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I. EINLEITUNG

Wie kaum eine andere Erkrankung der Equiden ist die equine rezidivierende
Uveitis (ERU) bereits seit Jahrhunderten unter den verschiedensten Namen
beschrieben und ihre Atiologie diskutiert worden. Die Tatsache, dass bereits in der
kaiserlichen Verordnung vom 27.03.1899 die ,,Periodische Augenentziindung* zu
den Gewihrshauptméngeln gerechnet wurde, zeigt ihre starken wirtschaftlichen und
nutzungstechnischen Einschrinkungen beim Viehhandel und ein stetes Bestreben,
dieser Erkrankung Herr werden zu wollen.

Im Laufe des =zwanzigsten Jahrhunderts entwickelten sich nun zwei
Entstehungstheorien dieser Erkrankung. Einem Zusammenhang als Spétfolge einer
Leptospirose durch Gsell und Mitarbeiter (1946) konnte dann Anfang der 1990er
Jahre intensiv durch die Entwicklung der Vitrektomie bei Pferden (Werry &
Gerhards, 1992) nachgegangen werden. Das nun in groeren Mengen anfallende
intraokulare Probenmaterial lieferte iiber verschiedenste labordiagnostische
Verfahren schlieBlich eindeutige Hinweise fiir eine im inneren Auge befindliche
Leptospireninfektion (Brem et al., 1998; Wollanke et al., 1998).

Zusitzlich zu den vier Hauptnachweisverfahren fiir Antikérper (MAT und ELISA)
und Antigen (PCR und Kultur) sollte in dieser Arbeit versucht werden, einen auf
ELISA-Technik basierenden Schnelltest als schnelle und kostengiinstige Variante
fir klinisch relevante Aussagen zu etablieren. Dazu sollten Datensdtze mit
neugewonnenem Probenmaterial aus den Jahren 2017 und 2018, archivierte
Krankenakten und tiefgefrorene Proben der Jahre 2002-2018 dienen. Denn Ziel der
Arbeit war es, fiir klinische Zwecke den zeit- und kostenaufwéndigen ELISA,
durch den SNAP-Lepto® ersetzen zu kénnen.

Es stand stets im Vordergrund, eine effiziente und moglichst schnelle
Diagnosestellung aus intraokularem Probenmaterial und Serum betroffener Pferde
zu ermoglichen, um ein moglichst schnelles Eingreifen ins Krankheitsgeschehen zu
sichern. Denn wie sich bei Schinagl (2017) gezeigt hat, ist bei Durchfiihrung einer
Vitrektomie das Ergebnis hinsichtlich des dauerhaften Seherhalts des Pferdes umso
besser, je geringer die okulare Vorschddigung ist. Andererseits handelt es sich bei
der Vitrektomie um einen zwar minimal-invasiven, aber dennoch mit Risiken
verbundenen Eingriff in Narkose, der nur nach eindeutiger Indikationsstellung
durchgefiihrt werden sollte. Insbesondere in frithen Erkrankungsstadien sind die
klinischen Befunde jedoch manchmal nicht eindeutig, so dass eine vorausgehende

Labordiagnostik zur Priifung der Indikation fiir die Vitrektomie erforderlich ist.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. ERU

1.1. Vorkommen, Definition und Bedeutung

Die equine rezidivierende Uveitis ist, mit einem kontinental deutlich variierenden
Auftreten in der Pferdepopulation, der hdufigste Grund fiir die Erblindung von
Pferdeaugen (Alexander & Keller, 1990; Witmer, 1954). So wird fiir Westeuropa
mit einer Privalenz von etwa 8-10 % (Szemes & Gerhards, 2000) gerechnet,
wohingegen in den USA sogar 2-25 % (Barnett, 1987; Schwink, 1992; Witmer,
1954) der Pferde an ERU erkranken.

Definiert wird die Erkrankung als nichtgranulomatdse, sero-fibrinose und
plasmazelluldre Entziindung der Uvea von akut, bis chronisch rezidivierendem
Krankheitsverlauf (Gerhards & Wollanke, 2001; Wollanke, 2002; Wollanke &
Gerhards, 2009). Die dadurch auftretenden progressiv schlimmer werdenden
intraokularen Schidden an Iris, Ziliarkorper, Choroidea und benachbarten
Augenstrukturen, fiihren auf vielféltige Weise zum Verlust der Sehfdhigkeit am

betroffenen Auge (Wollanke, 2002).

Angaben eines Zusammenhangs zwischen dem Signalement und der Diagnose
,ERU®“ wurde in der Literatur bereits mehrmalig, mit allerdings zum Teil sehr
unterschiedlichen Ergebnissen, dargestellt. Insbesondere junge und mittelalte Tiere
sind die am meisten betroffene Schicht der Pferdepopulation. So zeigt sich ein
signifikant héufigeres Auftreten in der Altersklasse vier bis sechs (Gilger &
Michau, 2004; Wollanke, 2002) und generell unter zehn Jahren (Dwyer et al., 1995;
Kalisch, 1952). Diese Alterspréadisposition ldsst sich nach Wollanke (2002) auf eine
frithe systemische Leptospireninfektion zuriickfiihren. Durch eine generell
geschwichte Immunlage des Korpers oder auch nur lokal eines Auges, manifestiert
sie sich als Uveitis bei jungen adulten Pferden. Somit stellt die ERU die héufigste
Folge einer friihen Leptospirose bei Pferden dar (Malalana et al., 2015; Verma et
al., 2013).
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Zusitzlich zum Alter kann auch eine Korrelation beziiglich Rasse und der Diagnose
beobachtet werden. Unter immunphysiologischen Gesichtspunkten sind vor allem
Warmblutpferde, die einen speziellen MHC (major histocompatibility complex)
Klasse I ELA-A9 Haplotyp tragen, gefahrdet (Deeg et al., 2004).

Des Weiteren neigen Islandpferde, Quarter Horses (Wollanke, 2002) aber auch
stark gehduft Appaloosas (Dwyer et al., 1995) dazu, an Uveitis zu erkranken.
Mittlerweile konnen auch Pferde anhand ihrer Genomanalyse als gefdhrdete ERU
Patienten erkannt werden, was sowohl im Sinne einer besseren Prognose durch
zeitiges therapeutisches Eingreifen, als auch besonders im Bereich der
Zuchtselektion von groBem Interesse sein wird (Bellone, 2017). Ein wichtiger
Schritt in diese Richtung war eine Studie an 144 deutschen Warmblutpferden, in
welcher hinweisende Genloci mit der Erkrankung ERU und auch einer vermehrten
Kataraktentwicklung im Zuge der Krankheit gefunden werden konnten (Kulbrock

etal., 2013).

Das Auftreten von schleichenden Uveitisschiiben, gepaart mit einer gepunkteten
Fellfarbe, genannt Tigerschecken-Uveitis, konnte Spiess (2010) mit Appaloosas
signifikant in Verbindung bringen. Auch Baumgart (2014) konnte in ihrer Arbeit,
bei 2263 an Uveitis erkrankten Pferden, darlegen, dass speziell Appaloosas,
Knabstrupper und generell Tigerschecken signifikant seltener an einer
leptospirenbedingten Uveitis litten. Des Weiteren wurde diese Erkenntnis in der
Genomanalyse von 53, an rezidivierender Uveitis erkrankten und 43 gesunden
Appaloosas bestdtigt. Neun genetische Marker aus der sogenannten ECA1 Region,
welche mit der gepunkteten Fellfarbung der Tiere in Zusammenhang steht, stehen

in Beziehungen zur klinischen Erkrankung der Tiere (Fritz et al., 2014).

1.2. Atiologie und Pathogenese

Zur umstrittenen Atiologie beziehungsweise Pathogenese der ERU gehdren zwei

unterschiedliche Ansitze:

Die intraokulare Leptospireninfektion (Gerhards et al., 2001; Polle et al., 2014;
Wollanke et al.,, 2009; Wollanke et al., 2004) und die rein immunmediierte
Erkrankung (Deeg et al., 2004; Dwyer et al., 1995; Gilger et al., 1999).
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Bereits in den 1940er Jahren wurde die intraokulare Leptospireninfektion als
mogliche Pathogenese favorisiert (Gsell et al., 1946; Witmer, 1954), damals konnte
der Erreger jedoch nicht in zufriedenstellendem Male aus intraokularen Proben
isoliert und nachgewiesen werden. Demzufolge trat in den 1970er Jahren immer
stairker die Immunpathogenese in den Vordergrund, da es zu dieser Zeit gelang,
einige Autoimmunreaktionen in den verschiedenen Augenstrukturen nachzuweisen

(Morter et al., 1969; Poppensiek, 1969; R. Williams et al., 1971).

