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,»In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den Kindern, die am Rande des Wissens
hier und da einen Kiesel aufheben, wahrend sich der weite Ozean des Unbekannten

vor unseren Augen erstreckt.*

Sir Isaac Newton (1634 — 1727)



Erste Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Vortrag auf dem ECVIM-CA-Kongress in
Liverpool am 12.09.2013 mit dem Titel ,,Prevalence of Leptospira urinary shedding in
healthy dogs from Southern Germany*“ und am 31.01.2014 auf der Tagung der
Fachgruppe Innere Medizin und Klinische Labordiagnostik in Giellen im Vortrag mit
dem Titel ,,Ausscheidung von Leptospiren im Urin von gesunden Hunden aus

Stddeutschland* vorgestellt.
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l. EINLEITUNG

Leptospirose ist eine weltweit vorkommende Zoonose, die durch Bakterien der
Ordnung Spirochaetales hervorgerufen wird (LEVETT, 2001, 2015). Die
Krankheit wurde beim Hund erstmals 1852 von HOFER beschrieben und als
Hundetyphus bezeichnet (HOFER, 1852). Beim Menschen wurden 1886 das erste
Mal klinische Symptome der Leptospirose beschrieben (WEIL, 1886) und zwei
Jahre spiter als ,,Weil sche Erkrankung* bezeichnet (FIEDLER, 1888). Derzeit
sind Uber 250 verschiedene pathogene Leptospira (L.)-Serovare bekannt
(LEVETT, 2001). Zehn Serovaren kommt eine besondere Bedeutung beim Hund
zu. Zu diesen Serovaren zahlen L. Australis, L. Autumnalis, L. Bratislava, L.
Canicola, L. Grippotyphosa, L. Hardjo, L. Icterohaemorrhagiae, L. Pomona, L.
Saxkoebing und L. Sejroe (BRENNER et al., 1999). Aufgrund weltweit
steigender Fallzahlen innerhalb des letzten Jahrzehntes z&hlt die Leptospirose zu
den “re-emerging diseases” beim Menschen (MESLIN, 1997; LEVETT, 2001,
BHARTI et al., 2003) und bei Hunden (RENTKO et al., 1992; WARD et al.,
2002; ALTON et al., 2009). Auch in Europa nimmt die Zahl der an Leptospirose
erkrankten Hunde zu (MAJOR et al., 2014). Eine Studie aus Irland ergab eine
Leptospirurie bei 7,1 % der untersuchten Hunde (ROJAS et al., 2010). Dies deckt
sich mit den Ergebnissen einer Studie aus den Vereinigten Staaten von Amerika
(USA), in der bei 8,2 % der Hunde Leptospiren im Urin nachgewiesen wurden
(HARKIN et al., 2003). Bisher ist nicht bekannt, wie hoch die
Ausscheidungspréavalenz bei Hunden in Deutschland ist.

Ziele dieser Arbeit waren, die Pravalenz der Leptospirurie bei gesunden Hunden
aus Oberbayern zu ermitteln und somit das Risiko einer Ansteckung fir Mensch
und Tier zu bewerten. Hierfir wurde der Urin von 200 Hunden mittels einer fur
das Lipoprotein-L32-Gen (lipL32-Gen) spezifischen Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (real-time polymerase chain reaction, gPCR) untersucht.
Nachfolgend wurde die Genospezies der ausgeschiedenen Leptospiren mittels
Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) ermittelt. Zusatzlich wurde die
Antikorperpréavalenz mit Hilfe eines Mikroagglutinationstest (MAT) bestimmt,

um die Ergebnisse der gPCR mit den Ergebnissen des MAT zu vergleichen.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Epidemiologie der Leptospirose

Die Leptospirose ist eine der weltweit am haufigsten vorkommenden Zoonosen
(SMYTHE, 1999). Infektionen bei Menschen und Tieren erfolgen meist durch
direkten oder indirekten Kontakt mit dem Urin eines infizierten Tieres (LEVETT,
2001).

1.1. Geographische Verbreitung

Leptospirose ist in L&ndern mit subtropischem und tropischem Klima h&ufiger als
in Landern mit gemaRigtem Klima (EVERARD und EVERARD, 1993;
RATNAM, 1994). Leptospiren berleben in der Umwelt am besten in feuchter
Umgebung bei Temperaturen von 0 bis 25 °C (GREENE et al., 2012). Es scheint
eine Korrelation zwischen dem Wassergehalt des Bodens und der Infektionsrate
von Mausen zu geben (TWIGG et al., 1969). So treten Leptospireninfektionen in
Landern mit gemaBigtem Klima, im Sommer und Herbst saisonal gehauft auf
(LEVETT, 2001). Die Serovarverteilung unterscheidet sich von Region zu Region
und hangt unter anderem mit der geographischen Verbreitung der Haupt- und
Nebenwirte zusammen (SCHWARZ, 1960; TWIGG et al., 1969). In Europa sind
Hunde am héufigsten den L.-interrogans-Serovaren Australis, Canicola, und
Icterohaemorrhagiae, dem L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und den L.-
borgpetersenii-Serovaren Saxkoebing und Sejroe ausgesetzt (ELLIS, 2010).
Speziell in Deutschland kommen, basierend auf MAT-Ergebnissen beim Hund,
die L.-interrogans-Serovare Australis, Bratislava, Canicola, Icterohaemorrhagiae
und Pomona, das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und die L.-borgpetersenii-
Serovare Sejroe und Saxkoebing am hdufigsten vor (GEISEN et al., 2007;
GERLACH und STEPHAN, 2007; KOHN et al., 2010; MAYER-SCHOLL et al.,
2013). In den USA treten die L.-interrogans-Serovare Autumnalis, Bratislava und
Pomona sowie das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa besonders oft auf (ADIN
und COWGILL, 2000; PRESCOTT et al, 2002; WARD et al, 2004,
GOLDSTEIN et al., 2006). In Asien sind das L.-interrogans-Serovare Lai, das L.-
kirschneri-Serovar Cynopteri und das L.-borgpetersenii-Serovar  Sejroe
vorherrschend (LEVETT, 2001; ODONTSETSEG et al., 2005; JUNG et al.,
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2008).

1.2. Wirtsspektrum und Reservoire

Leptospireninfektionen konnten bei Saugetieren, auch bei marinen Arten, VVogeln,
Reptilien und Amphibien nachgewiesen werden (HOAG et al., 1953; DIESCH et
al.,, 1966; VAN DER HOEDEN, 1966; LEVETT, 2001; COLAGROSS-
SCHOUTEN et al., 2002; COLEGROVE et al., 2005). Entscheidend fir die
Verbreitung der Leptospiren in der Umwelt sind Sé&ugetiere. Diese werden in
Haupt- oder Reservoirwirte und in Nebenwirte unterteilt (LEVETT, 2001). Bei
Reservoirwirten sind die Nierentubuli chronisch infiziert, was zu einer
anhaltenden Ausscheidung von Leptospiren tiber den Urin fiihrt (BABUDIERI,
1958). In der Regel zeigen diese Tiere keine Krankheitssymptomatik (BOLIN und
ALT, 2001; LEVETT, 2001). Im Gegensatz dazu zeigen Nebenwirte oft akute
oder subakute Krankheitsverlaufe und meistens eine nur  kurze
Ausscheidungsdauer (RENTKO et al., 1992; BOLIN, 1996). Jedoch werden auch
bei Nebenwirten subklinische Infektionen beschrieben (SONGER und
THIERMANN, 1988). Kleine Saugetiere, wie wildlebende Nagetiere, spielen die
wichtigste Rolle als Reservoirwirte fur Leptospiren (PLANK und DEAN, 2000;
ADLER et al., 2002). Leptospiren zeigen eine Reservoirwirtsbindung (Tabelle 1),
die jedoch weltweit variiert (BOLIN, 1996; STEGER-LIEB et al., 1999).

Die Wanderratte (Rattus norvegicus) wird fiir die Einschleppung des L.-
interrogans-Serovars Copenhageni von Asien nach Westeuropa im 18.
Jahrhundert verantwortlich gemacht (ALSTON und BROOM, 1958). Je nach
Jahreszeit betragt der Anteil infizierter Wanderratten weltweit zwischen 10,0 und
90,0 % (DEDIE et al., 1993; VINETZ et al., 1996; SUNBUL et al., 2001). Ratten
(Rattus spp.) spielen als Ansteckungsquelle die groRte Rolle, da neben dem
Serovar Copenhageni eine Vielzahl an Leptospirenserovaren diese Nagetiere als
Reservoirwirt nutzen (PLANK und DEAN, 2000; LEVETT, 2001). Eine deutsche
Studie ergab eine Prévalenz an Antikoérpern (AK) von 92,0 % bei 26 untersuchten
Igeln (Erinaceus europeaus) (HORSCH et al., 1970). Igel in menschlicher Obhut
konnten daher ein Infektionspotenzial fiir deren Pfleger darstellen. Fur eine urbane
Verbreitung sorgen unter anderem Wildschweine (Sus scrofa) und Fuchse (Vulpes
vulpes) (TWIGG et al., 1969). Die Pravalenz von AK bei Wildschweinen in
Deutschland liegt bei 24,0 % (SCHONBERG et al., 1999). Bei Fiichsen betragt
sie 2,0 % (MULLER und WINKLER, 1994; JANSEN et al., 2007).
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Tabelle 1: Leptospirenserovare und ihre Reservoirwirte (modifiziert nach GREENE et al.,
2006; GERLACH und STEPHAN, 2007)

Serovar Hauptwirt

Bratislava Ratte, Schwein, Pferd, Igel

Canicola Hund

Hardjo Wiederkauer

Copenhageni/lcterohaemorrhagiae Ratte

Pomona Rind, Schwein, Skunk, Opossum

Autumnalis Maus

Bataviae Hund, Ratte, Maus

Grippotyphosa Wuhlmaus, Waschbar, Skunk,
Opossum, Bisamratte

Ballum Maus

Saxkoebing Gelbhalsmaus, Rotelmaus

Sejroe Hausmaus, Ahrenmaus, Schwein

Hunde sind Reservoirwirte flr die L.-interrogans-Serovare Canicola und Bataviae
(GREENE et al., 2006). Bis zur Einfuhrung einer bivalenten Impfung im Jahr
1961 waren die Serovare Canicola und Icterohaemorrhagiae am haufigsten fir
Infektionen beim Hund verantwortlich (ELLIS, 2010). Derzeit existieren in
Europa neben den L.-interrogans-Serovaren Canicola und Bataviae vor allem die
L.-interrogans-Serovare Bratislava und Pomona sowie das L.-kirschneri-Serovar

Grippotyphosa und das L.-borgpetersenii-Serovar Saxkoebing (ELLIS, 2010).

AK-Prévalenz-Studien zeigen, dass sich auch Katzen mit Leptospiren infizieren
kdnnen. So konnten AK gegen Leptospiren bei 10,0 % der Katzen in Schottland,
bei 20,0 % der Katzen in Deutschland und bei 33,3 % der Katzen in Griechenland
nachgewiesen werden (BATZA und WEISS, 1987; AGUNLOYE und NASH,
1996; MYLONAKIS et al., 2005). Dabei sind die am hdufigsten bei der Katze
vorkommenden L.-interrogans-Serovare Australis, Autumnalis, Canicola und
Hardjo sowie das L.-kirschneri-Serovar Grippotyphosa und das L.-borgpetersenii-
Serovar Sejroe (DICKESON und LOVE, 1993; AGUNLOYE und NASH, 1996;
LUCIANI, 2004; MYLONAKIS et al., 2005).

Rinder und Schafe beherbergen hauptsachlich das L.-interrogans-Serovar Hardjo
(GERRITSEN et al., 1994; BOLIN und ALT, 2001). Beim Schwein haben die L.-
interrogans-Serovare Pomona und Bratislava weltweit die groRte Bedeutung
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(VICENTE et al., 2002; JANSEN et al., 2007). Bei Pferden werden am h&ufigsten
das L.-interrogans-Serovar Bratislava und das L.-kirschneri-Serovar
Grippotyphosa nachgewiesen (CERRI et al., 2003; CURLING, 2011).
Erkrankungen durch Leptospiren sind bei Vdgeln nicht bekannt. Vogel kénnen
jedoch auch AK gegen Leptospiren aufweisen (VAN DER HOEDEN, 1966). So
wurden in einer Studie AK gegen Leptospiren bei 1,5 % der untersuchten
Zoovogel in Deutschland gefunden (KADLEC et al., 1983). Wasservogel kdnnen
den Erreger wochenlang ausscheiden und so zu einer Kontamination von
Badeseen fiihren (DEDIE et al., 1993) und damit eine potenzielle Gefahr flr den

Menschen darstellen.

Der Mensch kann sich mit vielen verschiedenen Serovaren infizieren; er gilt dabei
immer als Zufallswirt (LEVETT, 2001). Am haufigsten werden die L.-
interrogans-Serovare Canicola und Icterohaemorrhagiae sowie das L.-kirschneri-
Serovar Grippotyphosa nachgewiesen (JANSEN et al., 2005; GAUDIE et al.,
2008; EHSANOLLAH und GHOLAM, 2011; DUPOQUEY et al., 2014), aber auch
Ballum (ESTEVES et al., 2014), Hardjo (MCLEAN et al., 2014), Hebdomadis
(MILNER et al., 1980) und Pyrogenes (PATIL et al., 2014).

1.3. Ubertragung von Leptospiren

Leptospiren werden insbesondere tber den Urin infizierter Tiere ausgeschieden
(LANGSTON und HEUTER, 2003), aber auch uber Speichel, Milch,
Fruchtwasser, Nachgeburt und Sperma tbertragen (ELLIS und MICHNA, 1976;
BOLIN und KOELLNER, 1988; DURA, 1993). Eine Infektion kann direkt oder
indirekt erfolgen. Die direkte Ubertragung findet iiber den Deckakt (venerisch),
Bisse, transplazentar oder durch Aufnahme von infiziertem Gewebe statt
(TURNER, 1967; LEVETT, 2001). Die indirekte Ansteckung findet Uber den
Kontakt mit durch Urin kontaminiertem Wasser, Erde, Nahrung oder Einstreu
statt (TURNER, 1967). Die Eintrittspforten sind hierbei meist Hautwunden oder
auch intakte Schleimh&ute (TURNER, 1967; LEVETT, 2001).

Bei Menschen sind die Berufsgruppen Landwirt, Tierarzt und Fleischbeschauer
einem besonderen Infektionsrisiko ausgesetzt (LEVETT, 2001). Sie infizieren
sich meist durch direkten Kontakt mit infizierten Tieren (BLACKMORE et al.,
1979; KINGSCOTE, 1986; CHAN et al., 1987; CAMPAGNOLO et al., 2000).
Auch Minenarbeiter, Reisfeldarbeiter und Wassersportler kénnen sich anstecken,
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wobei dieses vor allem durch indirekten Kontakt geschieht (INADA et al., 1916;
PADRE et al., 1988; MUMFORD, 1989). Infektionen beim Menschen durch
Hunde wurden bei insgesamt 30 Féallen in den USA dokumentiert (HAUNZ und
CARDY, 1952; BARKIN und GLOSSER, 1973; FEIGIN et al., 1973; FRASER
etal., 1973).

1.4, Pravalenz der humanen Leptospirose

Weltweit erkranken jahrlich etwa 853.000 Menschen an Leptospirose; 48.000 von
ihnen sterben an dieser Infektion (BANDARA et al., 2014). Global betrachtet ist
die Inzidenz auf den Seychellen am hochsten (432,1 Erkrankungen/1 Million
Einwohner) (PAPPAS et al., 2008). Humane Leptospirosefalle sind in ganz
Europa beschrieben (PAPPAS et al., 2008). Portugal, Ddnemark und Frankreich
sind die Lander mit den hdchsten Inzidenzen in Europa (6,8 Erkrankungen/1
Million Einwohner, 6,0 Erkrankungen/1 Million Einwohner beziehungsweise
(bzw.) 3,9 Erkrankungen/1 Million Einwohner im Jahr 2008) (JANSEN et al.,
2005; PAPPAS et al., 2008).

