertet, welche im Anschluss als pathogene Leptospira spp.

sequenziert werden konnten (CHAN et al., 2014). Falsch positive Ergebnisse sind
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somit, im Gegensatz zur Studie aus den USA, unwahrscheinlich. Die meisten
Proben (106 von 118 Proben) wurden mit G1/G2-Primern untersucht, welche alle
pathogenen Leptospirenspezies nachweisen mit Ausnahme von L. kirschneri
(GRAVEKAMP et al., 1993; CHAN et al., 2014). Konventionelle PCR-Assays
weisen eine 100-fach niedrigere Sensitivitat auf (FINK et al., 2015). Somit ist es
denkbar, dass die tatsachliche Pravalenz in Taiwan in dieser Studie unterschatzt

wurde.

Falsch  positive PCR-Ergebnisse sind in der vorliegenden Studie
unwahrscheinlich. Die verwendete lipL32-PCR ist zu 100 % spezifisch
(STODDARD et al., 2009; VILLUMSEN et al., 2012) (Tabelle 6). AuRerdem
waren alle PCR-positiven Katzen, bei denen ein MAT durchgefuhrt wurde (sechs
von sieben Katzen) auch im MAT positiv. Leptospiren werden h&ufig
intermittierend ausgeschieden (LEVETT, 2001). Die untersuchte Urinmenge war
zudem begrenzt (medianes Volumen: 4,5 ml). Dies kénnte den Nachweis sehr
geringer Leptospirenzahlen erschweren. In der Tat war das mediane Urinvolumen
der PCR-positiven Katzen mit 6,3 ml hoher als das mediane Urinvolumen der
gesamten Studienpopulation. Der Unterschied erreichte jedoch keine statistische

Signifikanz. Falsch negative Ergebnisse sind dennoch wahrscheinlich.

In der vorliegenden Studie hatten 48 von 215 Katzen intravendse Infusionen und
acht von 215 Katzen Diuretika (Furosemid oder Mannitol) vor Entnahme der
Urinproben erhalten. NERVIG und GARRETT zeigten, dass aus 57,1 % der
Urinproben von experimentell mit Leptospiren infizierten Kalbern nach Gabe von
Furosemid Leptospiren angeziichtet werden konnten. Aus Urinproben, welche
mittels manueller Stimulation gewonnen wurden, konnten dagegen keine
Leptospiren angezichtet werden (NERVIG & GARRETT, 1979). Die
Verdunnung des Urins nach Gabe von Furosemid konnte die Ursache hierflr sein
(NERVIG & GARRETT, 1979). Der pH-Wert von Kalberurin liegt
normalerweise im sauren Bereich. Durch die Verdiinnung des Urins wird ein
besseres Milieu fiir die Leptospiren geschaffen und somit die Uberlebenszeit der
Leptospiren im Urin verldngert, da Leptospiren einen neutralen pH-Bereich
bevorzugen (BHARTI et al.,, 2003). Intraventse Fllssigkeitsgaben konnten
denselben Effekt haben. Nichtsdestotrotz erhielt in der vorliegenden Studie keine

der sieben PCR-positiven Katzen Infusionen oder Diuretika vor Probenentnahme.

Bei einer PCR-positiven Katze konnte in einer Folgeurinprobe acht Monate nach
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Erstvorstellung erneut Leptospiren-DNA festgestellt werden. Zwischen der ersten
und der zweiten Vorstellung wurde keine Antibiose verabreicht. In zwei
experimentellen Studien wurden Leptospiren tber acht Wochen lang im Urin
nachgewiesen (FESSLER & MORTER, 1964; LARSSON et al., 1985). Eine
Ausscheidung von Leptospiren-DNA Uber den Urin bis zu acht Monate nach
Infektion ist denkbar und unterstreicht die potentielle Bedeutung der Katze fur die
Verbreitung von Leptospiren in der Umwelt. Da diese Katze jedoch zwischen der
ersten und der zweiten Vorstellung Freigang hatte, ist nicht nur eine
kontinuierliche Ausscheidung tber den Zeitraum, sondern auch eine Reinfektion
denkbar. Jeder zehnte Nager ist in Deutschland mit Leptospiren infiziert
(MAYER-SCHOLL et al., 2014). Eine jagende Katze kann sich deshalb standig
neu infizieren. Bei einer weiteren PCR-positiven Katze konnte eine Folgeprobe
nach neun Monaten untersucht werden. In diesem Fall konnte keine Leptospiren-

DNA mehr im Urin nachgewiesen werden.