Den  Schliissel zum  Erregernachweis lieferte, inspiriert durch die
Humanophthalmologie, die Entwicklung der Vitrektomie am Pferdeauge durch
Werry und Gerhards (1991). Das dadurch gewonnene Probenmaterial konnte im
direkten Erregernachweis zur Anzucht einer Leptospirenkultur, fiir eine
elektronenmikroskopische Untersuchung, oder dem Antigennachweis mittels
Polymerasekettenreaktion ~verwendet werden. Aber auch der indirekte
Antikorpernachweis durch MAT und ELISA war nun moglich. Mittels dieser
labordiagnostischen Verfahren gelang es nun regelmifig aus intraokularen Proben
von an ERU erkrankten Tieren Leptospiren-Antigen und Antikdrper zu bestimmen

(Wollanke et al., 2004).

Wollanke und Mitarbeiter (2002) konnten in Thren Untersuchungen darstellen, dass
es sich bei der equinen rezidivirenden Uveitis einerseits um eine intraokulare
Leptospireninfektion handelt, da hierfiir die Henle-Koch-Postulate erfiillt werden,
andererseits, dass nicht nur der direkte Erregernachweis mittels PCR oder Anzucht,
sondern auch der intraokulare Antikdrpernachweis als Infektionsbeweis zu werten
ist. Denn unter Beriicksichtigung des Goldmann-Witmer Koeffizienten C ist die
intraokulare Antikorperproduktion als sicher anzunehmen (Goldmann & Witmer,
1954; Wollanke et al., 2004). Die hdmatogene Infektion des Auges mit Leptospiren
ist der aktiven Beweglichkeit und der dadurch resultierenden Fiahigkeit des
Erregers, die kapilliren Randschlingennetze der Uvea zu durchdringen, geschuldet
(Wollanke et al., 2004). Die geringe Aggressivitdt der intraokularen Leptospiren
und die schlechtere immunologische Erreichbarkeit im Auge als immunologisch
privilegierter Raum, haben eine lange Latenzzeit bis zum Auftreten klinischer
Symptome und das rezidivierende Entziindungsgeschehen zur Folge (Wollanke et

al., 2004).



Literaturiibersicht 6

Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der ERU nimmt die ,,Blut-Augen-
Schranke* ein (Gilger & Deeg, 2011; Gilger & Hollingsworth, 2017; Wollanke et
al., 2004). Definiert ist diese als ein hochspezialisiertes Endothel, bestehend aus
vielen Tight-Junctions zwischen Epithelzellen und GefdBen, welche den
Zelltransport aus der Uvea stark limitieren (Gilger et al., 2017). Diese Barriere
erstreckt sich von den Epithelzellen des Ziliarkorpers iiber den gesamten
pigmentierten Anteil der Retina. Neben der Undurchlissigkeit fiir groBe Molekiile
kommt ihr als wichtige Aufgabe die Limitierung von intraokularen
Immunreaktionen zu (Gilger et al., 2017). Somit herrscht im inneren Auge ein
Gleichgewicht zwischen autoreaktiven und immunsupprimierenden Reaktionen,
was eine Schiadigung durch okulare Autoantigene verhindert (Gilger et al., 2017;
Mair & Crispin, 1989; Wollanke, 2002; Zierhut et al., 1991). Gewisse Ereignisse,
wie systemische oder lokale Infektionen oder ein Trauma konnen zum
Zusammenbruch der ,.Blut-Augen-Schranke fiihren, welche dann besonders fiir
Immunzellen und auch fiir Leptospiren passierbar wird (Mair et al., 1989;

Wollanke, 2002; Zierhut et al., 1991).

Manche Autoren sehen den Nachweis von intraokularen Leptospiren als ein
sekundires Ereignis im Krankheitsverlauf (Gilger et al., 2017). Sie ordnen die ERU
mehr den autoimmunmediierten Erkrankungen zu (Deeg et al., 2008; Deeg et al.,
2004; Gilger et al., 2017; Gilger et al., 1999). Zu beachten ist, dass das untersuchte
Probenmaterial in den Studien von Deeg und Mitarbeitern nahezu ausschlielich
von mit leptospiren-infizierten Augen stammt. Damit stellt sich die schwierige

Frage, welches das primére und welches das sekundére Ereignis darstellt.

Den =zentralen Mechanismus stellen dabei die zellulire Immunantwort und
insbesondere CD4+ Th1-Zellen dar (Deeg et al., 2001; Romeike et al., 1998). Bei
genauerer Untersuchung von Iris, Retina und Choroidea zeigen sich fiir die ERU
charakteristische lymphfollikel-&dhnliche Strukturen (Deeg et al., 2002a). Diese nun
intraokular befindlichen T-Zellen reagieren mit von der Retina exprimierten
Autoantigenen, zu welchen das Cellular Retinaldehyde Binding Protein (CRALBP)
und Interphotorezeptor-Retinoid-bindende Protein (IRBP) gezéhlt werden (Deeg et
al., 2006b; Deeg et al., 2002b). Warum es folglich bei einer autoimmunmediierten
Reaktion zu einem klassisch rezidivierenden Krankheitsverlauf kommt, wird durch
das Phdnomen des Epitop Spreading erklirt (Deeg et al., 2006a). Dabei

unterscheidet man intramolekulares und intermolekulares Epitop Spreading, bei
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dem die T-Zellen entweder auf ein in sich veridndertes Autoantigen reagieren oder
es zwischen den verschiedenen Antigenen zum Epitop-Wechsel kommt (Deeg et
al., 2006a; Gilger et al., 2017). Dieser dynamische Prozess soll eine immer neue
Aktivierung des Immunsystems mit der klinischen Ausbildung einer Uveitis
darstellen, da das initial auslosende Autoantigen nicht identisch mit dem im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf ist (Drommer et al., 1996). Intraokulare
Antikorper richten sich zumeist gegen zwei bestimmte Leptospirenproteine, LruA
und LruB (Verma et al., 2008). Verma et al. (2010) konnten deren Kreuzreaktivitit
mit Linsen- und Retinaproteinen nachweisen. Dieser Nachweis unterstreicht
zusitzlich, dass den Immunreaktionen bei der ERU eine entscheidende Bedeutung

zukommt (Verma et al., 2010; Verma & Stevenson, 2012).

1.3. Symptome und Verlauf

Bei der Einteilung der Uveitiden gibt es verschiedene Moglichkeiten. Gerhards und
Mitarbeiter (2001) treffen dabei die Untergliederung in endogene (z.B. ERU),
exogene (z.B. traumatisch), parasitire Uveitiden und zudem in einen

granulomatdsen und nicht granulomatdsen Entziindungstyp.

Eine nicht granulomatdse und sero-fibrindse Entziindung der Tunica vasculosa
bulbi, oder auch ERU genannt, ldsst sich des Weiteren in verschiedene Formen

unterteilen (Gerhards et al., 2001):

Tabelle 1: Europdische Einteilung der ERU-Formen

Européische Einteilung der ERU

- vordere Uveitis (Iritis)

- Intermediére oder hintere Uveitis (Zyklitis, Chorioiditis)

- Panuveitis mit der Beteiligung aller Anteile der Uvea

(Dwyer & Gilger, 2005; Gerhards et al., 2001; Schwink, 1992; Wollanke, 2002).

In der angelsdchsischen Literatur erfolgt die Einteilung weniger nach der
Entziindung der anatomischen Strukturen, als mehr anhand der klinischen

Symptomatik (Gilger et al., 2004):
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Tabelle 2: Angelsdchsische Einteilung der ERU-Formen

Angelsichsische Einteilung der ERU

- Die klassische ERU mit ihrem rezidivierenden Wechsel von Phasen starker
Schmerzhaftigkeit und minimaler okularer Entziindung

- Die schleichende Form, mit zwar dauerhaften Entziindungsprozessen aber fiir den
Besitzer nur schwer erkennbarer Klinik (Appaloosa-/ Tigerschecken-Uveitis)

- Die hintere Uveitis mit ihren typischen Glaskdrperverdnderungen, welche als haufigste
Form in Europa angesehen wird

(Gilger et al., 2017)

Die ERU stellt ein sehr variables Krankheitsbild da (Spiess, 2010). Es reicht von
sehr geringgradiger Symptomatik, bis hin zu schwerer Storung des
Allgemeinbefindens mit einer Kdrperinnentemperatur von bis zu 39,6° C (Gerhards
et al,, 2001). Die klinischen und auch ophthalmoskopischen Befunde der ERU
wurden von zahlreichen Autoren beschrieben und finden sich in einigen Werken
der ophthalmologischen Literatur. Im Folgenden soll nur eine kurze tabellarische

Auflistung der wichtigsten Befunde erfolgen.