Die humane Leptospirose war in der Deutschen Demokratischen Republik (DDR)
seit 1958 und in der Bundesrepublik Deutschland (BRD) seit 1962 meldepflichtig.
Nach der Wiedervereinigung wurden 1990 schlieBlich beide Meldestellen
kombiniert; sie obliegen nun dem Robert Koch-Institut (RKI) (JANSEN et al.,
2005). In den Jahren 1962 bis 2003 wurden durchschnittlich 59 humane
Leptospirosefélle in Deutschland gemeldet (JANSEN et al., 2005). In den Jahren
1991 und 1997 wurden mit 25 die wenigsten und 2007 und 2014 mit 165 und 160
die meisten Félle gemeldet (JANSEN et al., 2005; ROBERT KOCH-INSTITUT,
2008; ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). Wie der Abbildung 1 zu entnehmen
ist, schwankt die Anzahl der jahrlich in Deutschland durchschnittlich gemeldeten
Falle. Die Inzidenz in Deutschland liegt derzeit bei 0,2 Erkrankungen/100.000
Einwohner (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015).



I1. Literaturiibersicht 7
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Abbildung 1: Anzahl der gemeldeten, humanen Leptospirosefalle in Deutschland, im
Zeitraum von 2001 bis 2014 (erstellt nach ROBERT KOCH-INSTITUT, 2002 bis 2015)

Zu Leptospirose-Ausbriichen kam es in Deutschland bereits zweimal bei
Erdbeerpfliickern. Dabei erkrankten im Jahr 2007 33 Menschen und im Jahr 2014
45 Menschen. Bei beiden Ausbrichen wurde von einer Infektion (ber den Urin
von infizierten Mausen ausgegangen, da sowohl bei den erkrankten Menschen als
auch bei den vor Ort gefangenen Feldmdusen (Microtus arvalis) das L.-
kirschneri-Serovar Grippotyphosa nachgewiesen wurde (ROBERT KOCH-
INSTITUT, 2008; DESAI et al., 2009; ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). In
den Jahren 2001 bis 2014 wurden in Deutschland insgesamt elf Todesfélle im
Zusammenhang mit Leptospirose gemeldet (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2001
bis 2015).

2. Diagnose der Leptospirose

Zur Diagnose der Leptospirose eignen sich direkte und indirekte
Nachweisverfahren. Die aussagekraftigsten Ergebnisse werden mittels einer
Kombination mehrerer Verfahren wie Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und dem
MAT erzielt (THIERMANN, 1984; WAGENAAR et al., 2000). Leptospiren
koénnen anhand ihrer Oberflachenmerkmale serologisch Kklassifiziert werden
(CERQUEIRA und PICARDEAU, 2009); die Einteilung erfolgt dabei in Serovare
und Serogruppen (LEVETT, 2001). Serogruppen umfassen antigenetisch



I1. Literaturiibersicht 8

verwandte Serovaridteten (LEVETT, 2001). Eine neuere Klassifizierung erfolgt
anhand genetischer Merkmale. Dabei werden die Leptospiren in bisher 21
verschiedene Genospezies unterteilt (LEVETT, 2015). Aufféllig dabei ist, dass es

keine Korrelation zwischen Serogruppen und Genospezies gibt (LIM, 2011).

2.1. Canine Leptospirose

Die wichtigsten Nachweisverfahren der caninen Leptospirose sind der MAT und
die PCR (GOLDSTEIN et al., 2006; OIE, 2014). Der MAT gilt immer noch als
diagnostischer Goldstandard (LANGSTON und HEUTER, 2003).

2.1.1. Direkter Erregernachweis

Der direkte Erregernachweis ist mittels Mikroskopie, Immunfluoreszenztest,
kultureller Isolierung, PCR oder MLST mdglich (LANGSTON und HEUTER,
2003; LEVETT, 2001). Auf Grund der langen Dauer eines kulturellen Nachweises
und der niedrigen Sensitivitét eines mikroskopischen Nachweises wird heutzutage
vor allem die PCR zur Diagnostik der Leptospirose verwendet. Direkte
Nachweismethoden gelten nur im positiven Fall als beweisend. Ein negatives
Ergebnis schliel3t eine Infektion nicht aus (LEVETT, 2001).

2.1.1.1. Kultureller Nachweis

Die Anzucht von Leptospiren aus klinischem Probenmaterial erfordert selektive
Spezialmedien, ist zeitintensiv und gelingt meist nur, wenn das Material frisch ist
(THIERMANN, 1984; LANGSTON und HEUTER, 2003). Blutproben sollten
wahrend der Phase der Leptospirdmie, in der ersten Woche nach Infektion,
genommen werden (MCCRUMB et al., 1957). Eine Anzucht aus Urinproben
kann erst ab der zweiten Woche nach Ansteckung erfolgen. Die Dauer der
Ausscheidung der Leptospiren tber den Urin variiert individuell und kann bis zu
mehrere Wochen betragen (BAL et al.,, 1994). Da Leptospiren nicht lange in
saurem Urin Uberleben kénnen, sollte der Urin schnellstmoglich zentrifugiert und
der Niederschlag, das sogenannte Pellet, mit phosphatgepufferter Salzldsung
(PBS) versetzt werden, um den pH-Wert anzuheben (FAINE, 1982; LEVETT,
2001). Falsch-negative Ergebnisse konnen sich durch zuvor verabreichte
Antibiotika ergeben (TURNER, 1970).

Als Medium eignen sich fllssige oder halbfeste Spezialmedien, denen entweder

bovines Serumalbumin (BSA) und Polysorbat 80 (Tween® 80) oder eine
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Kombination aus Polysorbat 80 und 40 (Tween® 80 und 40) zugegeben werden
(ELLIS, 1986). Beides ist in dem von ELLINGHAUSEN und MCCULLOUGH
(1965) entwickelten und von JOHNSON und HARRIS (1967) modifizierten
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris-Medium (EMJH) enthalten
(ELLINGHAUSEN und MCCULLOUGH, 1965; JOHNSON und HARRIS,
1967). Wegen des extrem langsamen Wachstums der Leptospiren sind Kulturen
sehr anfallig fir bakterielle Kontaminationen, die die Leptospiren meist
uberwuchern (TURNER, 1970). Eine Reduktion dieser potenziellen bakteriellen
Kontamination kann durch das Umsetzen von Teilkulturen in mit Antibiotika
versetzte Zellkulturmedien, durch Subkultivierungen oder das Erstellen von
geometrischen Verdunnungsreihen der jeweiligen Kultur gelingen (TURNER,
1970; FAINE, 1982). Antibiotika, die Selektivmedien zugesetzt werden, sind
beispielsweise 5-Fluoruracil (JOHNSON und ROGERS, 1964) oder eine
Mischung aus Rifamycin, Polymyxin, Neomycin, 5-Fluoruracil, Bacitracin und
Actidion (ADLER et al., 1986). Die Kultivierung erfolgt bei 28 — 30 °C
(TURNER, 1970). Die Inkubationszeit betrdgt mindestens 16 Wochen. Bevor eine
Probe als sicher negativ bewertet werden kann, sollte 26 Wochen gewartet werden
(ELLIS, 1986). Die Kulturen werden Uber diesen Zeitraum wdchentlich mittels
Dunkelfeldmikroskopie auf das Vorhandensein von Leptospiren Uberprift
(TURNER, 1970). Isolierte Leptospiren werden schlieRlich gegebenenfalls mittels
antigenetischer oder molekulartechnischer Verfahren genauer identifiziert
(FAINE, 1982; LEVETT, 2001). Die Sensitivitat der Kultur ist abhdngig vom
Krankheitsverlauf und dem verwendeten Probenmaterial und liegt je nach Studie
bei 5,0 — 50,0 %. Die Spezifitat betragt 100 % (LEVETT, 2001).

2.1.1.2. Mikroskopischer Nachweis

Die Dunkelfeldmikroskopie aus Korperflissigkeiten wie Blut, Urin, Liquor sowie
Peritonealflissigkeit ist im Hinblick auf die Diagnose einer Leptospirose wenig
sensitiv. und wenig spezifisch (LEVETT, 2001). Um eine Leptospire pro
Hauptgesichtsfeld (high power field, hpf) sehen zu kdnnen, ist eine Mindestmenge
von 1 x 10* bis 2 x 10* Leptospiren pro Milliliter (ml) nétig (TURNER, 1970).
Die mikroskopische Untersuchung von Blutproben ist nur wahrend der ersten
Tage einer akuten Infektion erfolgsversprechend (LEVETT, 2001). Die
Interpretation der Prédparate ist oft schwierig, da die Bakterien mit Fibrin oder

Proteinfaden, die eine brownsche Molekularbewegung zeigen, verwechselt
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werden konnen (TURNER, 1970). So kann es zu falsch-positiven Ergebnissen
kommen (TURNER, 1970). Auch die Sensitivitat der Methode ist niedrig. Sie
kann durch Farbemethoden gesteigert werden. Dazu zdhlt zum Beispiel (z. B.) die
Immunfluoreszenz (HENRY et al., 1971; HODGES und EKDAHL, 1973; ELLIS
et al., 1982; BOLIN et al., 1989). Bei dieser Methode werden Antiseren gegen
definierte L.-Serovare, die mit Fluoreszenz-Farbstoffen konjugiert sind, versetzt
und unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet (HODGES und EKDAHL,
1973; BOLIN et al.,, 1989). Diese Nachweismethode ist serovarspezifisch
(HODGES und EKDAHL, 1973). Weitere Methoden zur Farbung sind
Immunperoxidasefarbung (TRIPATHY und HANSON, 1974; TERPSTRA et al.,
1983), Silberfarbung (MURRAY und FIELDING, 1936) und Immunhistochemie
(UIP et al., 1992; ZAKI und SHIEH, 1996; HAAKE et al., 2000; WILD et al.,
2002).

2.1.1.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR ist eine Methode um spezifische Desoxyribonukleinsaure (DNA)-
Fragmente millionenfach zu amplifizieren. Kleinste Mengen genetischen
Materials reichen somit aus, um eine fir herkdmmliche Messmethoden
bestimmbare Menge zu synthetisieren (SAIKI et al., 1985). In einem zweiten
Schritt werden die Amplifikate mittels Hybridisierung mit Gensonden oder
Agarosegelelektrophorese visualisiert (GARIBYAN und AVASHIA, 2013). Im
Jahr 1992 wurde die gPCR von HIGUCHI und Mitarbeitern etabliert. Mit einer
gPCR kann die gewonnene DNA schon wahrend der Amplifikation quantifiziert
werden (HIGUCHI et al., 1992). Fur die gPCR werden Fluoreszenzfarbstoffe, wie
Ethidiumbromid (HIGUCHI et al., 1992) oder SYBR® Green |, verwendet
(LEVETT et al., 2005). Eine andere Variante ist das Prinzip des Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfers (FRET), wie sie bei TagMan®-Sonden Anwendung
findet. Diese Sonden sind an einem Ende mit einem Quencher (Akzeptor) und am
anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (Donor), wie 6-Carboxy-
Tetramethylrhodamin (TAMRA) bzw. 6-Carboxy-Fluorescein (FAM), markiert
(LEUTENEGGER, 2001). Durch die rdumliche N&he zwischen Quencher und
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff wird die Fluoreszenz unterdriickt. Wenn die Tag-
Polymerase die Sonde wahrend der Synthese des Gegenstranges abbaut, entfernen
sich dadurch der Quencher und die fluorogene Sonde voneinander, wodurch eine
steigende Fluoreszenz gemessen werden kann (LEUTENEGGER, 2001). Je mehr
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Amplifikate entstehen, umso starker wird das Signal der Fluoreszenz
(LEUTENEGGER, 2001).

Zum Nachweis von Leptospiren bei Mensch und Tier wurden in der
Vergangenheit viele verschiedene PCR-Assays beschrieben (VAN EYS et al.,
1989; WAGENAAR et al., 1994; BROWN et al., 1995). Es gibt PCR-Protokolle,
die auf der Detektion von Zielsequenzen fur die 16S-ribosomale Ribonukleinsaure
(-rRNA), ein in Bakterien universell vorkommendes Gen (MERIEN et al., 1992),
oder die 23S-rRNA (WOO et al., 1997) beruhen. Andere PCR-Verfahren nutzen
repetitive Elemente oder Endoflagellin-Gene als Zielbereiche (WOODWARD und
REDSTONE, 1993; SAVIO et al., 1994). Mit diesen Verfahren werden sowohl
pathogene als auch apathogene Leptospiren nachgewiesen. Gerade fiur die
klinische Diagnostik wurde daher nach Genen gesucht, die spezifisch flr
pathogene Leptospiren sind. PCR-Protokolle, die das lipL32-Gen (LEVETT et al.,
2005) oder immunoglobulin-like proteins A oder B (ligA oder ligB)
(PALANIAPPAN et al., 2005) nachweisen, sind spezifisch flir pathogene
Leptospira spp.

Es gibt bisher keine allgemein giltige Ubereinkunft, welche Gene oder Primer fiir
die Leptospirendiagnostik beim Tier verwendet werden sollten. Am haufigsten
werden Protokolle die spezifisch flir das lipL32-Gen sind verwendet (OIE, 2014).
QPCR-Protokolle sind schneller und weniger empfindlich gegenlber
Kontaminationen,  verglichen ~ mit  konventionellen =~ PCR-Protokollen
(PICARDEAU, 2013). Bisher wurden drei gPCR-Protokolle zur
Leptospirendiagnostik validiert (SLACK et al., 2007; AHMED et al., 2009;
THAIPADUNGPANIT et al., 2011).

Als Untersuchungsmaterial fur die PCR eignet sich Urin, Sperma (MASRI et al.,
1997), Vollblut, Liqguor (BROWN et al., 1995), Serum (GRAVEKAMP et al.,
1993) und Organmaterial, insbesondere Material von der Niere (SAVIO et al.,
1994). Urin stellt ein sehr gutes Probenmaterial dar, da es in grofen Mengen
gewonnen werden kann (BAL et al., 1994). AulRerdem lassen sich schon wéhrend
der ersten sieben Tage der Infektion Leptospiren im Urin nachweisen (BAL et al.,
1994). Fur Blut wurde eine Nachweisgrenze von 10 — 100 Leptospiren/ml
angegeben (AHMED et al., 2009; STODDARD et al., 2009) und fur Urin 5 —
172,6 Leptospiren/ml (GERRITSEN et al., 1991; MERIEN et al., 1992; ROJAS
et al., 2010). Die Spezifitdt der PCR variiert zwischen den Protokollen und je
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nach verwendeten Untersuchungsmaterialien und liegt zwischen 93,0 % und
100 % (AHMED et al., 2009; STODDARD et al., 2009). Zu beachten ist, dass die
Anwesenheit von Inhibitoren in klinischen Proben zu falsch-negativen
Ergebnissen fuhren kann (Tabelle 2). Eine Beeinflussung durch Inhibitoren ist vor
allem in Proben, die durch Kot oder Autolyseprodukte verunreinigt wurden,
mdoglich (OIE, 2014).