Zwei von sieben PCR-positiven Katzen wurden im Januar vorgestellt. Hunde
infizieren sich zumeist indirekt Uber infektioses Gewésser mit Leptospiren
(SCHULLER et al., 2015). Die Infektionsgefahr ist in warmen Monaten hoher als
im Winter und die meisten Hunde mit Leptospirose werden im Sommer und
Herbst vorgestellt (GEISEN et al., 2007). Katzen meiden Gewasser
normalerweise. Bei ihnen steht die direkte Infektion durch die Jagd von
Reservoirwirten (Nagetiere) im Vordergrund (HARTMANN et al., 2013). Da
diese Leptospiren lebenslang beherbergen kdnnen, ist bei Katzen im Gegensatz

zum Hund die Infektionsgefahr nicht saisonal.

In dieser Studie konnte kein Zusammenhang zwischen Azotdmie und dem
Vorhandensein von Antikdrpern gegen Leptospiren sowie der Ausscheidung von
Leptospiren-DNA (iber den Urin bei der Katze gesehen werden. Finf von 24
gesunden Katzen (20,8 %; 95 % CI: 4,6—37,0) und acht von 28 Katzen mit CNE
(28,6 %; 95 % CI: 11,9-45,3) hatten in der vorliegenden Studie Antikdrper gegen
Leptospiren. Nur eine von sieben PCR-positiven Katzen hatte eine renale
Azotdmie. Eine der sieben PCR-positiven Katzen war klinisch gesund, sechs
zeigten hingegen unterschiedliche Symptome. Die Ausscheidung von
Leptospiren-DNA sowie die Bildung von Antikdrpern gegen Leptospiren
kommen folglich sowohl bei kranken als auch bei gesunden Katzen vor.

SHROPSHIRE und Mitarbeiter konnten ebenfalls keinen Zusammenhang
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zwischen Azotdmie und dem Vorhandensein von Antikérpern gegen Leptospiren
bei der Katze nachweisen. Acht von 75 nicht azotamischen Katzen (10,7 %)
waren MAT-positiv, wahrend nur vier von 66 azotamischen Katzen (6,1 %)
MAT-positiv waren (SHROPSHIRE et al., 2015). Zwei Studien hingegen
ermittelten einen Zusammenhang zwischen PU/PD oder Nierenerkrankungen und
dem Vorhandensein von Leptospiren-Antikorpern bei Katzen. RODRIGUEZ und
Mitarbeiter wiesen bei 17 von 114 nierenkranken Katzen (14,9 %; 95 % CI:
8,3—21,6) in Kanada Antikorper nach, wahrend nur neun von 125 gesunden
Katzen (7,2 %; 95 % CI: 2,2—-12,2) Antikorper hatten (RODRIGUEZ et al., 2014).
In Frankreich hatten 14 von 16 Katzen mit PU/PD (87,5 %) Antikorper, wéhrend
nur 32 von 80 Katzen ohne PU/PD (40,0 %) Antikorper aufwiesen (LUCIANI,
2004). Unklar bleibt, ob Leptospiren tatséchlich einen Beitrag zur Entstehung von
CNE leisten oder ob womoglich Katzen mit CNE prédisponiert sind, sich
sekundar mit Leptospiren zu infizieren. Dies wére denkbar, da bei CNE der Urin
schlecht konzentriert ist. Somit konnte er ein besseres Nahrmedium fir die
Leptospiren darstellen als gut konzentrierter, saurer Urin. Es wére auch denkbar,
dass der Antikorper-Titer von gesunden Katzen schneller absinkt als bei Katzen
mit CNE aufgrund der nur sehr kurzen Uberlebenszeit der Leptospiren im gut
konzentrierten und sauren Urin. Nichtsdestotrotz waren Katzen mit CNE in
Kanada nicht haufiger leptospirurisch als klinisch gesunde Katzen (RODRIGUEZ
etal., 2014).