Tabelle 3: Zusammenfassung akuter Symptome einer Uveitis

Mit einer akuten Uveitis vereinbare Symptome:

Blepharospasmus

Epiphora

Geroétete Konjunktiven

Deutlich gezeichnete Episkleralgefifie

Diffuses Hornhautddem

Zirkuldre vom Limbus kommende Vaskularisation der Hornhaut

Endotheliale Prazipitate

Kammerwassertriibung

Fibrin in der vorderen Augenkammer

Depigmentierung der Iris

Rubeosis iridis

Miosis

Diffuse Glaskdrpertriibung und schmutzig-griinlicher Fundusreflex

(Gerhards et al., 2001; Gilger et al., 2017)

Tabelle 4: Zusammenfassung chronischer Uveitisverdinderungen

Chronische Verinderungen im Verlauf der equinen rezidivierenden Uveitis:
Atrophia bulbi
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Chronische Keratitiden

Verklebungen der Iris mit Endothel oder Linsenvorderflache (vordere und hintere Synechien)

Seclusio pupillae mit Iris bombata

Blédschenformige Katarakt auf der Linsenriickflédche

Multiple Triibungen der Linsenkapsel bis hin zur maturen Katarakt

Entziindliche Prézipitate auf der Linsenriickfliche

Linsenluxationen und Subluxationen

Vermehrte Glaskorperverfliissigung und gelbliche Glaskorpertriibung

Spinnenwebartige, wolkige bis membranartige Glaskdrpereinlagerungen

Partielle Netzhautschdden in Form von Netzhautfalten, bis hin zur Ablatio retinae

(Gerhards et al., 2001; Gilger et al., 2017)

1.4. Diagnose

Neben dem Erkennen der oben beschriebenen, in jedem Stadium der ERU
typischen ophthalmoskopischen Befunde, kommt der detaillierten Anamnese grof3e
Bedeutung zu teil (Gerhards et al., 2001). Gerade bei Patienten mit nur geringen
klinischen Symptomen kann durch die Beschreibung des akuten Stadiums (siche
oben) und eines eventuellen rezidivierenden Charakters, die Verdachtsdiagnose
ERU gestellt werden. Um diesen anamnestischen Verdacht zu untermauern, bietet
sich  in wunklaren Fillen auch das Mittel einer diagnostischen
Kammerwasserpunktion an. Das gewonnene Material kann dann iiber das
intraokulare Vorkommen von Leptospiren, vergleichbar mit einer Glaskorperprobe,
Auskunft geben (Gesell, 2004; Gesell et al., 2006; Wollanke, 2002). Sollten die
labordiagnostischen Ergebnisse negativ ausfallen, kann mit einer iiber 90 %-igen
Wabhrscheinlichkeit eine ERU ausgeschlossen werden (Loibl, 2009; Loibl et al.,
2018; Wollanke, 2002).

Therapie und Prognose

Schmerzlinderung und dauerhafter Seherhalt durch Minimierung intraokularer
Entziindungsprozesse sollten die obersten Ziele der Behandlung einer ERU sein

(Gerhards et al., 2001; Gilger et al., 2004; Wollanke et al., 2001).

Dabei muss eine konservative den akuten Schub betreffenden Therapie, von einer

chirurgischen Langzeittherapie unterschieden werden.
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Tabelle 5: Konservative Therapiemoglichkeit einer ERU

Die konservative Therapie orientiert sich an der Symptombehandlung:

Mydriasis durch geeignete Mydriatika (z.B Atropin) oder andere Zykloplegika

Entziindungshemmung sowohl lokal mittels steroidaler als auch systemisch mittels nicht-
steroidaler Antiphlogistika

(Barnett, 1987; Cook et al., 1983; Gerhards et al., 2001; Gilger et al., 2011; Gilger
et al., 2017; Lavach, 1990; Wollanke et al., 2009)

Unterstiitzend sollte als schmerzstillende Therapie das Pferd entweder mit einer
dunklen Augenmaske versehen oder in einen abgedunkelten Stall verbracht werden,
um die schmerzbedingte Miosis autheben zu kénnen (Gerhards & Wollanke, 2005).
Die konservative Therapie stellt auf Grund des stark rezidivierenden Charakters der
Erkrankung, selbst bei optimaler Durchfiihrung, nur eine kurzfristige therapeutische
Moglichkeit dar (Gilger et al., 2017; Wollanke et al., 2004). Das therapeutische
Mittel der Wahl zum dauerhaften Erhalt der Sehfdhigkeit bietet die Pars Plana
Vitrektomie. Detaillierte Beschreibungen finden sich sowohl bei Werry et al.
(1992), welche diese Operationstechnik etablierten, als auch bei Gerhards et al.
(2005) und Schinagl (2017). Schinagl (2017) konnte in einer retrospektiven Studie
von 654 operierten Augen in einem Zeitraum von bis zu 18 Jahren den dauerhaften
Erhalt der Sehfdhigkeit bei 75,2 % und eine Rezidiv- und somit Schmerzfreiheit bei
96,3 % der Augen darstellen. Ein weiteres Ergebnis der Studie war, dass eine
moglichst frithe operative Intervention mit zum OP-Zeitpunkt nur geringen
okularen Schiden die beste Prognose fiir den Erhalt der Sehfdhigkeit bedeutet.
Ausschlaggebendes Kriterium fiir eine Operation sind entweder ein eindeutiger
anamnestischer Vorbericht oder eindeutige ophthalmologische Befunde (Gerhards
et al., 1999; Wollanke et al., 2001). Sollte dies nicht vorliegen und ein Pferd
untypische Entziindungszeichen, bei unklarem Vorbericht mit eventuell fehlenden
ophthalmologischen Befunden aufzeigen, besteht des Weiteren die Moglichkeit
einer diagnostischen Kammerwasserprobenentnahme (Gesell et al., 2006; Loibl,

2009).

Weitere therapeutische MaBBnahmen stellen die Implantation eines suprachoroidalen
Cyclosporin  A-Priparates und die intravitreale Gentamicin-Injektion dar.

Suprachoroidale Cyclosporin- A Implantate werden als eine weniger invasive
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Variante zur PPV vermehrt in den USA zur Uveitisbehandlung eingesetzt. Gilger et
al. (2010) beschreiben dabei eine Verbesserung der Rezidivrate auf 50-89 % zur
Ausgangssymptomatik. Besonders bei Appaloosas konnten die Autoren ein
Absinken der Erblindungsrate von 81 % auf 12 % nachweisen, welches bei dieser
Uveitisart (zumeist ohne Beteiligung von pathogenen Leptospiren) (Baumgart,
2014; Wiehen, 2012)) eine durchaus niitzliche Therapiemethode darstellt. Die
rechtliche Zulassung zur Verwendung des Prédparats macht jedoch den Einsatz in
den USA und Europa zum Teil schwierig. Einer vorangegangen Umwidmung muss
demnach die Herstellung in einer dafiir ausgelegten Apotheke erfolgen, welches

nicht flichendeckend moglich ist (Baumgart, 2014).

Sollten allerdings eine intraokulare Leptospireninfektion oder ausgedehnte
Glaskorpereinlagerungen vorliegen, stellt die PPV, trotz des invasiven Charakters,
das Mittel der therapeutischen Wahl dar (Gilger et al., 2010). Speziell den Vorzug
der PPV gegeniiber dem Implantat stellt auch eine aktuelle deutsche Studie dar, in
welcher bei 19/24 Pferden nach Implantation des CsA eine Vitrektomie wegen

anhaltender Rezidive erfolgen musste (Waid et al., 2018).

Fischer und Mitarbeiter (2016) beschreiben mit der intravitrealen low-dose
Gentamicin-injektion eine weitere Moglichkeit der Uveitisbehandlung beim Pferd.
IThre 2016 verdffentlichte Studie enthielt 92 an Uveitis erkrankte Augen
unterschiedlicher ~ Entziindungsstadien, welche alle mit 4 mg
konservierungsstofffreier =~ Gentamicininjektionslosung intravitreal — behandelt
wurden. Die Injektion von 0,05 ml Gentamicin erfolgte 10 mm dorsal des Limbus
mit einer 30 G Insulinnadel. Bei 56 von 59 der nach 30 Tagen bis 17 Monaten
nachuntersuchten Augen, konnten keine weiteren Entziindungsschiibe mehr
beobachtet werden, die Sehfdhigkeit war bei 86/92 behandelten Augen zu erhalten
(Fischer et al., 2016). Wirkliche Langzeitergebnisse wie bei der Pars plana
Vitrektomie, wie zum Beispiel bei Schinagl (2017) dargestellt, gibt es zu dieser

Methode noch nicht. Daher sind die erhobenen Ergebnisse noch mit Vorbehalt zu

beurteilen.
2. Leptospiren
2.1. Taxonomie

Die Gattung Leptospira gehdrt zum Stamm der Spirochaetes und dort in die Familie
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der Leptospiraceae (Straubinger, 2015). Sie kénnen dahingehend in pathogene und
apathogene Arten unterteilt werden. Diesen pathogenen (Leptospira interrogans)
und apathogenen (Leptospira biflexa) Spezies werden wiederum Serogruppen und

Serovare zugeordnet (Kayser et al., 2014; Levett, 2001).