Tabelle 2: Inhibitoren der Polymerase-Kettenreaktion in klinischem Probenmaterial

Probenmaterial | Inhibitoren Autoren
Blut Héamoglobin, Laktoferrin | AL-SOUD und RADSTROM,
2001
Komplexverbindung AKANE et al., 1994
Hame
Immunglobulin G SHUTLER et al., 1999
Gewebe Kollagen KIM et al., 2001
Kot Gallensalze LANTZ et al., 1997
komplexe Polysaccharide | MONTEIRO et al., 1997
Urin Harnstoff KHAN et al., 1991

2.1.1.4. Multilocus-Sequenztypisierung

Die MLST wurde erstmals 1998 zur Untersuchung des Meningokokken-
Meningitis Erregers (Neisseria meningitidis) beschrieben (MAIDEN et al., 1998).
Das Verfahren dient der Analyse bakterieller Populationsstrukturen.
Ublicherweise werden sechs bis acht interne Fragmente (450 — 500 Basenpaare,
bp) sogenannter Haushaltsgene (,,nhousekeeping genes®) sequenziert, die fiir den
Organismus essentiell und selektionsneutral sind (ENRIGHT und SPRATT,
1999). Bei den untersuchten Loci handelt es sich um hoch konservierte Regionen
von Haushaltsgenen, die eine gewisse Variabilitdt aufweisen (ENRIGHT und
SPRATT, 1999). Anhand der Sequenzvariationen kénnen verschiedene Isolate der
gleichen Spezies unterschieden und verschiedenen Sequenztypen zugeordnet
werden (ENRIGHT und SPRATT, 1999). Die Sequenzen kodnnen anschlieRend
genutzt werden, um phylogenetische Stammbdume zu entwickeln oder
populationsgenetische Analysen zu vollziehen (AHMED et al., 2006). Diese
MLST-Technik beinhaltet eine PCR-Amplifikation und anschlielende DNA-
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Sequenzierung (MAIDEN et al., 1998; AHMED et al., 2006) und dient der
Einteilung der Leptospiren in Genospezies (Tabelle 3). Die einzelnen Genospezies
konnen anhand ihrer Pathogenitat in pathogen, apathogen und intermediér
pathogen unterteilt werden (CERQUEIRA et al., 2010). Bei den intermediar
pathogenen Genospezies ist die Pathogenitdat unklar. So wurden z. B. die
Genospezies L. inadai und L. licerasiae von an Leptospirose erkrankten
Menschen isoliert, eine Ubertragung auf Hamster fihrte allerdings zu keinerlei
Symptomen (SCHMID et al., 1986, MATTHIAS et al., 2008). Eine weitere
Unterteilung in Serogruppen oder Serovare ist mittels MLST nicht mdglich
(AHMED et al., 2006).

Tabelle 3: Genospezies und ihre Pathogenitat innerhalb der Familie Leptospiraceae (nach

LEVETT, 2015)
L. = Leptospira

Genospezies Pathogenitat

L. alexanderi pathogen

L. alstonii pathogen

L. biflexa apathogen

L. borgpetersenii pathogen

L. broomii unklar (intermediér pathogen)
L. fainei unklar (intermediér pathogen)
L. idonii unklar (intermediér pathogen)
L. inadai unklar (intermediér pathogen)
L. interrogans pathogen

L. kirschneri pathogen

L. kmetyi pathogen

L. licerasiae unklar (intermediér pathogen)
L. meyeri apathogen

L. noguchii pathogen

L. santarosai pathogen

L. terpstrae apathogen

L. vanthielii apathogen

L. weilii pathogen

L. wolbachii apathogen

L. wolffii unklar (intermediér pathogen)
L. yanagawae apathogen
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Fur die Genotypisierung von Leptospira spp. sind unterschiedliche MLST-
Schemata verflgbar, die anhand der Analyse verschiedener Haushaltsgene eine
Differenzierung von pathogenen Genospezies erlauben (AHMED et al., 2006;
THAIPADUNGPANIT et al., 2007; BOONSILP et al., 2013). Tabelle 4 zeigt die
vorhandenen MLST-Schemata mit den verwendeten Haushaltsgenen und den

damit nachweisbaren Genospezies.

Tabelle 4: Multilocus Sequenztypisierungs-Schemata zur Differenzierung pathogener
Leptospira-Genospezies

6L = 6-Lokus-Schema; 7L = 7-Lokus-Schema; L. = Leptospira; modifiziertes 7L=
Haushaltsgen fadD ersetzt durch caiB
MLST- Genospezies Haushaltsgene | Autoren
Schema
6L alle pathogenen | adk, icdA, rrs2, | AHMED et al., 2006
Genospezies secY, lipL42,
lipL32
7L L. interrogans, pntA, sucA, THAIPADUNGPANIT
L. kirschneri pfkB, glmU, etal., 2007
mreA, tpiA, fadD
modifiziertes | L. interrogans, pntA, SucA, BOONSILP et al.,
7L L. kirschnerti, pfkB, gimU, 2013
L. borgpetersenii, | mreA, tpiA, caiB
L. noguchii,
L. santarosai,
L. weilii,
L. alexanderi

Nur mit dem 7-Lokus-Schema (7L) ist eine Zuordnung zu Sequenztypen maoglich
(AHMED et al., 2015). Ein Vergleich der Genauigkeit bei der Identifizierung von

Genospezies zwischen dem 7L-Schema und dem 6L-Schema,

ubereinstimmende Ergebnisse der beiden Schemata (AHMED et al., 2011). Sie

zeigt

sind somit gleichermalRen zur Identifizierung von L.-Genospezies geeignet
(AHMED et al., 2011).

2.1.2. Indirekter Erregernachweis
Der indirekte Erregernachweis ist mittels MAT, Objekttrageragglutinations-
Schnelltest, Komplementsbindungsreaktion (KBR) und Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay (ELISA) mdglich. Mit der Einfuhrung des ELISA in der
Leptospirendiagnostik wurde die KBR ersetzt (LEVETT, 2001).

2.1.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Der ELISA ist ein sehr sensitiver und spezifischer Test zum Nachweis von AK
gegen Leptospiren (DEY et al., 2004; DEY et al., 2007). Die AK aus dem zu
testenden Serum werden mit dem an eine Mikrotiterplatte fixierten Antigen in
Kontakt gebracht. Nach anschlieBender Inkubationszeit und mehreren
Waschvorgangen wird ein zu dem Testserum gehérender Enzym-gebundener anti-
Spezies-AK hinzugefugt (GAN und PATEL, 2013). Die Enzymaktivitat wird
schlieBlich mittels eines spezifischen, chromogenen Substrats ermittelt. Die
Intensitat der Farbreaktion ist dabei proportional zu der Menge der AK im Serum
(GAN und PATEL, 2013). Die Durchfiihrung eines ELISA ist standardisierbar,
schnell und einfach. Die Auswertung erfolgt photometrisch (GAN und PATEL,
2013) und ist dadurch objektiver als die Auswertung beim MAT (WHO, 2003).

Es gibt Immunglobulin-G (1gG)- und Immunglobulin-M (IgM)-spezifische
ELISA und solche, die beide AK-Gruppen nachweisen (HARTMAN et al., 1984;
HARTMAN et al., 1986). IgM-AK gegen Leptospiren steigen innerhalb der
ersten Woche post infectionem (p. i.) an, erreichen ihr Maximum zwei Wochen
p. i. und sinken danach wieder ab (LANGSTON und HEUTER, 2003). 1gG-AK-
Spiegel steigen zwei Wochen p. i. an und erreichen ihr Maximum vier Wochen p.
I. (LANGSTON und HEUTER, 2003). Nach einer Impfung steigen IgM-AK
maRig und 1gG-AK deutlich an (HARTMAN et al., 1984). IgG-AK persistieren
uber Monate (HARTMAN et al., 1984). Die Anwendung eines kombinierten
IgM-/1gG-ELISA ist daher, bei nur einer Serumprobe, besser geeignet um
zwischen akuter Infektion und l&nger zuriickliegender Impfung zu unterscheiden,
als der MAT (HARTMAN et al., 1984; CUMBERLAND et al., 1999). Ein IgM-
ELISA kann 24 — 48 Stunden vor dem MAT AK nachweisen; dies entspricht Tag
8 bis 10 nach der Infektion (HARTMAN et al., 1984; LEVETT, 2001).

Die Sensitivitat von IgG-ELISA zum Nachweis von Leptospira-AK wird mit
95,9 % und 96,9 % im Vergleich zum MAT angegeben (DEY et al., 2004; DEY
et al., 2007). Die Spezifitat mit 93,8 % und 97,3 % (DEY et al., 2004; DEY et al.,
2007). In Europa ist ein Schnelltest-IgG-ELISA zum semi-quantitativen Nachweis

der Serovare Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae und Pomona
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erhaltlich (SCHULLER et al., 2015). Diese patientennahen Schnelltests, auch
Point-of-care-Test genannt, ermdglichen eine Untersuchung beim Patienten. Die
Bedeutung von Point-of-care-Tests zur Leptospirendiagnostik nimmt zu, da sie
wenig zeitaufwendig sind (DEY et al., 2007; ABDOEL et al., 2011); sie
ermoglichen so eine Diagnose innerhalb weniger Minuten (ABDOEL et al.,
2011). Die Sensitivitat eines IgM-Schnelltest-ELISA zum Nachweis einer akuten
Infektion liegt bei 100 % und die Spezifitat bei 95,3 % im Vergleich zu einem
IgM/1gG-ELISA der als Referenzmethode verwendet wurde (ABDOEL et al.,
2011).

2.1.2.2. Mikroagglutinationstest

Der MAT wurde von MARTIN und PETTIT entwickelt (MARTIN und PETTIT,
1918) und wurde spater mehrfach modifiziert (SCHUFFNER und MOCHTAR,
1926; COLE et al., 1973; WATT et al., 1988a). Die Methode basiert auf der
Bildung von mikroskopisch sichtbaren Agglutinaten, die durch Reaktionen
zwischen den Serum-AK und den Antigenen der Leptospiren entstehen. Im MAT
werden sowohl 1gG-AK als auch IgM-AK nachgewiesen (NILOOFA et al.,
2015). Eine Unterscheidung zwischen 1gG-AK und IgM-AK ist dabei nicht
moglich (LEVETT, 2001). Ebenso ist bei diesem Test eine Unterscheidung
zwischen Impf-AK und solchen, die infolge einer Infektion produziert wurden,
unmdoglich (BOLIN, 1996).

Bei diesem Nachweisverfahren wird das zu testende Serum mit einer Suspension
lebender oder abgetdteter Leptospiren vermischt. Die entstehenden Agglutinate
werden mittels Dunkelfeldmikroskop beurteilt (TURNER, 1968). Der Grad der
Agglutination wird anhand der Proportion noch frei vorhandener Leptospiren
ermittelt. Er variiert von 100 % (keine freien Leptospiren zwischen den
Agglutinaten sichtbar) Uber unterschiedliche Abstufungen bis zu 0%
(ausschlieBlich freie Leptospiren und keine Agglutinate sichtbar) (TURNER,
1968).

Bei dem MAT werden zwei Schritte durchgefuhrt, zum einen ein Screening auf
die vorhandenen Serogruppen und zum anderen ein quantitativer Test, um die
Hohe der Titer zu ermitteln (TURNER, 1968). Jedes Serum, das eine
Agglutination von mindestens 50,0 % der Leptospiren verursacht, wird als positiv
beurteilt (TURNER, 1968; LANGSTON und HEUTER, 2003). Im Anschluss
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folgt die Quantifizierung mit jeweils zweifacher Verdinnung des Serums
(TURNER, 1968). In der Regel werden folgende Verdunnungen untersucht:
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200, 1:6.400, 1:12.800, 1:25.600,
1:51.200, 1:102.400 und 1:240.800. Bei den meisten Laboratorien werden Titer
> 1:100 als positiv angegeben (FAINE, 1982; LEVETT, 2001).

Der MAT ist serogruppen- und nicht serovarspezifisch, da die AK zwischen den
einzelnen Serovaren der gleichen Serogruppe stark kreuzreagieren (LEVETT,
2001). Fir den MAT werden entweder Serovare verwendet, die in der Region am
haufigsten vorkommen, oder représentative Serovare aus jeder Serogruppe
(WHO, 2003). MAT zur Diagnostik bei Hunden enthalten in der Regel fiinf bis
acht Serovare (Tabelle 5) (WHO, 2003; SYKES et al., 2011; SCHULLER et al.,
2015).

Tabelle 5: Serogruppen mit ihren Serovaren, die in einem Mikroagglutinationstest zur
Leptospirendiagnostik bei Hunden in Europa enthalten sein sollten (nach SCHULLER et al.,
2015)

Serogruppe Serovar
Australis Australis
Autumnalis Autumnalis
Canicola Canicola
Grippotyphosa Grippotyphosa
Icterohaemorrhagiae Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Sejroe

Auch die Zuordnung zu einer Serogruppe ist mittels MAT nicht immer eindeutig
moglich. Studien haben gezeigt, dass die durch den MAT ermittelte Serogruppe in
weniger als der Halfte aller Falle mit der in der Kultur ermittelten Serogruppe
ubereinstimmt (LEVETT, 2003; MILLER et al., 2011). Erkl&rungen hierfur sind
das Auftreten von Kreuzreaktionen, paradoxen Reaktionen und die Verwendung
von verunreinigten Kulturen (MILLER et al., 2011). Kreuzreaktionen entstehen
sowohl dadurch, dass der MAT IgM- und IgG-AK nachweist als auch dadurch,
dass unterschiedliche Serovare die gleichen Antigene aufweisen kodnnen
(LEVETT, 2001). Treten hohere Kreuzreaktionstiter gegen Serovare auf, die nicht
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an der Infektion beteiligt sind, spricht man von ,paradoxen Reaktionen®.
Paradoxe Reaktionen findet man h&ufiger bei friihen Infektionen und wenn viele
verschiedene Serovare in der Population vorkommen (LEVETT, 2001; MACIEL
et al., 2008; SYKES et al., 2011). Der MAT ist in der Regel zehn bis zwélf Tage
nach dem Auftreten der ersten Krankheitsanzeichen positiv. Ein einmalig
gemessener AK-Titer lasst jedoch nicht auf das Vorliegen einer Leptospirose
schlielen. Nur ein vierfacher Titeranstieg (zwei Titer-Stufen) innerhalb von ein
bis zwei Wochen, bei einem nicht kurzlich geimpften Tier, ist beweisend flr eine
akute Infektion (MILLER et al., 2011; FRAUNE et al., 2013). Titer, die durch
friheren Erreger-Kontakt, chronische Infektionen oder langer zurlckliegende
Impfungen entstanden sind, verédndern sich nur langsam oder gar nicht (SYKES et
al., 2011).

Der MAT kann nicht standardisiert werden, da lebende Leptospirenkulturen
benotigt werden und unterschiedliche Faktoren, wie z. B. Alter und Dichte der
Antigenkulturen, die Agglutination beeinflussen kénnen (BORG-PETERSEN und
FAGROEUS, 1949; CARBREY, 1960). RegelmaRige Qualitatskontrollen sollten
durchgefuhrt werden, um sicher zu gehen, dass die Kulturen der unterschiedlichen
Serovare nicht vermischt werden (WHO, 2003; CHAPPEL et al., 2004;
CERQUEIRA et al., 2010). Falsch-negative Ergebnisse kénnen auftreten wenn
das infizierende Serovar nicht in der Serovar-Auswahl des MAT enthalten ist
(SYKES et al., 2011). Falsch-positive Ergebnisse entstehen durch das
Vorhandensein von Agglutinaten anderer Ursachen. Dies ist unter anderem dann
moglich, wenn sogenannte ,,Brutnester oder Schwebstoffe im Serum vorhanden
sind, wobei letztere zu einer Adhasion der Leptospiren fiihren kénnen (TURNER,
1968). Dabei werden unter Brutnestern Ansammlungen miteinander verwickelter
lebender und toter Leptospiren verstanden (LARSON et al., 1959). AuRerdem
kann es zu Spontanagglutinationen bei mit Formalin behandelten Suspensionen
kommen, was ebenso die Aussagekraft des Ergebnisses beeinflussen kann
(TURNER, 1968). Vorteile des MAT sind, dass er weit verbreitet und
kostengunstig ist und viele Daten zu seiner Verwendung existieren; dadurch sind

Ergebnisse relativ gut miteinander vergleichbar (SYKES et al., 2011).