Bisher wurde die Katze als nicht sehr empfanglich fur die Krankheit Leptospirose
eingestuft. In experimentellen Studien blieben die Studienpatienten trotz
nachgewiesener Infektion zumeist asymptomatisch oder zeigten nur sehr leichte
Symptome (PU/PD, leicht erh6hte Korpertemperatur) (FESSLER & MORTER,
1964; SHOPHET & MARSHALL, 1980; LARSSON et al., 1985). Dennoch gibt
es mehrere Fallberichte von Katzen, die an Leptospirose erkrankt waren
(BRYSON & ELLIS, 1976; ARBOUR et al., 2012; BEAUDU-LANGE &
LANGE, 2014). Es gibt mehrere Parallelen in diesen Fallberichten. Die Autoren
berichten zumeist von einer leichten Erkrankung mit unspezifischen Symptomen
(Anorexie und Apathie) und spater auftretenden Anzeichen einer
Niereninsuffizienz (PU/PD). Durch intravendse Flissigkeitssubstitution und die
Gabe von Antibiotika verschwanden die Symptome rasch. Es ist anzunehmen,

dass in der Praxis aufgrund der unspezifischen Symptome differentialdiagnostisch
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oft nicht an feline Leptospirose gedacht wird. AulRerdem bewirkt die rasche
Besserung nach symptomatischer Therapie, dass kaum weitere Diagnostik (MAT
oder PCR) eingeleitet wird. Mdglicherweise wird die feline Leptospirose daher in

der Praxis oft Ubersehen.

Interessant ist auch, dass die Leptospirose bei Katzen eine langere Inkubationszeit
hat als bei Hunden (ARBOUR et al., 2012). In zwei von drei Féllen zeigten
Katzen erst Monate nach einer Infektion die ersten Symptome der Erkrankung.
Ein Hund hingegen erkrankt typischerweise schon etwa eine Woche nach der
Infektion (GEISEN, 2009). Dieser Unterschied konnte erklaren, warum die
Katzen nach experimentellen Infektionen wéhrend des oftmals sehr kurzen
Studienzeitrahmens asymptomatisch blieben. Es ist moglich, dass einige Katzen
erst nach Abschluss der Studie die ersten Symptome entwickelten (ARBOUR et
al., 2012).

In der vorliegenden Studie schieden 3,3 % (sieben von 215 Katzen; 95 % CI:
0,9-5,7) der untersuchten Freigangerkatzen DNA pathogener Leptospiren ber
den Urin aus. Katzen verbreiten somit Leptospiren in der Umgebung und eine
Ubertragung auf den Menschen ist denkbar. Eine aktuelle Studie aus Deutschland
zeigte allerdings, dass Forstmitarbeiter mit Kontakt zu Freigangerkatzen kein
erhohtes Risiko hatten, Antikorper zu entwickeln (JURKE et al., 2015). In
Baltimore, USA, hatten Menschen, welche mit Katzen zusammenleben, sogar
seltener Antikdrper gegen Leptospiren als Menschen ohne Kontakt zu Katzen
(CHILDS et al.,, 1992). Katzen fressen Nagetiere, welche ein Reservoir fiir
Leptospiren darstellen. Dadurch koénnte der Kontakt von Menschen zu den
Reservoirwirten und die kontinuierliche Verbreitung der Leptospiren in der