Die Spezies Leptospira interrogans stellt die bedeutendste pathogene
Leptospirengruppe dar. So werden beispielsweise folgende in der equinen
Leptospirendiagnostik ~ wichtigen Serovare der Spezies L. interrogans
unterschieden: icterohaemorrhagiae, copenhageni, pyrogenes, grippothyphosa,

canicola, australis, bratislava, pomona, saxkoebing, hardjo und javanica.

Neben dieser klinisch sehr relevanten Gruppe konnen allerdings aus
molekularbiologischen Untersuchungen insgesamt siebzehn Arten taxonomisch
unterschieden werden (z.B. L. interrogans, L.noguchii, L.santarosai, L. meyeri,
L.wolbachii, L.biflexa, L.fainei, L.borgpetersenii, L.kirschneri, L.weilii, L.inadai,
L.parva, L.alexanderi) wobei die apathogenen, saprophytéren Stimme weiterhin zu
den Leptospira biflexa gezdhlt werden (Levett, 2001; Straubinger, 2015). Trotzdem
erfolgt weitestgehend immer noch eine Einteilung in die {iber 250 verschiedenen
Serovare, wobei unter diesen auch ein individuell vermehrtes Vorkommen bei

Haupt-und Nebenwirten beschrieben wird (Straubinger, 2015).

2.2. Biologie und Epidemiologie

Auf Grund zweier Endoflagellen ist es den kleinen, schraubenférmigen Bakterien
mit etwa 0,1 um Durchmesser und bis zu 24 um Linge moglich, sich rotierend
fortzubewegen (Straubinger, 2015). Gleichzeitig verleiht es ihnen die unter dem
Mikroskop ersichtliche Haken- oder Kleiderbiigelform (Straubinger, 2015). Die
optimalen Wachstumsbedingungen finden Leptospiren unter aerobem bzw.
mikroaerobem Klima bei einem ph-Wert von 7,2-7,4 (Torten & Marshall, 1994).
Von epidemiologischer Wichtigkeit ist die sehr lange Besiedlung der Wirtsnieren
mit verbundener Ausscheidung iiber den Harn. Nach der Ausscheidung tiberleben
die Bakterien bevorzugt im feuchtwarmen Milieu, beispielsweise stehenden
Gewissern (Straubinger, 2015). Viele Sdugetiere aber auch manche Vogelarten,
sind symptomlose Triger einer chronischen Leptospirose und konnen massenhaft

Erreger iiber den Urin ausscheiden und zur indirekten Ubertragung an andere Tiere
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beitragen (Faine, 1994). Ausgeschieden kdnnen Leptospiren, bei leicht alkalischem
ph-Wert und Temperaturen iiber 18° C, Wochen bis Monate lang iiberleben. So ist
eine vermehrte Infektionsrate in den Sommer- und Herbstmonaten in der
gemiBigten Klimazone zu erwarten. Dort konnen infektiose und lebende Erreger
bis zu 18 Tage in Regenwasser und sogar 100 Tage in Flusswasser infektios bleiben

(Horsch, 1980).

Trockenheit, Warme und ph-Wert Abweichung, speziell ins saure Milieu, fiihren zu
einer schnellen Inaktivierung des Erregers (Straubinger, 2015). Demzufolge ist
auch im sauren Urin der Fleischfresser ein geringeres Infektionsrisiko als im leicht
alkalischen der Herbivoren zu erwarten (Faine, 1994). Eine besondere Rolle der
Reservoirtiere spielen die Muriden. Insbesondere Miuse und Ratten gelten als
Hauptausscheider bei einer indirekten Infektion in entsprechenden Biotopen
(Cibulski, 2016; Faine, 1994). In einer 2016 angefertigten Studie iiber den
Durchseuchungsgrad von Kleinsdugern und Gewéssern in Stiddeutschland, konnten
mittels real-time PCR bei 14 % der 299 beprobten Kleinsduger und bei 10 % der 87
untersuchten Gewisserproben ein Nachweis des LipL32 Gens pathogener
Leptospiren bestétigt werden (Cibulski, 2016; Cibulski & Wollanke, 2016).
Innerhalb dieser Reservoirtiere wird von einer direkten Erregeriibertragung
ausgegangen. Dabei kommt es venerisch liber das Sperma zu einer kongenital-
hdmatogenen und schlieBlich transplazentaren Infektion der Feten (Ellis et al.,

1985; Ellis et al., 1986).

2.3. Zeitliche Entdeckung einer intraokularen Leptospireninfektion bei

Equiden

Bereits seit Mitte der 1940er Jahre wird beim Menschen die systemische
Leptospirose in Zusammenhang mit Augenerkrankungen gebracht (Gsell et al.,
1946; Hanno & Cleveland, 1949; Kathe, 1941). Etwa zur gleichen Zeit wurden
erstmals bei Serumuntersuchungen von Pferden bei Tieren mit gleichzeitig
aufgetretener Uveitis, héufiger und zugleich hohere Antikorpertiter gegen
Leptospiren beobachtet (Witmer, 1954).

Das klinische Bild einer periodischen Augenentziindung konnte sowohl bei einem
natiirlichen Bestandsausbruch (Roberts, 1958) als auch nach experimenteller

Infektion (Heusser, 1952; Morter et al., 1969; R. D. Williams, 1968) mit den
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schraubenformigen Bakterien beobachtet werden.

SchlieBlich gelang es Hartwigk und Mitarbeitern (1952) erstmals, Leptospiren aus
dem Kammerwasser eines an Uveitis erkrankten Pferdes zu isolieren. Da sich eine
derartige Isolierung als duferst schwierig erwies, begann erst in den spiten 1990er
Jahren, insbesondere unter Dr. Brem und Mitarbeitern, die regelmiBige

Kultivierung aus intraokularem Probenmaterial (Brem et al., 1998).

Von zahlreichen Autoren wurden die rezidivierenden inneren Augenentziindungen
Monate bis Jahre nach der systemischen Infektion beobachtet (Halliwell et al.,
1985; Roberts, 1958; Witmer, 1954; Wollanke, 2002). Mogliche Griinde dafiir
zeigten sich in elektronenmikroskopischen Untersuchungen von equinem
Glaskorpermaterial, in welchem Niedermaier und Koautoren (2006) ,,umhiillte*
Leptospiren darstellen konnten. Durch Brandes und Mitarbeiter (2007) wurde dies
bestitigt und die Autoren schafften es sogar, Leptospiren abzubilden, welche
bereits von Makrophagen umhiillt, der Phagozytose unterlagen. Ob es sich bei der
,HHiille® um, wie fiir Leptospiren bekannt, wirtseigenes Protein zur Maskierung
handelt (Faine, 1994) oder eventuell intraokular gebildetes Serumamyloid A
(Waldner, 2017), beziehungsweise die Bakterien durch bakterielles Amyloid sogar
intraokular zur Biofilmbildung fahig sind (Miklossy, 2016; Ristow et al., 2008), ist
im Zusammenhang mit der bei ERU-Patienten bestehenden intraokularen

Leptospireninfektion noch nicht génzlich geklért.

Auch im Rahmen der serologischen Untersuchungen konnte Loibl (2009) im
ELISA-Verfahren eine signifikant hohere Konzentration von IgA Antikdrpern in
Glaskorperproben zu korrespondierenden Serumproben nachweisen, was als lokale
Antikorperproduktion wiederum einen weiteren Hinweis flir eine intravitreale

Anwesenheit der Spirochéten darstellt.

2.4. Nachweisverfahren

Den diagnostisch grofiten Stellenwert unter den Nachweismethoden einer
Leptospirose kommt dem serologischen Antikérpernachweis zuteil (Levett, 2001).

Im infizierten Organismus startet die Antikorperproduktion bereits einige Tage vor
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dem Beginn der klinischen Symptome und kann labordiagnostisch etwa ab Tag 5-9
serologisch nachgewiesen werden (Levett, 2001). Die alleinige Hohe eines
ermittelten Titers bietet jedoch noch keinen Hinweis auf den Zeitpunkt der
zurlickliegenden Infektion. Dafiir ist der Vergleich eines sogenannten Serumpaares
von Noten. Ein Titeranstieg um das Vierfache innerhalb von 7-14 Tagen wird als
akute Infektion gewertet. Insgesamt wird eine sehr groBe Anzahl verschiedenster
serologischer Tests beschreiben, welche zum Beispiel bei Levett (2001) aufgefiihrt
werden. Fiir die Veterindrdiagnostik sind aber insbesondere der microscopic
agglutination test (MAT) und der enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)

von bedeutender Rolle.