Die Sensitivitat und die Spezifitat sind von der gewéhlten Toleranzgrenze, auch
Cut-off genannt, und der gewahlten Methode abhé&ngig. Der Cut-off legt fest, ab

welchem Wert ein Untersuchungsergebnis als positiv oder negativ bewertet
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werden soll (SHARMA und JAIN, 2014). Beziglich der Sensitivitdt des MAT mit
abgetoteten Leptospiren gibt es widersprichliche Untersuchungsergebnisse.
TURNER (1968) beschreibt eine niedrigere Sensitivitdt und vermutet eine
Interaktion mit dem zum Abt6ten verwendeten Formalin (TURNER, 1968).
PALMER und Mitarbeiter (1987) konnten bei der Verwendung von abgettteten
Leptospiren hingegen eine hohere Sensitivitdt nachweisen (PALMER et al.,
1987). Dies konnte daran liegen, dass die Agglutinate, die sich durch abgetttete
Leptospiren bilden, auffalliger und damit im Dunkelfeldmikroskop besser zu
erkennen sind (TURNER, 1968). Tests mit abgetOteten Leptospiren haben
zusatzlich den Vorteil, sicherer fiir das Laborpersonal zu sein (LEVETT, 2001).
Eine Studie mit 42 Hunden mit Verdacht auf Leptospirose hat die Sensitivitat und
Spezifitat eines einmalig gemessenen Titers mit der einer Serokonversion
(mindestens vierfacher Titeranstieg) verglichen. Die Sensitivitat des MAT zum
Nachweis einer Infektion bei einem einmalig gemessenen Titer > 1:800 lag bei
50,0 % im Vergleich zu einem vierfachen Titeranstieg. Die Spezifitat lag bei 100
% im Vergleich zu einer Serokonversion (FRAUNE et al., 2013). Die Sensitivitét
eines Titerpaares mit mindestens 4fachem Anstieg lag bei 100 % und die
Spezifitat bei 92,0 % (FRAUNE et al., 2013). Eine andere Untersuchung zeigte
eine laborabhéngige Sensitivitat und Spezifitat. Die Sensitivitat eines einmalig
gemessenen Titers > 1:800 zur Diagnose einer Leptospirose lag hier je nach
verwendetem Laboratorium zwischen 22,0 % und 67,0 % im Vergleich zu einem
4fachen Titeranstieg oder eine positiven Urin-PCR (MILLER et al., 2008). Die
Spezifitat eines einmalig gemessenen Titers > 1:800 lag zwischen 69,0 % und
100 % (MILLER et al., 2008).

2.2 Humane Leptospirose

Eine Diagnosestellung ist bei der humanen Leptospirose oft schwierig, da die
Krankheitssymptome sehr vielféltig sind (GUERRA, 2009). Die gesicherte
Diagnose wird mit Hilfe der Kombination aus Anamnese, Klinischen Symptomen,
labordiagnostischen  Veranderungen und einem direkten oder indirekten
Erregernachweis gestellt (LEVETT, 2001; GUERRA, 2009).

2.2.1. Direkter Erregernachweis
Ein Nachweis von Leptospiren beim Menschen mittels PCR ist drei bis sieben

Tage nach dem Auftreten klinischer Symptome aus Vollblut und nach zehn bis 14
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Tagen aus Urin moglich (LEVETT, 2001).Bisher wurden nur wenige PCR-
Assays zur Leptospirendiagnostik beim Menschen validiert (PICARDEAU et al.,
2014). Die Sensitivitat liegt zwischen 43,0 % und 96,4 % und die Spezifitat
zwischen 87,0 % und 99,5 % im Vergleich zu einer positiven Kultur und/oder
MAT (SLACK et al., 2007; THAIPADUNGPANIT et al., 2011). Darlber hinaus
ist eine kulturelle Anzucht aus Blut und Urin mdglich (LEVETT, 2001). Auf
Grund des sehr langsamen Wachstums der Leptospiren ist die Kultur allerdings
nicht fiir den schnellen Nachweis einer Infektion geeignet (GUERRA, 2009).

2.2.2. Indirekter Erregernachweis

In der humanen Leptospirendiagnostik gilt der MAT immer noch als
Goldstandard (MUSSO und LA SCOLA, 2013). Ein ELISA kann zunéchst als
Screeningtest durchgefihrt werden, der jedoch im positiven Falle mittels MAT
bestatigt werden muss (WHO, 2003). IgM-AK kdnnen bereits nach vier bis finf
Tagen nach Infektion mittels ELISA nachgewiesen werden und sind damit drei
Tage friher nachweisbar als IgG-AK (SILVA et al., 1995; BAJANI et al., 2003;
DOUNGCHAWEE et al., 2008). IgM-ELISA werden vor allem in
Endemiegebieten als Point-of-Care Test verwendet, da sie eine hohe Sensitivitét
und Spezifitat zeigen (BAJANI et al., 2003). Die Sensitivitat der IgM-Schnelltest-
ELISA liegt zwischen 86,5 % und 93,2 % im Vergleich zum MAT (BAJANI et
al., 2003). Die Spezifitat liegt zwischen 89,6 % und 98,8 % (BAJANI et al.,
2003). AuBerdem konnen die Ergebnisse innerhalb weniger Minuten abgelesen

und eine Therapie schnellstmdglich begonnen werden (GOARANT et al., 2013).

Fur die humane Leptospirendiagnostik werden in der Regel 19 bis 20 Serovare fir
einen MAT verwendet (Tabelle 6) (WHO, 2003). AK-Titer > 1:200 in einer
einzelnen Probe gelten als verdachtig fir eine Leptospirose (GUERRA, 2009). In
Endemiegebieten wird ein hoherer Cut-off empfohlen. Hier finden sich auf Grund
friherer Infektionen haufig niedrige Titer innerhalb der gesamten Population
(GUERRA, 2009). Ein mindestens vierfacher Titeranstieg zwischen zwei
Serumproben innerhalb von zwei Wochen gilt als beweisend fiir eine akute
Infektion (LEVETT, 2001; GUERRA, 2009).

Die Sensitivitat des MAT zur Diagnose einer Leptospirose, mit einem Cut-off-
Titer > 1:800, liegt in frithen Krankheitsstadien (< sieben Tage) bei 30,0 %, in
spateren  Krankheitsstadien (> 15 Tage) bei 89,0% wund in der
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Rekonvaleszenzphase bei 76,0 % (CUMBERLAND et al., 1999). Die Spezifitat
betragt 95,0 — 100 % (CUMBERLAND et al., 1999; LEVETT und BRANCH,
2002; PALANIAPPAN et al., 2007).

Tabelle 6: Serogruppen mit ihren Serovaren, die in einem Mikroagglutinationstest zur
Leptospirendiagnostik beim Menschen enthalten sein sollten (hach WHO, 2003)

MAT = Mikroagglutinationstest

Serogruppe Serovar
Australis Australis
Autumnalis Autumnalis
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Cynopteri Cynopteri
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Javanica Javanica
Panama Panama
Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Hardjo
Sejroe
Wolffi
Tarassovi Tarassovi
Semaranga Patoc
3. Prophylaxe

Da es sich bei der Leptospirose um eine potenziell todlich verlaufende
Infektionskrankheit handelt, sollten geeignete Malinahmen zur Prophylaxe
getroffen werden. Die Aufklarung von Risikogruppen, insbesondere Tierhaltern,
denen die Rolle von Haustieren als Infektionsquelle haufig nicht bewusst ist, ist
hierbei besonders wichtig (DAMBORG et al., 2015). Studien haben gezeigt, dass
ein hoher Prozentsatz von Tierhaltern (33,0 — 40,0 %) ihren Haustierarzt als

wichtigste Quelle fir Aufklarung bezuglich Zoonosen angeben (PFUKENYI et
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al., 2010; SANDHU und SINGH, 2014). Eine Studie aus den USA befasste sich
mit dem Kenntnisstand von Tierheim-Mitarbeitern im Hinblick auf Zoonosen.
Diese Studie ergab, dass das geringste Wissen (ber Ansteckungswege beim
Menschen und beim Tier sowie bezlglich empfanglicher Arten und klinischer
Symptome Uber Leptospirose vorhanden war (STENERODEN et al., 2011). In
einer anderen Studie aus den USA gaben 80,0 % der Hundehalter an, ihre Tiere
nicht gegen Leptospirose impfen zu lassen (SANDHU und SINGH, 2014). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Aufklarung Uber das Zoonosepotenzial von

Leptospirose sehr wichtig ist.

3.1 Prophylaxe beim Hund

In der Veterindrmedizin werden inaktivierte Impfstoffe gegen Leptospirose zur
Prophylaxe eingesetzt (LEVETT, 2001). Die Immunitat, die sich gegen
Leptospiren Dbildet, ist Uberwiegend humoral und Serogruppen-spezifisch
(ADLER und FAINE, 1977). Daher ist es wichtig, dass die eingesetzten
Impfstoffe die in der Region ublichen Serogruppen enthalten (LEVETT, 2001).
Weltweit gibt es verschiedene mono-, bi-, tri- und quadrivalente Einzelimpfstoffe,
sowie eine Vielzahl an Kombinationsvakzinen. In Deutschland sind Leptospirose-
Impfstoffe fur Rinder und Hunde zugelassen (PAUL-EHRLICH-INSTITUT,
2016). Die Tabelle 7 zeigt die fur Hunde in Deutschland zugelassenen

Einzelimpfstoffe gegen Leptospirose.

Nach den Leitlinien der stdndigen Impfkommision Veterindr (StIKo Vet) in
Deutschland gehort die Leptospiroseimpfung beim Hund zu den sogenannten
Core-Komponenten. Core-Komponenten sind Krankheiten, gegen die Hunde
immer geimpft sein sollten. Fir einen moglichst umfassenden Impfschutz sollte
ein quadrivalenter Impfstoff verwendet werden (STIKO VET, 2013). Die
Grundimmunisierung besteht aus einer zweiphasigen Impfung im Abstand von
drei bis vier Wochen ab der achten Lebenswoche. Abschlielend erfolgt eine
weitere Impfung nach zwolf Monaten. AnschlieBend wird eine jéhrliche, in
Endemiegebieten sogar halbjahrliche, Wiederholungsimpfung empfohlen (STIKO
VET, 2013).



I1. Literaturiibersicht

23

Tabelle 7: In Deutschland fiir Hunde zugelassene Einzelimpfstoffe gegen Leptospirose

Canicola

Impfstoffname | Serovar Zulassungsinhaber
Eurican® L Icterohaemorrhagiae | MERIAL GmbH
Canicola
Eurican® Icterohaemorrhagiae | MERIAL GmbH
Lmulti .
Canicola
Grippotyphosa
Nobivac® Icterohaemorrhagiae | MSD Tiergesundheit Deutschland
Lepto .
Canicola
Nobivac® L4 Icterohaemorrhagiae | MSD Tiergesundheit Deutschland
Canicola
Bratislava
Grippotyphosa
Vanguard® Icterohaemorrhagiae | Zoetis Deutschland GmbH
Lepto ci

Versican® L3

Icterohaemorrhagiae

Zoetis Deutschland GmbH

Canicola
Grippotyphosa
Versican® Plus | Icterohaemorrhagiae | Zoetis Belgium SA
L4 .
Canicola
Grippotyphosa
Bratislava
Virbagen® Icterohaemorrhagiae | VIRBAC Tierarzneimittel GmbH
Lepto .
Canicola
3.2. Prophylaxe beim Menschen

Impfungen beim Menschen sind ebenfalls moéglich. 1978 wurde in China ein
bivalenter Impfstoff entwickelt, Uber dessen Wirksamkeit im Jahr 2003 eine
Studie verdffentlicht wurde. In einem Gebiet in dem Leptospirose endemisch ist,
wurden in der Landwirtschaft arbeitende Menschen in zwei Gruppen aufgeteilt.
Die eine Gruppe erhielt einen bivalenten Impfstoff (Icterohaemorrhagiae und
Hebdomadis), die Kontrollgruppe wurde nicht geimpft. Eine erfolgreiche Impfung
bestand bei einem vierfachen Titeranstieg vier Wochen nach der Impfung; ein
Titer > 1:20 wurde als protektiv gewertet. Eine erfolgreiche Impfung gegen

Icterohaemorrhagiae lag bei 79,2 % der Menschen und gegen Hebdomadis bei
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77,9 % der Menschen vor (YAN et al., 2003). Die Protektionsrate lag bei beiden
Serogruppen bei 100 %. Die Effektivitdt der Impfung wurde aus der Inzidenz
einer Leptospirose bei ungeimpften versus geimpften Studienteilnehmern
errechnet und lag bei 75,2% (YAN et al., 2003). In Frankreich ist ein
monovalenter Impfstoff fur den Menschen zugelassen (LEVETT, 2001;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2004). In Kuba wurde ein trivalenter Impfstoff
entwickelt (MARTINEZ SANCHEZ et al., 1998). Der Anteil der Menschen, der
AK nach einer Impfung mit vax-SPIRAL® bildeten, lag bei 29,0 % (MARTINEZ
SANCHEZ et al., 1998). Tabelle 8 zeigt die weltweit fiir den Menschen

zugelassenen Impfstoffe gegen Leptospirose.

Tabelle 8: Fur den Menschen zugelassene Impfstoffe gegen Leptospirose und die darin
enthaltenen Serovare

Impfstoffname | Serogruppe/Serovar Zulassungsort
vax-SPIRAL® | Canicola/Canicola Kuba
Icterohaemorrhagiae/Copenhageni
Pomona/Mozdok

SPIROLET® Icterohaemorrhagiae/lcterohaemorrhagiae | Frankreich

(kein Icterohaemorrhagiae/lcterohaemorrhagiae | China

U:%iiﬁgﬁ;n € Hebdomadis/Hebdomadis

Als Kurzzeit-Prophylaxe in Hochrisikogebieten, wie z. B. auf den Andamanen
Inseln, wird eine Doxycyclingabe (200 mg oral pro Erwachsener, einmal
wochentlich) empfohlen (TAKAFUJI et al., 1984; GONSALEZ et al., 1998;
SEHGAL et al., 2000). Durch die prophylaktische Gabe von Doxycyclin wurde
beispielsweise das Risiko von Soldaten in Panama an Leptospirose zu erkranken
von 4,9 auf 0,6 % gesenkt (GUIDUGLI et al., 2000).

Weitere prophylaktische Mafnahmen sind das Vermeiden von Hautkontakt zu
kontaminiertem Wasser sowie von Trinken von nicht aufbereitetem Wasser in
Risikogebieten (KOUTIS, 2007; ZAVITSANOU und BABATSIKOU, 2008). Das
Abkochen des Trinkwassers stellt eine effektive MaRnahme zum Abtdten von
Leptospiren dar (SCHOENEN, 2002). Eine Dezimierung von Ratten und Méusen
kann ebenfalls zu einer reduzierten Ansteckung fuhren (FAINE, 1982). Bei den

Hauptrisikogruppen (z. B. Landwirte) kdnnen verschiedene MalRnahmen zum
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Schutz vor einer Ansteckung ergriffen werden. Diese Schutzmafnahmen
umfassen das Tragen von wasserfesten Schuhen und Handschuhen bei der Arbeit
mit potenziell infektiosem Material (KOUTIS, 2007; ZAVITSANOU und
BABATSIKOU, 2008). Fir Tierdrzte wird eine regelmaRige und grundliche
Handhygiene und, falls nétig, das Tragen von Handschuhen, Mundschutz,
Schutzbrille und Schutzkleidung empfohlen (NASPHYV, 2010). In jedem Fall
sollen Handschuhe bei Kontakt zu potenziell infizierten Tieren und bei Kontakt
mit Urin, Kot, Korperfllssigkeiten, Blut, Se- und Exkreten und Exsudaten
getragen werden (NASPHYV, 2010). Das Bundesinstitut fir Risikobewertung
(BfR) gab 2014 eine Mitteilung heraus, demzufolge insbesondere Menschen aus
Risikogruppen beim Auftreten unklarer fieberhafter Erkrankungen fruhzeitig an
eine  Leptospirose denken und einen  Arzt konsultieren  sollten
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG, 2014).
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Leptospirosis is classified as a re-emerging zoonotic disease with global impor-
tance. The aim of this study was to determine urinary shedding of leptospires

in healthy dogsand ta identify the shedded leptospire species. Furthermore,
antibody presence against leptospires was evaluated. In a prospective study urine
samples of 200 healthy dogs from Upper Bavaria were randomly collected and
evaluated by realtimé polymerase chain reaction (PCR) specific for the lipl32
gene of pathogeric. Leptospira (L) spp. Positive samples were further character-
ized via multilocus sequence typing (MLST) to identify the Leptospira species.
Microagglutination test (MAT) was performed to determine serum antibody titers.
Three of 200 urine samples were found to be PCR-positive resulting in a urinary
shedding prevalence of 1.5% (95% confidence interval 0.3-4.5%). All three dogs
had been vaccinated-before with a bivalent vaccine, covering the serogroups
Canicola and Icterohaemorrhagiae. One dog shed leptospires of the species

L. borgpetersenii{andtWwo of the species L interrogans. Of all dogs, 17.0% had
antibody titers = 1:100, and 3.5% titers = 1:400 to serovars of non-vaccinal sera-
groups.