Umwelt durch die Reservoirwirte minimiert werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Leptospiren kommen weltweit vor und sind fur die meisten Wirbeltiere infektios.
Katzen kénnen sich mit Leptospiren infizieren, Antikorper bilden und Leptospiren
uber den Urin ausscheiden. Erkrankungen sind jedoch selten. Es gibt keine
Studien zur Pravalenz der Leptospirurie bei Katzen in Deutschland. Die letzte
publizierte Studie zur Antikorperprdvalenz bei Katzen in Deutschland ist fast 30
Jahre alt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Antikorperpravalenz
und die DNA-Ausscheidung pathogener Leptospira spp. tiber den Urin bei Katzen
in Deutschland zu untersuchen. In die Studie wurden prospektiv 215 Katzen
eingeschlossen, welche zwischen Juli 2013 und Marz 2015 an der Medizinischen
Kleintierklinik der LMU Miinchen vorgestellt wurden. Reine Wohnungskatzen
und Katzen, welche innerhalb der letzten vier Wochen vor Vorstellung
antibiotisch behandelt waren, wurden ausgeschlossen. Serumproben wurden
mittels MAT auf acht Serovare untersucht (Australis, Autumnalis, Bratislava,
Canicola, Copenhageni, Grippotyphosa, Pomona, Saxkoebing), welche zu sieben
Serogruppen gehéren (Australis, Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Sejroe). Urinproben wurden mittels Zystozentese,
Harnkatheter oder durch Auffangen gewonnen und innerhalb von 24 Stunden
zentrifugiert. Das Pellet wurde in Puffer geldst und bei —20 °C bis zur weiteren
Bearbeitung eingefroren. Die DNA wurde mittels Qiagen DNA Micro Kit nach
Herstellerangabe extrahiert und mittels Eppendorf D30 Biophotometer
quantifiziert. Es wurde eine lipL32-gPCR nach STODDARD durchgefihrt
(STODDARD et al., 2009). Eine Standardkurve mit einer Verdunnungsreihe von
L. interrogans Serovar Bratislava, Ballum und Grippotyphosa von 1 x 10° bis 1 x
10? Leptospiren/ml wurde zum Quantifizieren der positiven Proben erstellt.
Insgesamt schieden sieben von 215 Katzen DNA pathogener Leptospiren aus (3,3
%; 95 % CI: 0,9-5,7). Die Menge der ausgeschiedenen Leptospiren reichte von
393 Leptospiren/ml bis 15.760 Leptospiren/ml. Bei einer PCR-positiven Katze
wurde acht Monate nach Erstvorstellung erneut Leptospiren-DNA im Urin
nachgewiesen. Ein Antikorper-Titer > 1:100 gegen mindestens ein Serovar wurde
bei 35 von 195 Katzen festgestellt (17,9 %; 95 % CI. 12,5-23,3). Die am
haufigsten nachgewiesenen Serogruppen waren Australis und Grippotyphosa.

Freigangerkatzen in Deutschland kénnen sich somit mit Leptospiren infizieren
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und den Erreger uber den Urin ausscheiden und konnten somit eine

Infektionsquelle fur andere Tiere und den Menschen darstellen.
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VI. SUMMARY

Leptospirosis is a widespread disease caused by pathogenic Leptospira spp. that
can be found in almost all vertebrates. Although there is evidence of exposure of
cats to leptospires, there are only a few reports of clinical leptospirosis in cats. No
study evaluating the prevalence of leptospiruric cats in Germany exists so far. The
last published study that examined prevalence of antibodies against leptospires in
Germany is almost 30 years old. Therefore, the objective of this study was to
evaluate urinary shedding of DNA from pathogenic Leptospira spp. and
prevalence of antibodies in cats with outdoor access in Germany. Two hundred
fifteen cats that were presented to the clinic of Small Animal Medicine in Munich
from July 2013 to March 2015 were included prospectively. Indoor cats and cats
that had been treated with antibiotics four weeks prior to presentation were
excluded. Eight different serovars (Australis, Autumnalis, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Grippotyphosa, Pomona, Saxkoebing) belonging to seven
serogroups (Australis, Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Sejroe) were tested by MAT. Urine samples were
collected via cystocentesis, urinary catheter or free catch and centrifuged within
24 hours of collection. The pellet was suspended in buffer and frozen at —20 °C
until further preparation. The DNA was extracted using the Qiagen DNA Micro
Kit following the manufacturer's instructions and quantified using the Eppendorf
D30 Biophotometer. QPCR targeting the lipL32 gene of pathogenic Leptospira
spp. after STODDARD et al. was performed (STODDARD et al., 2009). A
standard curve with a ten-fold dilution of 1 x 10° to 1 x 10? leptospires/ml of L.
interrogans serovars Bratislava, Ballum and Grippotyphosa was generated to
quantify the positive samples. Seven out of 215 cats shed DNA from pathogenic
Leptospira spp. in their urine (3.3 %; 95 % CI: 0.9-5.7). Concentration of
leptospires in urine ranged from 393 to 15,760 leptospires/ml. One PCR-positive
cat had a PCR-positive follow-up urine sample eight months after the first
presentation. MAT testing revealed antibody titers of > 1:100 in 35 out of 195
cats (17.9 %; 95 % CI: 12.5-23.3). Australis and Grippotyphosa were the most
common serogroups. In conclusion, outdoor cats in Germany can shed DNA from
pathogenic Leptospira spp. Therefore, outdoor cats should be considered as a

possible source of infection for other animals and humans.
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