24.1. MAT - Microagglutinationstest

Der MAT, welcher auch als sogenannter Goldstandard der Leptospirendiagnostik
bezeichnet wird, wird im Nachweis mit lebenden Kulturstimmen angewandt. Um
eine optimale Sensitivitdt durch diesen Test zu erreichen, empfiehlt sich die
Verwendung der in der jeweiligen geografischen Lage gehéduft vorkommenden
Serovare (Levett, 2001; OIE, 2014). So besteht insbesondere im Bezug auf die
verschiedenen Kontinente der Erde eine ausgeprdgte Diskrepanz der
vorkommenden  Leptospiren-Serovare  und  der  jeweiligen  Privalenz
(siche Tabelle 7).

Der MAT weist eine sehr gute Spezifitit aufgrund der gering bis kaum
vorkommenden Kreuzreaktionen mit anderen bakteriellen Infektionen auf (OIE,
2014). Zumeist ist die auslosende Serovar auch mit dem hochsten Titer im MAT
reprasentiert. Jedoch den definitiven Nachweis stellt die kulturelle Anzucht
diesbeziiglich dar, da Kreuzreaktionen innerhalb der Serovare und Serogruppen

nicht immer die auslosende Serovar mit dem hochsten Titer nachweisen lassen

(Krauss, 2004; Levett, 2001).

Zur Interpretation der jeweiligen Titer-Ergebnisse gilt im internationalen
Viehhandel ein Titer ab einer Verdiinnung von 1:100 als positives Ergebnis
(Kalisch, 1952; OIE, 2014). Allerdings sollte bei geringeren Titern die hohe
Spezifitit des MAT bedacht werden und somit eine friihere Exposition des

Organismus mit Leptospiren in Erwigung gezogen werden (OIE, 2014).
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Die Stirken des MAT liegen in der Einzeltierdiagnostik, bei akuter klinischer
Symptomatik (Hathaway et al., 1981) Aber gerade in der Herdendiagnostik von
Rindern zeigten Ellis und Mitarbeiter (1986) Limitierungen des Verfahrens bei
chronisch infizierten Tieren. Dieses Problem des MAT in der Herdendiagnostik
konnte in einer sehr grof angelegten russischen Studie von 10 Millionen
tierartiibergreifenden Serumproben bestitigt werden (Soboleva et al., 2018).

Zu einer Minderung der Sensitivitdt kann es des Weiteren auch bei einer sehr
frithen Probennahme, vor dem Eintritt der Serokonversion (Levett, 2001) oder bei
einer sehr geringen Ausbildung der Immunantwort von Seiten des Wirtes kommen

(Thiermann & Garrett, 1983).

2.4.2. ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Dieses, auf einer enzymatischen Farbreaktion basierende, serologische
Nachweisverfahren, hat sowohl Vorteile als auch Nachteile gegeniiber dem
Goldstandard MAT. Die entscheidendsten Vorteile sind: zum einen die
Verwendung von toten Antigenen zum Nachweis der Antikdrper (Halliwell et al.,
1985), die objektivere photometrische Auswertung des Testergebnisses und die
Bestimmung verschiedener Immunglobulinklassen ohne vorherige
Serumfraktionierung (Cousins et al., 1985).

Auch zum Zeitpunkt der friihen Infektion bietet der ELISA mit einem schnellen
Nachweis von IgM-Antikorpern im Serum innerhalb der ersten Tage eine
Nachweismoglichkeit - auch wenn bei einer akuten Infektion der MAT womdglich
noch keine Antikorper detektieren kann (Bernhard, 1993; Krauss, 2004;
Thiermann, 1984; Thiermann et al., 1983). Eine Unterscheidung zwischen
Impfantikoérpern und Antikoérpern nach Infektion ist mittels ELISA Technik auch
moglich, was insbesondere bei der Diagnostik mit Hundeseren eine grofle Rolle

spielt (Brem et al., 1999).

Rekombinante Antigene der duBleren Membran von ausschlieBlich pathogenen
Leptospiren lassen auch mittels ELISA die Unterscheidung pathogener und
apathogener Arten zu (Dey et al., 2004; Naito et al., 2007). Zu diesen @ufleren
Membranproteinen gehdren: Lipoproteine LipL41, LipL32 und das Porin OmpL1
(Dey et al., 2004; Naito et al., 2007). Bei einer natiirlichen Infektion eines Wirtes
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mit Leptospiren sind das hochkonservierte Antigen LipL32 und das Porin OmpL1
deutlich immunogener als LipL41 innerhalb der pathogenen Serovare zu werten
(Haake et al., 2000). Da mittels ELISA -Technik zu jedem Zeitpunkt der Infektion
verldssliche Ergebnisse zu erzielen sind, wird der MAT als alleinig geltender
Goldstandard in der Leptospiren-Diagnostik in Frage gestellt (Bomfim et al., 2005;
Loibl, 2009; Woodward et al., 1997).

2.4.3. ELISA-Schnelltests

Ein seit kurzem zunehmender Zweig in der Leptospirendiagnostik stellen ELISA-
Schnelltests dar, welche innerhalb weniger Minuten eine Diagnose vor Ort liefern
konnen (Abdoel et al., 2011). Diese bislang vor allem bei Kleintieren und dem
Menschen angewandten Verfahren, unterscheiden sich als IgG oder IgG plus IgM
ELISAs, welche von verschiedenen Firmen mit unterschiedlichen Sensitivitdten
und Spezifititen angeboten werden. Eine kurze Ubersicht dariiber findet sich bei
Bergmann und Koautoren (2017). Problem der Schnelltests ist unter anderem,
dhnlich dem MAT, die schlechte Sensitivitét in Friihstadien einer Infektion und die
fehlende Angabe iiber die auslosende Serovar (Palaniappan et al., 2005). In einer
experimentellen Studie mit 32 gesunden Beagles, welche gezielt mit verschiedenen
Leptospiren-Serovaren infiziert wurden, konnte ein auf IgM-Nachweis basierender
Schnelltest von Zoetis (Zoetis Witness®Lepto) eine sehr hohe Sensitivitit bereits
nach sieben Tagen post infectionem vorweisen und zeigte sich dabei sogar
sensitiver als der MAT (Lizer et al., 2018). In einer von Troia und Mitarbeitern
(2018) veroffentlichten Studie wurden zwei Schnelltests auf ELISA- Basis mit dem
Goldstandard MAT verglichen, wobei Seren von gesunden Kontrolltieren und
natiirlich infizierten Tieren beprobt wurden. Mit einer Spezifitit zwischen 72,2 %
und 100 % konnten beide Schnelltests sehr gute Werte als erste

Orientierungsdiagnose zum MAT erzielen (Troia et al., 2018).

Insgesamt wurden bislang vermehrt Studien iiber Serum-Untersuchungen mittels
ELISA-Schnelltests beim Kleintier veroffentlicht, wobei die Fallzahlen zum Teil

sehr gering waren.
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2.4.4. PCR - Polymerase-Ketten-Reaktion

Unter den direkten Nachweismethoden kann mit der Polymerase-Ketten-Reaktion
die hochste Sensitivitit in der Leptospirendiagnostik erreicht werden, indem bereits
kleine Erregermengen ausreichen, um sowohl in frithen, als auch chronischen
Infektionsstadien zuverldssige Nachweise zu erhalten (Turner, 1968).

Beim Menschen und ebenso beim Tier stehen eine Vielzahl von verschiedenen
PCR-Assays zur Verfiigung (Brown et al., 1995). In den Anfingen der PCR-
Diagnostik wurden zu meist Primer eingesetzt, die sowohl pathogene als auch
apathogene Leptospirenarten nachwiesen (G1/G2 Primer). Fiir die klinische
Diagnostik kommen nun PCR-Protokolle zum Einsatz die spezifische Antigene
pathogener Arten detektieren (Levett et al., 2005). Eines der hdufigsten Antigene
stellt das Lipoprotein-L32-Gen dar (Wagenaar et al., 1994). Neuere Protokolle
amplifizieren Gene fiir ein sogenanntes immunoglobulin-like protein (Lig). LigA
und LigB werden dabei ausschlieBlich bei einer Infektion exprimiert (Palaniappan
et al., 2005).

Eine allgemein giiltige Ubereinstimmung, welche Primer zur Diagnostik
herangezogen werden sollten, gibt es bislang noch nicht.