Healthy dogs thiatshied leptospires represent a possible risk for humans and other
animals. The stugy emiphasizes the impaortance of general hygiene measures in
veterinary practice while handling urine of all dogs, and the use of vaccines that
protect againsta broader range of serogroups and that prevent urinary shedding.

Keywerds: canine leptospirosis, leptospiruria, microagglutination test

Leptospirose ist eine ,Re-emerging”-Zoonose mit globaler Bedeutung. Das Ziel dieser
Studie war es, dig Ausscheidung von Leptospiren im Urin von gesunden Hunden zu
ermitteln und die Spezies der ausgeschiedenen Leptospiren zu bestimmen. Zusatz-
lich wurde die Antikdrperpravalenz gegen Leptospiren ermittelt. Im Rahmen einer
prospektiven Stidie wiurden Urinproben von 200 gesunden Hunden aus Oberbayern
randomisiert gesammelt und mittels einer real-time Polymerase-Kettenreaktion
(PCR), die spezifisch fur das /ipl 32 Gen von pathogenen Leptospira spp. ist, unter-
sucht. Positive Freben wurden mittels Multilocus Sequenzanalyse (MLST) auf die
Leptospira-Spezies untersucht. Zusatzlich wurden Antikérper mittels Mikroagglutina-
tionstest (MAT) pnachgewiesen.

Drei von 200 Urinproben waren in der PCR positiv, die Pravalenz der Leptospirenaus-
scheidung lag damit bei 1,5 % (95 % Konfidenzintervall 0,3-4,5 %). Alle drei Hunde
waren zuvor miteinem bivalenten Impfstoff, der die Serogruppen Canicola und Icte-
rohaemorrhagiae enthielt, geimpft. Ein Hund schied Leptospiren der Genospezies

L. borgpetersenii uRdEWei Hunde der Genospezies L. interrogans aus. Von allen Hun-
den hatten 17.0 % AntikSrpertiter = 1:100, und 3,5 9% Antikdrpertiter = 1:400 gegen
Serogruppen, die nicht in Impfstoffen enthalten waren.
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Gesunde Hunde, die Leptospiren ausscheiden, stellen ein mégliches Risiko far
die Gesundheitaon Menschen und anderen Tieren dar. Diese Studie unterstreicht
die Wichtigkeitwon generellen HygienemaBnahmen in der tierdrztlichen Praxis
beim Arbeiten mit Hundeurin und die Verwendung von Impfstoffen die gegen
ein breiteres Spektrum an Serogruppen und vor der Ausscheidung Gber den Urin

schiitzen.

Schliisselwbrter: Canine Leptospirose, Leptospirurie, Mikroagglutinationstest

Introduction

Leptospirosis is one of the most widespread zoonotic
diseases in the world and has been recognized as'a
re-emerging infectious disease in humans as well as in
dogs (Levett, 2001; Langston and Heuter, 2003). Patho-
genic Leptospira spp. cause a broad spectrum of clinieal
signs in dogs, which range from asymptomatic forms
to severe diseases with high mortality (Langston ‘and
Heuter, 2003). Contact to dogs is reported as a risk factor
for human infection (Weekes et al., 1997; Levett, 2001;
Jansen et al., 2005; Hoenigl et al., 2014). Asymptomatic
as well as sick dogs can shed leptospires in their urine
and can be responsible for environmental contamination
and infection of their owners (Levett, 2001). Human ‘as
well as canine leptospirosis is of growing importance
in Germany (Geier-Doemling et al., 2003; Jansen et al.,
2005). Leptospira spp. are widespread in the German
wildlife population, e. g, with antibody prevalences
of 24.0% in wild boars, and 2.0% in foxes (Muller and
Winkler, 1994; Schénberg et al., 1999; Geier-Doemling
et al., 2003) and leptospiral DNA found in 10.0% of
rodents and small mammals (Mayer-Scholl et al., 2014).
These species serve as maintenance hosts or reservoirs.
Based on antibody detection in the microagglutination
test (MAT) in dogs with suspected leptospirosis, the
serogroups of importance in Germany are assumed o
be Bratislava, Grippotyphosa, Saxkoebing, Sejroe, and
Pomona (Geier-Doemling et al., 2003; Gerlach and Ste-
phan, 2007; Geisen et al., 2008). The most common $ero=
groups in dogs suspicious for leptospirosis in Germany
belong to the species L. interrogans (Australis, Pomona),
L. kirschneri (Grippotyphosa), and L. borgpetersenii
(Saxkoebing, Sejroe) (Geisen et al., 2007; Gerlach and
Stephan, 2007).

Recently, it was shown that 7.1% of dogs in Ireland
(Rojas et al., 2010) and 8.2% of dogs in the United States
(Harkin et al., 2003b) shed leptospiral organisms:in
their urine. The prevalence of asymptomatically infected
and Leptospirna-shedding dogs in Germany is unknown.
Therefore, the aim of this study was to evaluate urinary
shedding of leptospiral organisms in healthy dogs from
Upper Bavaria using real-time PCR. Multilocus sequence
typing was applied to identify the species of the shed
leptospires. In addition, prevalence of antibodies against
leptospires in healthy dogs was assessed using MAT.

Material and Methods

Dogs

200 healthy dogs that were presented to the Clinic of
Small Animal Internal Medicine, Ludwig-Maximilians=
University, Munich, Germany, and to the Small Ani-
mal Hospital Ismaning, Germany, were included in this

study. The dogs were randomly selected. Dogs were
presented for routine preanesthetic examination or a
routine health check, and had blood and urine samples
drawn for these purposes. Health status was determined
based on the results of physical examination and history.
Dogs with a history of any disease or that had received
antibiotics within four weeks prior to presentation were
excluded from the study.

The study population consisted of 72 crossbreed
dogs and 128 pure breeds, with the most common
breeds represented by Siberian Huskies (n = 18), Lab-
rador Retrievers (n = 15), Golden Retrievers (n = 8),
Flat Coated Retrievers (n = 6), and Australian Shep-
herds (n = 5). 105 dogs were female (55 neutered), and
95 male (34 neutered) with a median age of 4.9 years
(range: 0.5-16 years).

The vaccination status of the study population was
known in 145 out of 200 dogs; 144 of the 145 dogs
had been vaccinated previously with a bivalent vaccine
(Canicola and Icterohaemorrhagiae) against leptospiro-
sis within the last year.

Sample collection

A complete blood count (CBC) and a serum biochemi-
cal panel, including urea, creatinine as well as alkaline
phosphatase (ALP) and alanine transaminase (ALT)
activities were evaluated. Serum samples were stored at
-20°C until determination of Leptospima antibody titers
by MAT.

Urine samples were collected by cystocentesis (n = 77)
or free-catch (n = 123), with sample volumes of a mini-
mum of 10.0 ml and a maximum of 30.0 ml. Urinalysis
was performed on all samples, including urine specific
gravity, dipstick, and microscopic sediment analysis.
Urine was stored at 4°C for a maximum of 24 hours.
Polycarbonate screw cap bottles (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA) with a maximal filling volume of 40.0 ml were
used to centrifuge the collected urine. Urine samples
were centrifuged at 13 000 x g for 10 minutes, the super-
natant was discharged, and the pellets were transferred
into 1.5-ml tubes (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
Samples were centrifuged a second time at 13 000 x g for
10 minutes to separate and remove the remaining urine.
The resulting pellets were re-suspended in 180 pl animal
tissue lysis (ATL) buffer (Qiagen, Hilden, Germany) and
stored at —20°C until further preparation.

DNA extraction

DNA from urine pellets was extracted with the QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions but applying an extended
incubation time of 90 minutes and 54.0 pl AE buffer
(Qiagen, Hilden, Germany) to elute isolated DNA. A
negative control for the extraction (sterile water) was
included in each process batch of ten samples. DNA
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A mix of equal volumes of Lepto-
45 Standard Curve spira from serogroups Icterochaemor-
39,61 rhagiae and Canicola was prepared
w0 36,47 by adding the appropriate number of
5 3244 leptospires into 1.0 ml urine, so that
% 30 27,90 the final concentration was 1 x 10¢
s - 2572 | leptospires per ml. Ten-fold dilutions
E 5 were prepared. DNA was extracted as
E described above.
% °
£ s Real-time PCR
The PCR assay was designed to amplify
10 the lipL32 gene of pathogenic Lepto-
5 spira spp. The TagMan protocol and
primers (forward primer, 5-AAG CAT
o 5 5 . - . TAC CGC TTG TGG TG-3'; reverse
primer, 5-GAA CTC CCA TTT CAG
Log quantity of Leptospira concentration y = -3,63x + 47,00 CGA TT-3; probe, FAM-5-AA AGC
R? = 0,968 Efficiency = 90,5% CAG GAC AAG CGC CG-3'-BHQ1)

FIGURE 1: Analytical sensitivity of the lipL32 real-time polymerase chain reac-
tion assay with DNA extracted from ten-fold serial dilutions of Leptospira interro-
gans serovars Canicola and Icterohaemorrhagiae diluted in negative dog urine. The
standard curve graph associated with the amplification are shown. The assay was
performed with a range of 1.0 x 10° to 1.0 x 10" leptospires/ml of extracted DNA as
template. No amplification was detected in reaction of 1.0 x 10" leptospires/ml.

TABLE 1: Signalment, vaccination status (all dogs were vaccinated with vacci-
nes containing Canicola and Icterohaemorrhagiae), reasons for presentation at the

clinic, and microagglutination test titers of urine PCR-positive dogs

concentrations were quantified using a spectrophoto-
meter (NanoDrop ND-1000, PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Germany).

Quantification of Leptospira spp. organisms

A standard curve was generated by spiking a urine
sample of a dog not infected with Leptospira with known
numbers of Leptospira inferrogans organisms belonging,
to the serogroups Icterohaemorrhagiae and Canicola
(Fig. 1). The dog was antibody-negative by MAT and
was euthanized due to a hemangiosarcoma. At necropsy
the dog showed no signs of liver or kidney disease. The
concentration of both Leptospira serovars in a six-week+
old culture in liquid Ellinghausen-McCullough-John-
son-Harris Medium (EMJH, Becton Dickinson, Heidel-
berg, Germany) was determined using a Petroff-Hausser
Chamber (EMS, Hatfield, Pennsylvania).

described by Stoddard et al. (2009)
was used. Specificity of primers and
probe was confirmed by BLAST
(see:  httpi//blast.ncbinlm.nih.gov/
blast.cgi [accessed 13 January 2012];
Altschul etal., 1997). The real -time PCR
was performed using the Mx3000P
and the Mx3005P cycler (Stratagene,
Agilent Technologies GmbH & Co.
KG, Waldbronn, Germany) and TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Final reaction conditions were 900 nmol/l of each primer,
400 nmol/l of the probe, 2.5 pl of DNA extract from
spiked or clinical specimens in a final volume of 25.0 pl.
The amplification protocol consisted of 2 minutes at
50°C, then 10 minutes at 95°C, followed by 45 cycles
of-amplification (95°C for 15 seconds and 60°C for 60
seconds), finishing with a cooling cycle at 25°C for 10
minutes. Each urine sample was tested in triplicates and
each dilution of the standard curve in duplicates. Each
run included a negative control.

The assay allowed the detection of 1x 107 leptospires/ml
in urine with a Ct value of 39.6 (Fig. 1). A sample was
considered positive if three out of three assay results
were positive in the triplicate test, and if Ct values were
< 39.0. All PCR controls, that contained no Leptospira
organisms, tested negative. Assay
optimization comprising evaluation
of the primer concentrations (forward
and reverse) for a given template, test-
ing different probe concentrations and

No. | Breed Gender Age Last vaccina- Reasons for MAT titer leE:rent annealmg, t_emperatures, did
(years) |tionagainst | presentation not improve the efficiency of the assay.
leptospirosis

1 Irish Setter female 2 11 months hip radiographs { 1:100 Australis, Genotypirlg

neutered befurepresgn- ‘I:lUOIcterD-l Genotyping was performed on the
tation, previ- haemorrhagiae  hagis of MLST targeting six genes
ously yearly .

2 Jack Russell female [ 14 months neutaring 1:1,600 Ictero- = def“cnbed b}" i_\hmed et al. (2006)'
before prasen- haemorrhagiae, 11 this MLST, six target genes are
tation, previ- 1200 Grippoty-  included, namely adk (adenylate
ously yaarly phosa, kinase), fcdA (isocitrate dehydroge-

:igg E‘:J'"_’eﬂl nase), lipL32 (outer membrane lipo-

[ brotein lipL32), rrs2 (168 tRNA), secY

3 Ratonero male neutered |4 2 months routine health | negative (Pre'Prmem translocase  SecY pro-
Bodaguero before presen- | chack tein), and lipL41 (outer membrane
tation, previ- Lipoprotein LipL41). Amplifications

ously yearly were performed using the Master
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L. interrogans Bataiae

L. intemrogans Autumnalis

dog Mo. 3, ms2

L. interrogans Icterchaesmomhagiae
L. imerogans Pyrogensas

L. interrogans Bratislava

L. intemrogans Australis

L. interrogans Copenhageni

dog No. 2, ms2

L. intesrogans Copenhageni (Ref.)
B L. intemogans Canicola

L, inemogans. Hardjo

L. interrogans Hebdomadis

L. kirschner Grippotyphosa

L. noguchii Panarma

L santarosal Shemmani

Microagglutination test (MAT)

The MAT was performed as described by Cole
et al. (1973). Serum samples were analyzed for
antibodies against eight locally common Lepto-
spira serovars: Australis (serogroup Australis),
Autumnalis (serogroup Autumnalis), Bratislava
(serogroup Australis), Canicola (serogroup Cani-
cola), Copenhageni (serogroup Icterohaemor-
rhagiae), Grippotyphosa (serogroup Grippo-
typhosa), Pomona (serogroup Pomona), and
Saxkoebing (serogroup Sejroe). Two-fold dilu-
tions of serum from 1:100 to 1:6400 were tested
with the MAT, and the titer was recorded as the
reciprocal of the highest dilution of serum that
agglutinated more than 50.0% of the leptospires.

Statistical methods

L. slexander Manhao 3
L. wailii Celledoni

dog No, 1, ms2

L. borgpetersenii Sejros
L. borgpetersenii Ballum

L. fainei Hurstboidpe
WL[ L. bromii
53l L. inadai Lyme

|T. paraluiscunicull (Red )

BT pallidum (Ref.)

[———1
005

L. borgpetersenii Saxkoebing
B3| L borgpetersenii Tarassod

An a priori power analysis using GraphPad Stat-
Mate (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) was
performed to determine an appropriate sample
size to achieve adequate power. A prevalence
of urinary shedding of leptospires of between
3.5% and 7.0% was expected, and a confidence
level of 95% was used. The a priori power
analysis showed that a sample size of 200 dogs
would be necessary to achieve adequate power
(> 90.0%). Data were recorded on-site using a
commercial spreadsheet program (Excel 2010,
Microsoft, Redmond, USA). Confidence intervals
were calculated using the GraphPad QuickCalcs
website (http://www.graphpad.com/quickcales/
ConfIntervall.cfm [accessed September 2012];
GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Statisti-
cal significance was set as p < (.05,

within the genomospecies L. interrogans.