Es werden sowohl konventionelle als auch real-time PCRs verwendet. Vorteil der
real-time PCR ist die geringere Anfilligkeit fiir Kontaminationen, allerdings sollte
auch bei dieser Methode stets eine Probe ohne etwaige Hemmstoffe wie Antibiotika
verwendet werden, auch wenn die Vitalitit der Leptospiren nicht zwingend
erforderlich ist (Wagenaar et al., 1994).

Mittlerweile etablieren sich auch In-House-PCRs fiir eine schnelle Diagnostik vor
Ort. Aussagen iiber Spezifitit und Sensitivitit sind bei diesen allerdings noch zu

ermitteln (Bergmann et al., 2017).

2.4.5. Kultur

Eine definitive Diagnose einer vorliegenden Leptospirose kann {iber die Anzucht
der Erreger erfolgen (Thiermann, 1984). Es kommen dabei sowohl fliissige als

auch halbfeste Nahrmedien zum Einsatz, solange sie flir Anzucht pathogener
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Leptospiren aus einem Gemisch mit 10 % Kaninchenserum, 1 % Rinder-Serum-
Albumin und langkettigen Fettsduren bestehen (Torten et al., 1994). Am héufigsten
kommt ein halbfestes Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris Medium zum
Einsatz (Krauss, 2004; Levett, 2001). Allen Medien ist der Zusatz von 5-
Fluorouracil gegen das Wachstum einer Sekundérflora gemein (Levett, 2001). Die
Auswahl des Probenmaterials ist vielfiltig und beinhaltet nahezu alle
Korperfliissigkeiten wie Blut, Liquor, Urin, Glaskorper und einige mehr.
Entscheidend fiir die erfolgreiche Anzucht ist die absolut sterile Probenentnahme,
der bei 2-5° C liegende Weitertransport und die Inkubation des beimpften
Néhrmediums bei 28-30° C mikroaeroben Milieus fiir etwa 16-26 Wochen (Kayser
et al., 2014; OIE, 2014). Dabei sind die Chancen fiir eine erfolgreiche Kultur am
besten bei sofortigem Verimpfen der Probe in ein Transportmedium zu sehen. Die
Temperatur wihrend weiterer Lagerung sollte danach stets nicht unter

Zimmertemperatur fallen (Wollanke, 2002).

Wurden erfolgreich Leptospiren angeziichtet, konnen diese iiber serologische und
oder molekularbiologische Verfahren einer Serovar oder einer Serogruppe
zugeordnet werden (Levett, 2001). Die Serovar oder auch Serogruppe dient sowohl
zur  epidemiologischen  Riickfilhrung des  Erregers, als auch zur

Herstellungsmoglichkeit einer stallspezifischen Autovakzine (Wollanke, 2002).

2.4.6. Leptospirennachweis bei Pferden mit ERU

Als diagnostisches Material werden in aller Regel Serum, Kammerwasser und
Glaskorper auf Leptospiren untersucht.

Leider erwies sich die am wenigsten invasive Probengewinnung in Form von
Serum als wenig hilfreich in Bezug auf die Diagnose ,,ERU* (Polle et al., 2014;
Schwink, 1992; Witmer, 1954; Wollanke, 2002) (siche Tabelle 6).

Tabelle 6: Probleme der Serumdiagnostik

Problem der Serumdiagnostik bislang:

Antikdorpertiter gegen Leptospiren obwohl keine Augenerkrankung besteht (Dorrego-Keiter et al.,
2016; Dwyer et al., 1995; Gesell, 2004; Wollanke et al., 1998)

Abfall des Antikorpertiters bei chronischen Uveitisinfektionen (Witmer, 1954)
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MAT-negative Serumproben bei 10 % der Pferde, aus deren Glaskorperproben Leptospiren
angeziichtet werden konnten (Wollanke, 2002)

Daher hat sich die Serumuntersuchung mit MAT und ELISA, sowie der PCR
beziiglich Anzeichen einer im Glaskdrper befindlichen Leptospireninfektion wegen
der schlechten Korrelation zu korrespondierenden Kammerwasser- und
Glaskorperbefunden nicht als diagnostisches Mittel beziiglich einer ERU bewihrt
(Faber et al., 2000; Wollanke, 2002). Allgemein bieten Serumuntersuchungen
mittels MAT nur wenig Aufschluss liber simtliche klinischen Anzeichen einer
Leptospirose (Baverud et al., 2009).

Intraokulare ~ Antikérpernachweise mittels MAT und ELISA, sowie der
Antigennachweis unter zur Hilfenahme der real-time PCR sowie der kulturellen
Anzucht zeigten sich in zahlreichen Studien als hochsignifikant bei augenkranken

Tieren gegeniiber gesunden Kontrollpferden.

Dabei konnten Gesell und Mitarbeiter (2006) eine sehr hohe Ubereinstimmung von
Kammerwasser- und Glaskorperergebnissen darstellen, was die
Kammerwasseruntersuchung derzeit als das Mittel der Wahl in klinisch unsicheren

Féllen hinsichtlich einer Leptospiren-induzierten Uveitis darstellt.

Tabelle 7: Zusammenfassung regionaler bzw. kontinentaler Unterschiede in der

Serumprdvalenz gesunder Pferde

Weltweite Pferdeanzahl Laborergebnisse Land
Serumpriivalenzstudien
gegen Leptospiren
. 71 % positiver MAT Brasilien
(Hamond et al., 2012) 119 klinisch im Serum
gesunde bei ei t-off-Wert
Rennpferde ei einem cut-off-We
von > 1:100
80,8 % positiver MAT Brasilien
~ 62 klinisch gesunde im Serum
(Finger etal., 2014) Zugpferde bei einem cut-off-Wert
von 2 1:50
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(Jung et al., 2010) 1226 klinisch 25 % positiver MAT Korea
N gesunde im Serum
Rennpferde bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
(Houwers et al., 2011) 112 gesunde Pferde 79 % positiver MAT Niederlande
" im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:160
(Baverud et al., 2009) 2017 Pferde 25 % positiver MAT Schweden
im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
(Pikalo ct al., 2016) 314 Pferde 17,2 % positiver MAT | Mitteldeutschland
? im Serum
bei einem cut-off-Wert
von >1:100
(Dorrego-Keiter et al., 221 Pferde an ERU | 57,5 % positiver MAT | Norddeutschland
2016) erkrankt im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
418 klinisch 44,1 % positiver MAT Athiopien
T tal., 2016 =
(Tsegay eta ) gesunde Zugpferde im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
(Khurana et al., 2003) 379 klinisch 16,89 % positiver Indien
gesunde Pferde ELISA im Serum
(Gesell, 2004) 71 klinisch gesunde | 75 % positiver MAT Stiddeutschland
’ Pferde im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
(Wollanke et al., 2004) 132 klinisch 80 % positiver MAT Siiddeutschland
gesunde im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
. 22 klinisch gesunde | 73 % der gesunden im Stiddeutschland
(Loibl, 2009) Pferde und 44 an Serum mit ELISA
ERU erkrankte positiv, 98% der ERU
erkrankten positiv im
ELISA
(Bolwell et al., 2017) 499 klinisch Zwischen 6 und 9 % Neuseeland
gesunde Pferde positiver MAT bei
einem cut-off-Wert von
>1:50
(Sohail et al., 2017) 384 klinisch 33,85 % positiver Pakistan
? gesunde Pferde gegen Leptospiren
gerichteter IgG
Nachweis im ELISA
. 615 klinisch 58,5 % positiver MAT Schweiz
(Blatti et al., 2011) gesunde Pferde im Serum
bei einem cut-off-Wert
von > 1:100
o 43,28 % positiver Tschechien
573 klinisch MAT im Serum

(Nepereny et al., 2018)

gesunde Pferde
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I11. MATERIAL UND METHODEN

Die Methode orientiert sich an Loibl (2009), da in der vorliegenden Arbeit versucht
werden sollte, moglichst unter gleichen Bedingungen den Schnelltest-ELISA mit
den durch Loibl evaluierten immunglobulin-spezifischen ELISA-Tests zu

vergleichen.

1. Pferde

Die Arbeit gliedert sich in einen prospektiven und einen retrospektiven Abschnitt,
welche gemeinsam den Zeitraum 2002-2018 abdecken. In diesem Zeitrahmen
umfasst die Arbeit insgesamt Proben aus 2179 Augen von 1681 Pferden, bei denen
entweder okulares Probenmaterial oder Serum gegen Leptospiren untersucht

wurden.

Das Patientengut des prospektiven Abschnitts zur Evaluierung des SNAP-Lepto®
umfasst im Untersuchungszeitraum von Februar 2017 bis Dezember 2018 237
okulare Proben von 169 Pferden. Des Weiteren wurden der Studie noch asservierte
Proben aus den letzten 8 Jahren hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um 101 okulare
Proben von 72 Pferden und 19 Serumproben von Kontrolltieren. Eine genaue

Differenzierung der verwendeten Proben findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: Erhobener intraokularer Datensatz. Links Gesamtanzahl, welche sich
nach rechts weiter differenziert in Augen von ERU-Pferden, augengesunden

Kontrolltieren und anderweitigen Augenerkrankungen usw.