Cycler pro system (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
and the following reaction conditions: 15 mM MgCI2
(included in the 10 x standard reaction buffer, NEB,
Frankfurt am Main, Germany), (.3 pmol of each primer,
0.2 mM dNTPs (NEB), 1 U Tag DNA Polymerase (NEB),
and 5.0 pl template DNA in a total volume of 50 jpl.
The amplification protocol consisted of 5 minutes at
95°C, followed by 35 cycles of amplification (94°C for 30
seconds and 58°C for 30 seconds, 72°C for 60 seconds),
finishing with 7 minutes at 72°C. The amplification
products were visualizedby gel electrophoresis in 1:6%
agarose gels and purified using the peqGOLD Gel
Extraction kit (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen, Germany) according to the manufacturer’s instrue-
tions. Purified PCR products were sequenced by Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Germany). For sequenging
DNA was diluted to a final concentration of 5.0 ng/ul.
Sequence analyses were performed using the software
MEGA 4 and Neighbor Joining trees were constructed
for each gene and each positive sample according to
Ahmed et al. (2006). Figure 2 shows a representative of
these Neighbor Joining trees, the rs2 gene displays a
housekeeping gene.

FIGURE 2: Neighbor Joining tree based on rrs2 gene sequence. The
bar indicates 0.05 estimated substitution per sequence position. Neigh-
bor Joining trees were constructed for each gene and for each leptospiral
strain according to Ahmed et al. (2006). Dog No. 1 clusters within the
genomospecies L. borgpetersenii. Dog No. 2 and dog No. 3 are clustered

Results

Leptospira spp. shedding

Leptospiral DNA was amplified in urine sam-
ples from three out of 200 dogs. Thus prevalence
of urinary shedding in healthy dogs was 1.5%
(95%; CI 0.3-4.5%). Leptospires found in urine
samples belonged to L. borgpetersenii (one dog) and
L. interrogans (two dogs; Tab. 2). All three dogs had been
vaccinated against leptospirosis (with vaccines that con-
tain the serogroups Canicola and Icterohaemorrhagiae).
CBC, serum biochemical panel, and urinalysis in all three
dogs were unremarkable.

Antibody detection

MAT testing revealed antibody titers of = 1:100 to any sero-
group in 94 dogs (47.0%; 95% CI 40.2-53.9%), and titers
of = 1:400 in 19 dogs (9.5%; 95% CI 6.1-14.4%; Tab. 3).
Titers of = 1:100 to non-vaccinal serogroups were present
in 34 animals (17.0%; 95% CI 12.3-22.8%); whereas
titers of = 1:400 to non-vaccinal serogroups were found
in seven dogs (3.5%; 95% CI 1.5-7.1%; Tab. 3). 106 dogs
(53.0%) had no antibodies against Leptospira spp.

Of the PCR-positive dogs, dog No 1 had antibody
titers of 1:100 against serogroup Australis and Ictero-
haemorrhagiae (Tab. 1). Dog No 2 had antibody titers
of 1:1,600 against serogroup Icterohaemorrhagiae,
1:200 against Grippotyphosa and Sejroe and 1:400
against Canicola (Tab. 1). Dog No 3 had no detectable
antibodies (Tab. 1).
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TABLE 2: Extracted DNA, Ct values, leptospires/ml,
and Leptospira species based on MLST results of urine
PCR-positive dogs

No. | Extracted DNA |Ct Leptospires/ml | Leptospira
wvalue species

1 39 ng/ul 3567 |257x10% L. borgpetersenii

2 20.9 ng/pl 2470 [2.03 x 10° L. interrogans

3 1.9 ng/pl 2408 [1.73x10° L. interrogans

One dog (one year old, male castrated crossbreed) was
highly suspicious for an acute infection with Leptospira
based on MAT results. This dog had an antibody titer:
against Grippotyphosa of = 1:6,400, but was negative
for leptospiral DNA in the urine sample. This dog was
presented for a routine health check and was vaccinated
against leptospirosis four months prior to presentation.

Discussion

There is evidence for an increasing number of dogs with
leptospirosis in Germany (Jansen et al., 2005), but the
role of infected dogs with no clinical signs as a source of
environmental contamination is unknown. No studies
evaluating the antibody prevalence or the urinary Lepto-
spira shedding in healthy dogs from Germany are avail-
able so far. This study detected shedding of leptospires
in 1.5% of healthy dogs from Upper Bavaria. This find-
ing is of high relevance as leptospirosis is a zoonotic
disease. Infection of humans with leptospires usually
occurs via abrasions or cuts in the skin or the conjunctiva
(Levett, 2001). Studies from Central Europe and Barba-
dos report activities in the woods, wet areas, gardening,
and exposure to rodents (17.0% and 46.0%), as well as
contact with dogs (7.0% and 18.0%) as risk factors for
human leptospirosis (Douglin et al., 1997; Jansen et al.,
2005; Hoenigl et al., 2014). The survival of leptospires in
undiluted dog urine is limited due to the low pH of the
urine (Levett, 2001). However, Ieptospires can surviveé
for weeks or even months in moist soil and water after
excretion in the urine (Twigg et al.,, 1969; Karaseva et al,
1973; Trueba et al., 2004). A leptospirosis outbreak among
strawberry harvester in Germany 2007 occured due to
contact between wounds on hands and water-logged
soil contaminated by vole urine (Desai et al., 2009). Many

dogs urinate in their owners” garden, so one can specu-
late that the same route of transmission may be possible
through gardening. Also puppies seem to be at greater
risk of getting leptospirosis (Major et al.,, 2014). While
they are not house-trained, it is more likely for dog own-
ers to have direct contact with their urine.

Duration and intensity of urinary shedding vary from
dog to dog and with the infecting serogroup and can
be jintermittent {van de Maele et al, 2008). Therefore,
false-nepgative results are possible. Despite intermittent
shedding, urine is a useful sample to test for leptospires,
because urinary shedding occurs before antibody titers
reach detectable levels, and there are a number of studies
suggesting, that antibody-negative dogs can actively
shed leptospires (Turner, 1969; Feigin et al., 1973; Clegg
and; Heath, 1975; Levett, 2003). Several PCR assays to
detect leptospiruria have been described (Bal et al., 1994;
Harkin et al,, 2003a; Stoddard et al., 2009; Rojas et al,
2010). Some studies used a real-time PCR technique to
detect the [ipL32 gene (Stoddard et al, 2009; Rojas et
al.,, 2010). The lipL32 gene encodes the most abundant
cell surface protein in pathogenic Leptospira spp., which
is not present in non-pathogenic species (Haake et al,
2000; Cullen et al., 2002; Yang et al., 2002; Cullen et al.,
2005). In the present study, this PCR was chosen because
it is highly sensitive to detect leptospires in urine sam-
ples (Stoddard et al., 2009). The assay used in this study
was able to detect as low as 100 leptospires per ml urine,
demonstrating a good sensitivity. In the present study,
the relatively high Ct value of < 39.0 was chosen, because
gven low numbers of pathogenic leptospires can cause an
infection, and shedding occurs intermittently. The speci-
ficity of the assay had been determined when the assay
was first published, and was 100% for pathogenic Lepio-
spira spp. (Stoddard et al., 2009). In the three Leptospira
shedding dogs false-positive results are unlikely, since
MLST results were positive as well and showed antige-
netic variation. However, prevalence of urinary shedding
of leptospires reported in this study is lower than the
71% of urine PCR-positive animals previously reported
infreland (Rojas et al., 2010) and the 8.2% reported in the
United States (Harkin et al., 2003b). The most likely rea-
son for this difference is that in the present study all dogs
were healthy, whereas dogs in Ireland and the Unites
States were presented to a small animal hospital because
of different diseases. In these patients, likelihood of lep-
tospirosis was probably higher. It is also possible that the

TABLE 3: Number and percentage of dogs with serogroup=specific antibody titers among 200 clinically healthy

dogs; some dogs had titers to more than one serogroup

Titer Total Percentage of Total Percentage of
Serogroup n of dogs | dogs with titer of dogs | dogs with titer
=] g g g with = 1:100 (95% CIpP | with = 1:400 (95% CIpP
- m g g § § s 2 = titer titer
TElz |z |z |z [EO|E O|E |2ww00 St
Australis 190 |8 5 4 3 0 0 0 20 10.0% (6.5-15.00 |7 3.5%1(1.5-7.3)
Autumnalis 197 |2 0 1 0 0 0 0 3 1.5% (0.3-4.5) 1 0.5% (0-3.0
Canicola 183 |10 4 3 0 0 0 0 17 8.5% (5.3-13.3) 3 1.5% (0.3-4.5)
Grippotyphosa 177 |8 13 1 0 0 0 1 23 11.5% (7.7-16.7) |2 1.0% (0.04-3.8)
Icterohaemorrhagiae 128 |43 18 7 E] 1 0 0 72 36.0% (206-42.9) [ 11 5.5% (3.0-9.7)
Pomona 190 [0 0 0 1 0 (] 0 1 0.5% [0-3) 1 0.5% (0-3.0)
Sejroe 193 |3 1 3 0 0 [1] 0 7 3.5%(1.5-7.2) E] 1.5% (0.2-4.5)
Total 106 |74 41 19 7 1 0 1
Number of dogs with 14 12 3 3 0 0 1 24 17.0% (123-228) |7 3.5%(1.5-7.1)
titers against non-vaccinal
serogroups

*g5m (0, 95% Confidence Interval
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prevalence of infection in these countries is higher than
in Germany due to the different local climate conditions
and different vaccination strategies.

Results of PCR and MAT differ in many animals. In
a clinical setting, diagnosis of leptospirosis is usually
based on detecting antibodies based on MAT. In this
context it is important to stress the fact that the MAT]is a
serogroup- and not a serovar-specific test (Levett, 2000):
Consequently, in this paper the term “serogroup”is used,
even if in cited publications the term “serovar” appears
frequently. The presence of specific antibodies does not
confirm the diagnosis leptospirosis, because MAT does
not discriminate between antibodies induced by vacgina-
tion or after natural exposure (Bolin, 1996). Vaccinated
dogs can have high titers (> 1:6400) to both vaccinal and
non-vaccinal serogroups (Midence et al., 2012; Martin et
al.,, 2014). Therefore, presence of high MAT titers alone
do not confirm the diagnosis”leptospirosis”, even if they
are against a serogroup not contained in the vaccine. In
one study, only a 50% correlation was found between the
estimated infecting serogroup on the basis of MAT and
that on the basis of bacterial culture and isolation (Levett,
2003). To date, dogs in Germany have been routinely vac-
cinated against the serogroups Canicola and Icterohaem-
orrhagiae. Since 2014, vaccines including the serogroups
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa and Aus-
tralis are licensed in Germany, but none of the study dogs
was vaccinated with one of these new vaccines.

Of the three positive dogs, the Irish Setter (Tab. 1)
had low titers to Bratislava (1:100), Australis (1:100), and
Icterohaemorrhagiae (1:100), which all belong to the
genomospecies L. interrogans, but the dog shed lepta-
spires of the genomospecies L. borgpetersenii. Only one
serogroup of that genomospecies was tested in the MAT,
namely Sejroe. Consequently, the reason for an absent
titer to Sejroe might be an early infection or an infee=
tion with another serogroup of that genomospecies. The
Icterohaemorrhagiae-specific titer can be interpreted as
a vaccinal titer; the low titers to the other serogroups are
likely unspecific reactions, cross reactions or evidence of
prior exposure, The Jack Russell Terrier (Tab. 1) had a high
antibody titer against Icterchaemaorrhagiae (1:1600), sug-
gesting an infection with Icterohaemorrhagiae. The shed
leptospires belong to the genomospecies L. interrogans
which is in agreement with the MAT results. This dog had
been vaccinated 14 months prior to presentation, thus,
the high titer is probably not vaccination-related. This
dog also had low titers against Grippotyphosa (1:200),
Sejroe (1:200), and Canicola (1:400). These titers can be
interpreted as cross- or unspecific reactions. The Raton-
ero Bodeguero (Tab. 1) had no antibodies in the MAT.
According to the owner, the dog had been vaccinated
against leptospirosis two months prior to presentation.
Usually, there is a rapid increase in titers during twelve to
16 weeks after vaccination, beyond which titers decrease
to 1:200 or below (Andre-Fontaine et al., 2003; Klaasen
et al, 2003). However, a lack of association between:
vaccine-induced protective immunity and MAT titers has
been described (Klaasen et al, 2003). Possible reasons
for the absence of antibodies despite recent vaccination
are immunosuppression and therefore inability to mount
an antibody response or inappropriate use of the vae=
cine (e. g, misinjection, inappropriate storage). The fact
that the dog had no antibodies despite current shedding;
could be explained by early infection or infection with a
serogroup that was not detected by MAT. As the MLST

showed, the dog shed leptospires of the genomospecies
L. interrogans, but in MAT not all relevant serogroups of
that genomospecies were tested. The crossbreed dog with
a titer to Grippotyphosa of = 1: 6,400, that was highly
suspicious for an acute leptospiral infection, had a nega-
tive urine PCR. It is possible, that the amount of shed
leptospires was below the detection level of 1 x 10° lepto-
spires/ml and therefore, the PCR was negative. Another
explanation is the intermitted shedding of leptospires
with the urine, and therefore, no leptospiral DNA might
have been detectable at presentation. This dog was vacci-
nated against serogroup Canicola and Icterohaemorrha-
giae. The dog stayed asymptomatic during the following
weeks, thus, likely had a subclinical infection.

Limitations of this study include that just one urine
sample from each dog was tested, that there was no
follow-up of the positive dogs, and that there was no
convalescent antibody test. A limitation of PCR-based
diagnosis of leptospiruria is the inability to distinguish
between infectious or non-infectious shed leptospires
(e. g. dead leptospires or leptospiral DNA). For detecting
living leptospires and identification of the true infecting
serovar, a bacterial culture of the urine would have been
necessary. However, the study was designed to determine
the prevalence of shedding of leptospire DNA, and fur-
ther studies should be performed to evaluate the clinical
relevance of these findings.

In conclusion 1.5% of healthy dogs from Upper Bavaria
shed Leptospira with their urine. As healthy dogs can
shed leptospires, a potential risk of infection for owners
and other animals exists. The study emphasizes the
importance of hygiene measures in veterinary practice
(e. g. wearing gloves, disinfect surfaces that became con-
taminated with urine) while handling urine. In addition,
there is need for the use of vaccines that prevent urinary
shedding of leptospires and that contain the geographi-
cally relevant representatives of serogroups of Leptospira
spp. for all at-risk dogs.
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IV.  DISKUSSION

Leptospirose ist eine als Zoonose eingestufte, weltweit verbreitete Krankheit, fr
die der Hund eine mdogliche Ansteckungsquelle fir den Menschen darstellt
(SCHMIDT et al., 1989; LEVETT, 2001). Hundekontakt wird als Risikofaktor flr
das Auftreten humaner Leptospirose gesehen (HOENIGL et al., 2014; JURKE et
al., 2015). In der Schweiz nahm die Anzahl an Leptospirose erkrankter Hunde
von 2002 bis 2013 zu (MAJOR et al., 2014). Derzeit ist noch unbekannt, wie viele
Hunde in Deutschland subklinisch infiziert sind und damit ein nicht
einzuschétzendes Risiko fur eine potenzielle Ansteckung darstellen (JANSEN et
al., 2005). Es gab bisher in Deutschland keine Untersuchung zur AK-Pravalenz
oder Ausscheidung von Leptospiren (ber den Urin bei gesunden Hunden. Jedoch
existieren zwei Studien auferhalb Deutschlands, bei denen die Prdvalenz einer
Leptospirurie bei unselektierten Hunden untersucht wurde. In Irland lag die
Préavalenz bei 7,1 % und in den USA bei 8,2 % (HARKIN et al., 2003; ROJAS et
al., 2010).

Die vorliegende Arbeit umfasste drei Ziele. Zunachst wurde die Prévalenz einer
Leptospirurie bei gesunden Hunden aus Oberbayern mittels PCR ermittelt.
Daruiber hinaus wurden die Genospezies der ausgeschiedenen Leptospiren mittels
einer MLST bestimmt. SchlieBlich wurde das Vorkommen von AK gegen
Leptospiren bei gesunden Hunden mit Hilfe eines MAT untersucht. Dazu wurden
Urin- und Serumproben von 200 gesunden Hunden aus Oberbayern, die im
Rahmen der Gesundheitsvorsorge in der Medizinischen Kleintierklinik der LMU
Minchen und der Tierklinik Ismaning vorgestellt wurden, randomisiert

untersucht.

Von 200 gesunden Hunden schieden drei Leptospiren tber den Urin aus. Dies
entspricht einer Pravalenz von 1,5 %. Damit war die Prdavalenz in der
vorliegenden Studie niedriger als die der Studie in Irland (7,1 %) (ROJAS et al.,
2010) und in den USA (8,2 %) (HARKIN et al., 2003). Als ein Grund fir die
niedrigere Prévalenz in der vorliegenden Studie ist die Tatsache anzusehen, dass
nur klinisch gesunde Hunde in die Studie eingeschlossen wurden. In Irland und in
den USA hingegen wurde auch der Urin kranker Hunde untersucht. Da darunter

auch Patienten mit Leber- und Nierenversagen sein konnten, war die
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Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer Leptospireninfektion bei diesen Tieren
hoher. Aulerdem ist es aufgrund unterschiedlicher klimatischer Bedingungen
mdoglich, dass die Prévalenz in diesen beiden L&ndern hoher ist als in
Deutschland. In Irland kam es in den Jahren 2008 und 2009 zu starken
Regenfallen und Uberschwemmungen (KIELY et al., 2010). Die
durchschnittliche Jahresniederschlagsmenge lag 2008 bei 1270 mm und 2009 bei
2175 mm (KIELY et al., 2010). Zahlreiche Untersuchungen konnten einen
Zusammenhang zwischen der Niederschlagsmenge und dem Auftreten von
Leptospiroseféllen nachweisen (ADIN und COWGILL, 2000; WARD, 2002; LEE
et al.,, 2014). Im Studienzeitraum der vorliegenden Studie, betrug die
durchschnittliche Jahresniederschlagsmenge in Minchen 959 mm im Jahr 2010
und 827 mm im Jahr 2011 (LUGAUER, 2011). Der durchschnittliche
Jahresniederschlag in Minchen lag somit deutlich unterhalb der Werte aus Irland.
Die Studienhunde von HARKIN und Mitarbeitern (2003) stammten aus dem
Patientengut der Kansas State University (HARKIN et al., 2003). Je nach Region
in Kansas kommt es im Sommer zu sehr viel Niederschlag (bis 1200 mm) und im
Winter ist es sehr mild (Klima. Kansas, 2016). Neben hohen
Niederschlagsmengen fuhren auch milde Winter ohne Frost zu einem gehauften
Auftreten von Leptospirose (LEE et al., 2014). Im Jahr 2010 gab es 84,5 Frosttage
in Minchen (LUGAUER, 2011). Die klimatischen Bedingungen fir das
Uberleben von Leptospiren in der Umwelt in Oberbayern waren somit schlechter
als in Irland und den USA und eine Ansteckung damit weniger wahrscheinlich.
Weitere Grunde fur die niedrigere Pravalenz konnten sein, dass die Dauer und
Intensitat der Leptospirurie mit dem infizierenden Serovar und von Hund zu Hund
variiert und dartber hinaus intermittierend sein kann (VAN DE MAELE et al.,
2008). Harn ist ein fir die Leptospirendiagnostik geeignetes Probenmaterial, da
die Ausscheidung von Leptospiren ber den Urin noch vor einer im Blut
nachweisbaren AK-Bildung erfolgt. Einige Studien bewiesen, dass auch AK-
negative Hunde Leptospiren Uber ihren Urin ausscheiden kdnnen (TURNER,
1969; FEIGIN et al., 1973; CLEGG und HEATH, 1975; LEVETT, 2003). Die
Leptospirurie beginnt in der zweiten Woche nach Infektion und kann vier bis
sechs Wochen, in seltenen Fallen auch Monate andauern (JOHNSON, 1950; BAL
et al., 1994). Bei einer einzelnen Probennahme besteht daher die Mdglichkeit,
dass zum Zeitpunkt der Entnahme keine Leptospirurie besteht. Falsch-negative

gPCR-Ergebnisse sind aus diesen Griinden denkbar. Die Prdvalenz der
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vorliegenden Studie von 1,5 % unterschéatzt daher unter Umstdnden die

tatsachliche Pravalenz in Deutschland.

In der vorliegenden Studie wurde zum Nachweis der Leptospiren-DNA ein gPCR-
Protokoll gewahlt, das spezifisch fir das lipL32-Gen pathogener Leptospiren ist.
Dieses Gen codiert das h&ufigste Zelloberflachenprotein von pathogenen
Leptospira spp. (HAAKE et al., 2000). Das Zelloberflachenprotein L32 gilt auch
als Virulenzfaktor, da es nicht in apathogenen Spezies gefunden werden kann
(HAAKE et al., 2000; CULLEN et al., 2002; YANG et al., 2002; CULLEN et al.,
2005). Das in der vorliegenden Studie gewdahlte gPCR-Protokoll ist sehr sensitiv
um Leptospiren im Urin nachzuweisen (STODDARD et al., 2009). ROJAS und
Mitarbeiter (2010) verwendeten ebenfalls ein fir das lipL32-Gen spezifisches
gPCR-Protokoll. Allerdings verwendeten die Autoren andere Primer, als die der
vorliegenden Studie (ROJAS et al., 2010). HARKIN und Mitarbeiter (2003)
bedienten sich einer konventionellen PCR, die auf der 23S-rRNA basierte
(HARKIN et al., 2003). Die Verwendung unterschiedlicher Zielsequenzen kann
zu einer unterschiedlichen Sensitivitat und Spezifitat der PCR fihren. Der in der
vorliegenden Studie eingesetzte Assay war in der Lage 1,0 x 10 Leptospiren/ml

Urin nachzuweisen.

FINK und Mitarbeiter (2015) evaluierten in ihrer Studie das von STODDARD
und Mitarbeitern (2009) entwickelte gPCR-Protokoll zum Nachweis wvon
Leptospiren in Hundeurin. Die Nachweisgrenze lag dort bei 1,2 x 102
Leptospiren/ml, was in etwa einer mit dem des in der vorliegenden Studie
verwendeten Assays vergleichbaren Nachweisgrenze entspricht (FINK et al.,
2015). Eine hohere Sensitivitdt ist mit dem in der vorliegenden Studie
verwendeten Assay somit nicht mdglich. Bei einer Ausscheidung von Leptospiren
unterhalb der Nachweisgrenze, kann es zu falsch-negativen qPCR-Ergebnissen
gekommen sein. Die Spezifitat des Assays wurde in der origindren Studie und in
der Studie von FINK und Mitarbeitern (2015) bestimmt und betrug 100 % fir
pathogene Leptospira spp. (STODDARD et al., 2009; FINK et al., 2015). In der
vorliegenden Studie wurden alle Negativkontrollen mittels PCR negativ getestet,

daher sind falsch-positive Ergebnisse unwahrscheinlich.

In der vorliegenden Studie war es moglich, die Genospezies der ausgeschiedenen
Leptospiren mittels MLST zu ermitteln. Fir die MLST wurde das 6-Lokus-
Schema von AHMED und Mitarbeitern (2006) verwendet, welches eine
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Einteilung in Genospezies, nicht aber in Sequenztypen, ermdglicht (AHMED et
al., 2015). Bei zwei Hunden wurden Leptospiren der Genospezies L. interrogans
und bei einem Hund der Genospezies L. borgpetersenii nachgewiesen. Durch den
Nachweis der Genospezies konnten die positiven Ergebnisse der gPCR bestatigt

werden.

Es gibt Unterschiede zwischen den Ergebnissen der qPCR und des MAT. Bei
klinischen Féllen beruht die Diagnose meistens auf MAT-Ergebnissen, da der
Test von vielen spezialisierten Laboratorien angeboten wird und aktuell als
Goldstandard gilt (WHO, 2003). Allerdings hat der MAT viele Limitationen, da
die Interpretation subjektiv ist und die Anwendung ein hohes MaR an Erfahrung
bedarf (SYKES et al., 2011). AufRerdem gibt es keine klare Definition eines
negativen Ergebnisses (SYKES et al., 2011). In der Regel wird ein Cut-off Titer
von < 1:100 verwendet, um positive von negativen Tieren zu unterscheiden (OIE,
2014). Ein einmalig nachgewiesener AK-Titer bestdtigt noch keine klinische
Diagnose, da der MAT nicht zwischen denjenigen AK differenzieren kann, die
durch eine Impfung und denen, die nach natiirlichem Kontakt entstanden sind
(BOLIN, 1996). Bei Hunden mit Verdacht auf Leptospirose, spricht ein
mindestens vierfacher Titeranstieg innerhalb von ein bis zwei Wochen fir eine
akute Infektion oder eine kirzlich durchgefiihrte Impfung (MILLER et al., 2011;
FRAUNE et al., 2013). Geimpfte Hunde konnen sehr hohe Titer sowohl
(> 1:6.400) gegen Impf- als auch gegen nicht-Impfserogruppen entwickeln
(MIDENCE et al., 2012; MARTIN et al., 2014). Einmalig hohe MAT-Titer sind
daher nicht beweisend fiir eine Infektion. Der MAT ist auch nicht in der Lage die
infizierende Serogruppe vorherzusagen. In einer Studie bestand eine lediglich
50%ige Korrelation zwischen der auf MAT-Basis vermuteten und der auf

bakteriologischer Kultur basierenden identifizierten Serogruppe (LEVETT, 2003).

In der vorliegenden Studie zeigten 47,0 % der Hunde im MAT einen AK-Titer
>1:100 gegen mindestens eine der im MAT getesteten Serogruppen. AK-Titer
gegen mindestens eine nicht-Impfserogruppe konnten bei 17,0 % bei einem Cut-
off Titer > 1:100 und bei 3,5 % der Hunde bei einem Cut-off Titer > 1:400
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu lag die Pravalenz der gqPCR-positiven
Hunde mit 1,5% deutlich darunter. Der Grund fiir diese Diskrepanz liegt
vermutlich darin, dass es sich bei der PCR um einen direkten und beim MAT um

einen indirekten Erregernachweis handelt. AK, welche im MAT nachgewiesen
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werden, verbleiben lang im Koérper und sind so auch noch Jahre nach einer
Infektion nachweisbar. Demgegeniiber weist die PCR das momentane
Vorhandensein des Erregers nach. AufRerdem kann es sein, dass die mittels PCR
ermittelte Pravalenz falschlicherweise zu niedrig angenommen wurde. So kann es
z. B. durch eine intermittierende Ausscheidung zu falsch-niedrigen Prévalenzen
gekommen sein. AK durch vorangegangene Impfungen konnen die MAT-
Ergebnisse verfalschen (BARR et al., 2005).

Studien bei gesunden Hunden aus den USA zeigten eine AK-Prévalenz von
17,1 % gegen mindestens eine Serogruppe (inklusive Impfserogruppen) bei einem
Cut-off Titer > 1:100 (DAVIS et al., 2008) und 24,9 % bei einem Cut-off Titer
>1:200 (STOKES et al., 2007). Vergleicht man die AK-Prévalenzen aus der
vorliegenden Studie mit den Ergebnissen der Studie aus den USA, zeigt sich eine
hohere AK-Pravalenz in Deutschland. Eine mogliche Erklarung ist eine hohere
Impfrate in Deutschland und damit eine gréRere Anzahl impfassoziierter AK-Titer
und Kreuzreaktionen. In einer Studie aus den USA waren nur 20,0 % der Hunde
gegen Leptospirose geimpft (SANDHU und SINGH, 2014). In einer
vergleichbaren Studie aus Deutschland hingegen waren 60,0 % der Hunde gegen
Leptospirose geimpft (GEISEN et al., 2007). In der vorliegenden Studie war der
Impfstatus der Studienpopulation bei 145 (72,5 %) der 200 Hunde bekannt; 144
(99,3 %) der 145 Hunde waren gegen Leptospirose geimpft. Hunde in
Deutschland, wie auch die Hunde der vorliegenden Studie, wurden bis zum Jahr
2011 mit Impfstoffen geimpft, die lediglich die Serovare Canicola und
Icterohaemorrhagiae enthielten. Im Jahr 2011 wurde zusétzlich ein Impfstoff mit
den Serovaren Canicola, Icterohaemorrhagiae und Grippotyphosa auf den Markt
gebracht. Im Jahr 2014 folgte die Einfuhrung eines quadrivalenten Impfstoffes,
der auRerdem noch das Serovar Australis enthalt (KLAASEN et al., 2014). Es
gibt zahlreiche Untersuchungen Uber die Effektivitat der Leptospiroseimpfstoffe
beim Hund. Alle Leptospiroseimpfstoffe schiitzen vor klinischen Symptomen, es
kann aber trotz Impfung zu einer Leptospirurie kommen (ANDRE-FONTAINE et
al., 2003; KLAASEN et al., 2003; MINKE et al., 2009; KLAASEN et al., 2013).
Um auch vor einer Niereninfektion zu schutzen, ist eine hohere Antigendosis
notig (MINKE et al., 2009). In einer Studie wurden 16 Hunde mit einem
bivalenten Impfstoff (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft und danach mit

Serovar Canicola gechallenged. Bei drei der 16 Hunde kam es zu einer
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Leptospirurie (ANDRE-FONTAINE et al., 2003). Ein Grund fir die Leptospirurie
der PCR-positiven Hunde in der vorliegenden Studie kdnnte also sein, dass die
damals verwendeten Impfstoffe nicht ausreichend vor einer Leptospirurie
schutzten. Eine andere Madglichkeit ist, dass eine Infektion mit nicht-
Impfserovaren vorlag. Eine Kreuzprotektion besteht nur gegenliber antigenetisch
ahnlichen Serovaren (ELLIS, 2010). Eine neuere Studie mit einem quadrivalenten
Impfstoff konnte einen Schutz vor einer Niereninfektion und Ausscheidung von
Leptospiren zeigen (KLAASEN et al., 2013). In dieser Studie wurden 64 Hunde
in acht Gruppen unterteilt. Die Halfte der Hunde (16) der Gruppe 1 — 4 wurde mit
einem quadrivalenten Impfstoff (Canicola, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa
und Australis) geimpft und die andere Hélfte der Hunde diente als Kontrolle. Jede
Gruppe wurde mit einem unterschiedlichen Impfserovar gechallenged. Die Hunde
der Gruppe 5 — 8 erhielten zusétzlich zu dem quadrivalenten Impfstoff noch
Serum mit AK. Keiner der geimpften Hunde zeigte nach der Challenge eine
Leptospirurie oder Nephritis (KLAASEN et al., 2013). Aufgrund der geringen
Kreuzprotektivitdt von Leptospiroseimpfstoffen sollten Impfstoffe eingesetzt
werden, die die in der Region relevanten Serogruppen enthalten. Auflerdem
sollten nur Impfstoffe verwendet werden, die auch vor einer Leptospirurie

schiitzen.

Es existieren zwei Studien aus Deutschland, die die AK-Pravalenz von Leptospira
spp. bei Hunden mit Verdacht auf Leptospirose untersuchten. In diesen Studien
hatte fast die Halfte (44,1 % und 48,0 %) der Hunde einen AK-Titer > 1:100
gegen mindestens eine Serogruppe (inklusive Canicola und Icterohaemorrhagiae)
(GERLACH und STEPHAN, 2007; GEISEN et al., 2008). Interessant ist, dass die
in der vorliegenden Studie ermittelte AK-Prévalenz bei gesunden Hunden
(47,0 %) somit etwa gleich hoch ist wie bei Hunden mit Verdacht auf
Leptospirose. Dies ist durch die hohe Impfrate in Deutschland und damit

verbundene AK-Bildung zu erklaren.