155 Glaskorperproben
187 von Pferden mit V.a. ERU
32 Kammerwasserproben

339 109 Augengesunde
intraokulare
Proben .
26 Uveitis anderer Genese
43 anderweitige 7 Augen mit Keratitis

10 Augen mit Glaukom

Die 217 untersuchten Serumproben kamen von 86 Pferden mit ERU, bei denen
immer auch das okulare Probenmaterial mituntersucht wurde, von 99

augengesunden Pferden vor operativen Eingriffen bzw. im Zuge der Euthanasie und
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von 32 Pferden mit anderen Augenerkrankungen.

Die Augenpatienten waren zwischen 0,2 und 30 Jahre alt. Unter den Kontrolltieren
fiir Serumproben waren Pferde der Alterspanne von 0,5 bis 30 Jahren. Es handelte
sich um 103 Stuten, 116 Wallache und 22 Hengste verschiedener Rassen und
Zuchtgebiete. Die jeweiligen Warmblutpferde der deutschen Zuchtgebiete wurden
aufgrund der starken ziichterischen Durchmischung und dem geringen
Informationsgewinn dadurch nur als ,,Warmblut* gefiihrt. Neben deutschen Pferden
waren insbesondere Pferde aus Tschechien und Polen, sowie Osterreich, Schweiz

und Frankreich vertreten.

2. Vorbericht

Tabelle 9: Erhebung des Vorberichts fiir die statistische Auswertung

Wichtige Punkte, sofern diese durch den Besitzer oder Haustierarzt mitgeteilt werden
konnten, waren:

Gesamtdauer der Erkrankung unter oder iiber 6 Monate

Anzahl der aufgetretenen Uveitisschiibe (unter oder iiber zwei Schiibe) und Auftreten des letzten
Schubs (unter oder iiber 0,5 Monate)

Lokalisation der Entziindung

Schweregrad der Entziindung

Wurde eine entsprechende Kammerwasseruntersuchung durch den Haustierarzt
oder eine andere iiberweisende Klinik getétigt (falls schriftlich vorliegend), wurden
auch diese Ergebnisse mit in die Studie aufgenommen. Bei Pferden der
Kontrollgruppe wurde anamnestisch jegliche lang anhaltende oder wiederkehrende

Reizerscheinung an den Augen ausgeschlossen.

3. Augenuntersuchung

Die Augenuntersuchungen fanden zumeist im Untersuchungsraum der Klinik fiir
Pferde der LMU statt. Das Verhalten der Pferde beim Gang dorthin wurde auf
Orientierungs- oder Ganganomalien hin beobachtet. Insbesondere bei schweren
Sehbeeintrachtigungen, einer oder auch beider Seiten, zeigen Pferde
charakteristische Kopf-Hals-Haltungen. So wird bei einer einseitigen Erblindung

der Kopf bei einem Gerdusch so gewendet, dass das sehende Auge der
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Gerduschquelle zugewandt wird.

Im Untersuchungsraum angekommen, erfolgte eine Adspektion beider Bulbi und
deren Adnexen. Insbesondere die GroBe beider Augéipfel wurde subjektiv bewertet,
sowie Augenausfluss und etwaiges Lidkneifen notiert. Einer Reflexpriifung (Licht-
und Drohreflex, Pupillarreflex) folgte die Untersuchung mit einer fokalen
Lichtquelle bei spontan gedffneter Lidspalte - bei Blepharospasmus auch bei
aufgehaltener Lidspalte. AnschlieBend wurden der Anatomie folgend zuerst die
einzelnen Hornhautschichten, der Limbus, die vordere Augenkammer, der
Kammerwinkel, die Iris und die Linsenvorderflache beurteilt. Zur Lokalisation von
Fremdmaterial oder GefaB3en kamen neben der fokalen Lichtquelle auch Spaltlampe

oder Koptbandlupe zum Einsatz.

Falls die Pupille nicht durch die Vorbehandlung (Atropin) schon weit gestellt war,
erfolgte die Weitstellung der Pupille mit Tropicamid, einem kurzwirksamen
Mydriatikum. Bereits die Dauer bis zum Eintritt der Mydriasis und die
Vollstindigkeit der Mydriasis konnen, im Vergleich mit dem Partnerauge auf der
Gegenseite, Hinweise auf eine Uveitis geben (verzogerter Eintritt der Mydriasis,

unvollstindige Weitung der Pupille).

Eine maximal geweitete Pupille bietet dem Untersucher die Moglichkeit
Linsenriickfliche, Glaskdrper und Augenhintergrund mit Nervus opticus auf
Verdnderungen mit einem direkten Ophthalmoskop zu betrachten. Diese hinteren
Augenabschnitte konnen jedoch in manchen Féllen aufgrund einer engen Pupille
(bei hinteren Synechien keine Mydriasis moglich), durch Medientriibungen von
Seiten der Hornhaut, der Linse oder des Glaskorperraums, ophthalmoskopisch nicht

einsehbar sein.

In solchen Fillen konnen noch entscheidende Befunde iiber die transpalpebrale
ultrasonographische Untersuchung mit einem 7,5 MHz-Linearschallkopf erhoben
werden. Insbesondere Glaskorpereinlagerungen, -verfliissigungen,
Linsenverdnderungen, Netzhautablosungen und der Bulbusdurchmesser sind

deutlich darstellbar.

In manchen Fillen, auch wenn bereits der subjektive Verdacht auf eine
Seitendifferenz des Bulbusdurchmessers bestand, wurde der intraokulare Druck
mittels Applanationstonometer (TonoPen®) gemessen. Bei dieser Messmethode

muss die lokale Betdubung der Hornhaut durch ein Lokalanésthetikum wie z.B.
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Proparakain® erfolgen, da sonst durch Auslosung des kornealen Reflexes eine
Messung verfilscht wird oder nicht durchfiihrbar ist. Alle Untersuchungen dienen
dazu, typische Verdnderungen im Sinne einer ERU, wie oben beschrieben, zu
identifizieren und mit dem Vorbericht in Korrelation zu bringen. Im nachfolgenden
wird meist von den Diagnosen ,,ERU* und ,,nicht leptospirenbedingter Uveitis*
gesprochen. Mit der Diagnose ,,ERU* ist immer die leptospirenbedingte
rezidivierende Uveitis betitelt. Eine einmalig verlaufende traumatische Uveitis oder
die chronisch-schleichend verlaufenden Uveitisformen, wie chronische Iritis,

Tigerscheckenuveitis oder phakogene Uveitis, werden in der Arbeit unter dem

Begriff ,,nicht leptospirenbedingte Uveitis* vereint.

Abbildung 1: (1) Mittelgradige vordere Uveitis mit diffus hauchartig getriibter
Cornea, Fibrinerguss am Boden der vorderen Augenkammer und diffus getriibtem
Kammerwasser (2) Geringgradige vordere Uveitis mit einzelnen, in der
Pupillenéffnung aufgespannten, Fibrinfdden. Der Patient kam bereits im
schmerzfreien Zustand in die Klinik fiir Pferde der LMU und war durch den

Haustierarzt bereits mit einem Mydriatikum vorbehandelt (maximal weite Pupille)
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Abbildung 2: (1) Hochgradige Panuveitis mit hochgradigem Corneaédem und
hochgradigem Hypopyon in der vorderen Augenkammer. (2) Das korrespon-
dierende Ultraschallbild zeigt, zusdtzlich zu dem Erguss in der vorderen

Augenkammer, einen hochgradigen Fibrinerguss im Glaskorper.

Abbildung 3: (1) Reizfreies Auge. Anzeichen fiir eine bereits abgelaufene innere
Augenentziindung: Dyskorie mit zahlreichen, in der dorsalen Hilfe befindlichen,
hinteren Synechien und einzelnen Irisresiduen auf der Linsenvorderfldche. (2)
Beispiel einer nicht leptospirenbedingten Uveitis (,, Tigerscheckenuveitis ) ohne
vorausgegangene schmerzhafte Entziindungsschiibe am rechten Auge. Hochgra-
dige Bulbusatrophie mit Nickhautvorfall, mature Katarakt mit von der Iris

ausgehender Vaskularisation der Linsenvorderfliche.
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4. Probengewinnung und —weiterverarbeitung

4.1. Serumproben

Die Gewinnung der Serumproben von 86 an ERU erkrankten Pferden erfolgte vor
der Guaifenisin/Ketamin-Sturzinfusion zur Narkoseeinleitung im Rahmen der
Priifung, ob der in der Vena juguluaris externa liegende Venenverweilkatheter noch
korrekt lag (Vygoniile® Bayer). Dabei wurde das abtropfende Blut in einem
Kunststoffrohrchen ohne Gerinnungshemmer (Fa. Sarstedt®) aufgefangen. Bei den
als Kontrollgruppe dienenden 131 Pferden wurde dementsprechend auch zum
Zeitpunkt der Narkoseeinleitung Blut aufgefangen oder unmittelbar nach der
Euthanasie mittels Pentobarbital (Euthadorm®) Blut aus der Vena jugularis externa

genommen.