Die MAT-Ergebnisse der PCR-positiven Hunde fallen in der vorliegenden Studie
sehr unterschiedlich aus. Der erste Hund (Irish Setter, Hund Nr. 1) hatte niedrige
Titer gegen die Serogruppen Bratislava (1:100), Australis (1:100), und
Icterohaemorrhagiae (1:100). Der Hund war elf Monate vor der Probenentnahme
mit einer bivalenten Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft

worden. Nur der Icterohaemorrhagiae-Titer konnte als Impftiter interpretiert
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werden. Die niedrigen Titer gegen die anderen beiden Serogruppen waren
vermutlich unspezifische Reaktionen aus fruheren Infektionen. Durch die MLST
konnte bewiesen werden, dass der Hund Leptospiren der Genospezies L.
borgpetersenii ausgeschieden hat. Die Serogruppen jedoch, gegen die der Hund
AK aufwies, gehdren alle zu der Genospezies L. interrogans. Es wurde nur eine
Serogruppe (Sejroe) der Genospezies L. borgpetersenii im MAT getestet. Grinde
fur einen fehlenden Titer gegen eine Serogruppe der Genospezies L.
borgpetersenii konnen eine sehr frithe Infektion, oder eine Infektion mit einem

Serovar einer anderen Serogruppe sein.

Der zweite Hund (Jack Russell Terrier, Hund Nr. 2) hatte einen hohen Titer gegen
Icterohaemorrhagiae (1:1.600) sowie niedrige Titer gegen Grippotyphosa (1:200),
Sejroe (1:200) und Canicola (1:400). Er war 14 Monate vor der Probenentnahme
mit einer bivalenten Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft
worden. Normalerweise kommt es innerhalb von zwdlf bis 16 Wochen nach einer
Impfung zu einem deutlichen Titeranstieg; danach sinken die Titer auf einen Wert
von 1:200 oder weniger ab (ANDRE-FONTAINE et al., 2003; KLAASEN et al.,
2003). Der hohe Icterohaemorrhagiae-Titer spricht daher eher fiir eine Infektion
mit dieser Serogruppe als fir einen Impftiter. Die Titer gegen die anderen
Serogruppen sind vermutlich Kreuzreaktionen oder unspezifische Reaktionen. Die
ausgeschiedenen Leptospiren gehdrten zu der Genospezies L. interrogans, zu der
auch die Serogruppe Icterohaemorrhagiae gehort. Es ist jedoch auch mdglich, dass
der Hund mit einer anderen Serogruppe der Genospezies L. interrogans infiziert
war und der Icterohaemorrhagiae-Titer eine paradoxe Reaktion darstellt.

Bei dem dritten Hund (Ratonero Bodeguero, Hund Nr. 3) konnten trotz des
positiven PCR-Befunds keine AK-Titer nachgewiesen werden. Nach Angaben des
Impfpasses war er zwei Monate vor der Probenentnahme mit einer bivalenten
Vakzine (Canicola und Icterohaemorrhagiae) geimpft worden. Eine mdgliche
Ursache fur fehlende impfassoziierte AK bei diesem Hund kann eine fehlerhafte
Anwendung der Impfung, wie Fehlinjektion oder falsche Lagerung, sein. Es ist
auch moglich, dass der Hund als ,,non-responder nicht auf die Impfung reagierte.
Der Hund hatte offensichtlich nicht nur keine Impf-AK, er hatte auch noch keine
AK trotz Infektion. Griinde hierfiir kbnnten sein, dass sich der Hund in einer sehr
frihen Phase einer Leptospireninfektion befand und daher noch keine AK gegen

den Erreger gebildet hatte. Weiterhin denkbar waére eine Infektion mit einer
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Serogruppe, die nicht im MAT getestet wurde. Fir generell fehlende Leptospiren-
AK ist aullerdem auch eine Immunsuppression urséchlich moglich. Dadurch ist
der Korper nicht in der Lage AK zu bilden. Wie aus dem MLST ersichtlich,
schied der Hund Leptospiren der Genospezies L. interrogans aus, aber im MAT
wurden nicht alle Serogruppen dieser Genospezies getestet. Dies ware auf Grund
der grofRen Anzahl an vorkommenden Serogruppen auch nicht praktikabel. Es ist
daher mdoglich, dass der Hund AK gegen nicht im MAT getestete Serogruppen
hatte.

Neben den drei PCR-positiven Hunden war ein weiterer Hund auffallig. Dieser
Hund (Mischling) hatte einen Grippotyphosa-Titer von > 1:6.400 und war damit
hoch verdachtig fir eine akute Leptospireninfektion. Er hatte jedoch eine negative
Urin-gPCR. Es ist mdglich, dass die Anzahl der ausgeschiedenen Leptospiren
unterhalb des Detektionsminimums von 1 x 102 Leptospiren/ml lag. Eine weitere
Erklarung konnte die intermittierende Ausscheidung von Leptospiren (ber den
Urin sein. Dies kdnnte erklaren warum der Hund keine nachweisbare Leptospiren-

DNA zum Zeitpunkt der Probenentnahme hatte.

Zu den Limitationen der vorliegenden Studie gehdren, dass nur eine Urinprobe
von jedem Hund genommen wurde, obwohl es bekannt ist, dass die Ausscheidung
von Leptospiren intermittierend erfolgen kann (VAN DE MAELE et al., 2008).
Der Grund dafir, dass lediglich eine einzige Probenentnahme erfolgte, war der,
dass es sich um gesunde Hunde handelte. Diese wurden lediglich einmal im
Rahmen einer Gesundheitsvorsorge oder z. B. einer Kastration untersucht. Auf
Grund des Studiendesigns war es nicht moéglich, bei den positiven Tieren eine
zweite Probe zu entnehmen, da zunéchst alle 200 Urinproben gesammelt wurden
und erst im Anschluss die gPCR durchgefiihrt wurde. Die Zeit zwischen der
Probenentnahme und der qPCR betrug bis zu 18 Monate. Die Besitzer wurden
uber die Symptome einer Leptospirose aufgeklart und gebeten, sich bei Auftreten
von Krankheitsanzeichen zu melden. Dies war bei keinem der mittels PCR-positiv

getesteten Studienhunde der Fall.

Ein Leptospirennachweis mittels PCR ist beziiglich der Unterscheidung, ob noch
infektiose oder nicht mehr infektiose Leptospiren ausgeschieden werden, nicht
aussagekraftig. Dafur wére das Ansetzen einer Kultur nétig. Die PCR hat eine
hohere Sensitivitdt und ist weniger zeitaufwéndig als die Kultur. Da als
Nachweisverfahren eine qPCR gewéhlt wurde, die spezifisch fir pathogene
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Leptospiren ist, ist davon auszugehen, dass die Hunde mit fir den Menschen
pathogenen Leptospiren infiziert waren. Ob sie zum Zeitpunkt der
Probenentnahme noch infektiés waren, oder ob es sich nur um Leptospiren-
DNA/tote Leptospiren handelte, war fur die aktuelle Fragestellung unwichtig. Ziel
dieser Studie war es, die Pravalenz der Ausscheidung von Leptospiren Uber den
Urin zu ermitteln. Nachfolgend sollten nun weitere Studien mit dem Ziel folgen,
die klinische Relevanz der ermittelten Daten zu Uberprifen.

Hunde die Leptospiren ausscheiden stellen ein potenzielles Infektionsrisiko fur
ihre Besitzer und andere Menschen dar. Eine Ansteckung mit Leptospiren erfolgt
meist Uber Hautwunden oder Schleimhdute (LEVETT, 2001). Bei Studien aus
Zentraleuropa und Barbados wurde Gartenarbeit, Aufenthalt im Wald oder
Wasser, Kontakt zu Nagetieren und Kontakt zu Hunden (7,0 % und 18,0 %) als
Risikofaktor fiur humane Leptospirose angegeben (DOUGLIN et al.,, 1997;
JANSEN et al., 2005; HOENIGL et al., 2014). Bei einem Leptospiroseausbruch
unter Erdbeerpfliickern in Deutschland wurde der Kontakt von Hautwunden mit
Wuhlmausurin tber kontaminierte Erde verantwortlich gemacht (DESAI et al.,
2009). Da viele Hunde unter anderem in Gdarten urinieren, ist ein ahnlicher
Ansteckungsweg bei der Gartenarbeit moglich. Besitzer von nicht stubenreinen
Hunden, die in Wohnrdume urinieren, kommen beim Aufwischen des Urins
ebenfalls mit Hundeurin in Kontakt. In einer Studie aus der Schweiz erkrankten
Hundewelpen (< ein Jahr) signifikant haufiger an Leptospirose als altere Hunde
(MAJOR et al., 2014). Die Anzahl an nicht stubenreinen Tieren ist unter Welpen
groRer; daher stellen sie ein hoheres Risiko fur ihre Besitzer dar. Die Ursache fir
das vermehrte Auftreten von Leptospireninfektionen bei Welpen ist bisher nicht
geklart. Vermutet werden eine immunologische Licke und eine erhohte
Exposition zu beglinstigenden Umweltfaktoren wahrend der Sozialisierungsphase
der Welpen (MAJOR et al., 2014).

Es gibt bisher keine allgemeingultige Empfehlung, wie mit klinisch gesunden
Hunden, die Leptospiren tber ihren Urin ausscheiden, umgegangen werden soll.
Dies liegt daran, dass diese Tiere bisher meist unerkannt blieben, da der Nachweis
von Leptospiren im Urin bisher nicht zu einer routinemafigen
Gesundheitsvorsorge gehort. Penicilline und anschlieBend Doxycyclin werden
traditionell zur Therapie der Leptospirose bei Menschen und Hunden eingesetzt
(WATT et al.,, 1988b; SUPUTTAMONGKOL et al.,, 2010). Hunde ohne
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gastrointestinale Symptome erhalten zweimal téglich Doxycyclin (5 mg/kg KGW
oral) Uber zwei Wochen (GOLDSTEIN, 2010; SYKES et al., 2011). Bei
Erbrechen oder Anorexie wird eine intraventse Gabe von Ampicillin (viermal
taglich 20 mg/kg KGW) oder Amoxicillin (dreimal taglich 20 mg/kg KGW) bis
zum Abklingen der Symptome empfohlen. Bei Besserung der gastrointestinalen
Symptome sollte eine zweiwochige Doxycyclin-Gabe (zweimal taglich 5 mg/kg
KGW) angeschlossen werden (GOLDSTEIN, 2010; SYKES et al., 2011, Schuller
et al., 2015). Nach diesen Empfehlungen sollten auch klinisch gesunde Hunde, bei
denen durch eine Routineuntersuchung eine Leptospirurie festgestellt wurde,
Doxycyclin (zweimal taglich 5 mg/kg KGW) lber zwei Wochen erhalten, um eine
weitere Ausscheidung zu verhindern. Im Anschluss an die Therapie ist eine PCR-
Kontrolle des Urins zu empfehlen. AulRerdem st eine ausfihrliche
Besitzeraufklarung Gber mdgliche Ansteckungswege sinnvoll, um eine

Ansteckung der Besitzer zu vermeiden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass 1,5 % der gesunden Hunde aus
Oberbayern Leptospiren Uber ihren Urin ausschieden. Die AK-Prévalenz von
nicht-Impfserogruppen betrug 17,0 % fir Titer > 1:100 und 3,5 % flr Titer
> 1:400. Somit existiert eine potenzielle Gefahr fir Besitzer und andere Tiere,
sich an subklinisch infizierten Hunden zu infizieren. Zudem ist eine regelméaRige
Impfung gegen Leptospirose mit Impfstoffen, in denen die fir die jeweilige
Region relevanten Serogruppen enthalten sind, wichtig. Dadurch werden Hunde
vor einer Klinisch manifesten Infektion geschiitzt und eine Leptospirurie
verhindert. Eine routinemalige Untersuchung auf eine Leptospirurie sollte im
Rahmen der Gesundheitsvorsorge zur Zoonose-Prophylaxe in Erwagung gezogen
werden. Aullerdem sollten generell beim Umgang mit Hundeurin geeignete
SchutzmaBRnahmen, wie das Tragen von Handschuhen fiir das Aufwischen von

Hundeurin, ergriffen werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Leptospirose ist eine Zoonose mit weltweit steigender Préavalenz bei Hunden und
Menschen. Die genaue Pravalenz von Infektionen bei Hunden mit Leptospira spp.
in Deutschland ist unbekannt. Es wird vermutet, dass die Bedeutung von
Leptospira-spp.-Ausscheidern unterschatzt wird, da viele Infektionen subklinisch
verlaufen.

In der vorliegenden prospektiven Arbeit wurden Urinproben von 200 gesunden
Hunden aus Oberbayern randomisiert gesammelt und auf das VVorhandensein von
Leptospiren untersucht. Ziel der Studie war es, die Pravalenz der Ausscheidung
von Leptospiren tber den Urin von gesunden Hunden und die Genospezies dieser
Erreger zu ermitteln. Daflir wurde eine hochsensitive Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (gPCR), spezifisch fir das lipL32 Gen pathogener Leptospiren,
durchgefihrt. Positive Proben wurden mittels Multilocus-Sequenztypisierung auf
die ausgeschiedenen Genospezies hin untersucht. Zusatzlich wurde die

Antikorperpravalenz mittels Mikroagglutinationstest bestimmt.

Drei der 200 untersuchten Urinproben waren qPCR-positiv. Die Préavalenz der
Leptospirenausscheidung lag damit bei 1,5 %. Alle gPCR-positiven Hunde waren
mit einem ,alten” bivalenten Impfstoff gegen Leptospirose geimpft. Ein Hund
schied Leptospiren der Genospezies L. borgpetersenii, und zwei Hunde der
Genospezies L. interrogans aus.

Antikorper-Titer > 1:100 gegen mindestens eine Serogruppe, inklusive der
Impfserogruppen, wurden bei 47,0 % der Hunde nachgewiesen. Einen Antikorper-
Titer gegen nicht-Impfserogruppen > 1:100 hatten 17,0 %, einen Antikorper-Titer
> 1:400 hatten 3,5 % der Hunde.

Gesunde, infizierte Hunde kdnnen Leptospiren tber den Urin ausscheiden und
somit ein Risiko fir Tierbesitzer und andere Tiere darstellen. Eine
flachendeckende Impfung gegen die relevanten Serogruppen ist daher bei Hunden
in Deutschland empfehlenswert. AufRerdem sollten geeignete Hygienemalinahmen
beim Umgang mit Hundeurin ergriffen werden und eine ausfihrliche

Besitzeraufklarung Uber das zoonotische Potential der Leptospirose erfolgen.
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VI. SUMMARY

Leptospirosis is a zoonotic disease with an increasing prevalence among humans
and dogs worldwide. The prevalence of Leptospira spp.-infected dogs in Germany
is unknown. It is suggested that the role of Leptospira spp.-shedding dogs is

underestimated, because subclinical infections are common.

In this prospective study, urine samples of 200 healthy dogs from Upper Bavaria
were randomly collected and evaluated for the presence of leptospires. The aim of
this study was to evaluate the prevalence of urinary shedding of leptospires in
healthy dogs, and to identify the genomospecies of those leptospires. Therefore, a
quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) specific for the lipL32
gene of pathogenic Leptospira spp. was performed. Positive samples were further
characterized via multilocus sequence typing to identify the genomospecies. As a
second aim, prevalence of antibodies against leptospires was determined via

microscopic agglutination testing.

Three of the 200 urine samples were found to be qPCR-positive, resulting in a
urinary shedding prevalence of 1.5 %. All three dogs had been vaccinated with
“old” vaccines containing only two serogroups. One dog shed leptospires of the
genomospecies L. borgpetersenii, and two of the genomospecies L. interrogans.

Antibody titers > 1:100 against at least one serogroup, including vaccinal
serogroups, were presented in 47.0 % of all dogs. Seventeen percent of the dogs
had antibody titers > 1:100, and 3.5 % showed titers > 1:400 to non-vaccinal

serogroups.

Healthy, infected dogs can shed leptospires with their urine, and represent a risk
for their owners and other animals. Therefore, vaccination containing serogroups
relevant for the respective region is advisable for dogs in Germany. In addition,
general hygiene measures should be performed while handling dog urine, and dog

owners should be informed about the zoonotic potential of leptospirosis.
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