Nach Gerinnung und Zentrifugation von etwa 10 ml Vollblut wurde das Serum
abpipettiert und in weitere Kunststoffrohrchen abgefiillt: zum einen fiir den
Versand an die IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterindrdiagnostik mbH in
Seelze-Letter, an das Bayerische Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL) in OberschleiBheim und zum anderen zur Beprobung

mit dem SNAP-Lepto® der Firma IDEXX® vor Ort.

4.2. Intraokulares Probenmaterial

156 Glaskorperproben von Pferden mit ERU wurden im Rahmen der Vitrektomie
gewonnen. Uber einen an das Operationsinstrument angeschlossenen 3-Wegehahn
konnten zu Beginn der Operation vor Offoung der Infusionsleitung
unproblematisch 3-5 ml unverdiinnter Glaskdrper mit einer 5-ml Spritze steril zu
diagnostischen Zwecken entnommen werden. Bei 77 euthanasierten Pferden
erfolgte die Glaskdrperentnahme wunter zur Hilfenahme eines grolumigen
Venenverweilkatheters (Vygoniile® Bayer), welcher etwa 14 mm dorsal des
Limbus, wie bei einer Pars-Plana-Vitrektomie, platziert wurde. Auf Besitzerwunsch
wurde im Zuge der Vitrektomie bei 32 gesunden Partneraugen eine
Kammerwasserprobe  zur  Leptospirendiagnostik ~ entnommen und  der

Kontrollgruppe zugeordnet. Dabei wurde mittels limbaler Parazentese und
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Tunnelstich durch die Hornhaut mit einer 27 G Kaniile die vordere Augenkammer
punktiert und es wurden 0,5-1 ml Kammerwasser entnommen.
10 Kammerwasserproben wurden bei Glaukompatienten im Rahmen der Narkose

fiir die Laserzyklokoagulation auf Besitzerwunsch entnommen.

Alle intraokularen Proben wurden unmittelbar nach Abschluss der Vitrektomie oder
Parazentese makroskopisch beurteilt und sowohl der Grad der diffusen
Glaskorpertriibung als auch die Menge der entziindlichen Einlagerungen notiert.
Das Probenmaterial wurde anschlieBend in PlastikgefdBe zur Durchfithrung des
MATs und der PCR an der IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterindrdiagnostik in
Seelze-Letter verschickt, der Rest wurde direkt zur Durchfiihrung des SNAP-
Lepto® von IDEXX® verwendet.

Pura nﬂ,l |
sy |

|

|
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Abbildung 4: Verdiinntes Glaskérpermaterial nach Vitrektomie (1) mittelgradige
Glaskorpereinlagerungen, keine Glaskorpertriibung, (2) hochgradige Glaskorper-
einlagerungen mit geringgradiger Glaskorpertriibung, (3) geringgradige Glas-
korpereinlagerungen, hochgradige gelbliche Glaskérpertriibung
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Abbildung 5: Unverdiinntes Glaskérpermaterial, welches am Anfang der
Vitrektomie zu diagnostischen Zwecken gewonnen wird. Von links nach rechts: (1)
klarer Glaskorper, (2) geringgradig gelblich getriibter, (3) mittelgradig gelblich
getriibter Glaskorper

5. Mikrobiologische Untersuchungen auf Leptospiren

Die Serum-, Glaskorper- und Kammerwasserproben wurden mittels MAT und
SNAP-Lepto® auf Leptospirenantikorper und in der PCR (nur intraokluare Proben)
direkt auf Antigen untersucht. Ein Teil der Serumproben wurde zusitzlich unter
Zuhilfenahme des spezifischen ELISAs auf Leptospirenantikdrper getestet. MAT
und PCR wurden im durch die DAkks nach DIN EN ISO/IEC 17025 akkreditierten
Priiflaboratorium der IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterinidrdiagnostik mbH in
Seelze-Letter und der spezifische ELISA der Serumproben im Leptospirenlabor des
Bayerischen Landesamtes fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit in
OberschleiBheim (SAL-akkreditiertes Priiflaboratorium, Reg.-Nr.: SAL-BY-L20-
04-03) durchgefiihrt.

Detaillierte Beschreibungen der Untersuchungsvorgéinge finden sich bei Brehm und

Mitarbeitern (1988) und Gesell (2004).
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5.1. SNAP-Lepto®

Alle intraokularen Proben und Serumproben wurden mittels SNAP-Lepto® der
Firma IDEXX® direkt nach der Entnahme in der Klinik fiir Pferde der LMU
Miinchen beprobt. Dieser Test detektiert Antikdrper gegen das allen pathogenen
Leptospiren gemeine Oberflachenprotein LipL32. Testergebnisse liegen bei dieser
Methode innerhalb von zehn Minuten vor, allerdings bietet er keinerlei
Differenzierung der Serovare oder der Art der Immunglobulinklassen.

Das LipL32 ist sowohl am Probenpunkt fixiert als auch im Meerrettichperoxidase-
Konjugat enthalten. Wird nun eine positive Probe mit diesem Konjugat gemischt,
binden Antikorper an dieses LipL.32 und werden bei Benetzung des FlieBpapiers
iiber den Probenpunkt transportiert. Dabei kommt es im Bereich des Probenpunktes
zu einer weiteren Bindung der im Serum enthaltenen Antikorper gegen LipL32, die
schon an das freie, im Konjugat enthaltene Antigen gebunden sind. Je mehr
Bindungsstellen die Antikorper aus dem Patientenserum besitzen, desto besser
funktioniert theoretisch dann auch der Schnelltest (IgG < IgA < IgM). Erreicht die
Probenfliissigkeit den Endpunkt, wird durch mechanische Aktivierung der
Waschvorgang in Gang gesetzt. Der retrograde chromatografische Fluss der
Spiilfliissigkeit entfernt zum einen iiberschiissiges Probenmaterial und enthélt das
fiir die Farbreaktion essentielle Substrat.

Der Kontrollpunkt auf jeder Testeinheit enthdlt Antikorper gegen die im Konjugat
befindliche Meerrettichperoxidase und garantiert mit seiner, bei jeder Aktivierung
der Testeinheit ablaufenden, Farbreaktion, fiir einen funktionierenden Ablauf des
Tests.

Je nachdem wie viel Antikorper mit mindestens 2 Bindungsstellen fiir LipL.32 in
der Probe enthalten sind, variiert auch die Intensitit der Blaufirbung am
Probenpunkt. Eine Serovarspezifitidt kann auf diese Weise nicht gegeben werden,
wodurch sich der Test nur zur klinischen Anwendung eignet.

Die unterschiedlichen Grade der Blaufiarbung wurden in dieser Studie versucht zu
differenzieren, wobei aus praktischer Sicht jegliche Férbung am Probenpunkt ein
positives Ergebnis bedeutet. Dabei soll der Hinweis gegeben werden, dass alle in
der Studie verwendeten Schnelltests reguldr bei der Firma IDEXX®™ erworben

wurden und und keine finanzielle Unterstilitzung durch die Firma erfolgte.
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Tabelle 10: Graduierung der Farbintensitit des Probenpunktes eines positiven

SNAP-Lepto® Ergebnisses

Die Grade lauteten:

Undeutlich positiv 1

Geringgradig positiv 2 (heller als der Kontrollpunkt, aber deutlich sichtbar)

Mittelgradig positiv 3 (gleiche Intensitét zum Kontrollpunkt)
Hochgradig positiv 4 (dunkler als der Kontrollpunkt)

Abbildung 6: (1) Verschlossenes Testkit SNAP-Lepto®, (2) zwei Probengefiife,
mittig Konjugatflasche, davor Testeinheit mit Pipette, (3) Konjugatflasche separat

Abbildung 7: (1) 3 Tropfen der Probenfliissigkeit werden mit der Pipette in das

Probengefdfp gegeben, (2) 4 Tropfen des Konjugats werden dazugegeben und das
verschlossene Probengefdfs mehrfach geschwenkt, (3) Das Gemisch wird in die

Probenvertiefung der Testeinheit geschiittet



Material und Methoden 33

Abbildung 8: (1) Das Proben-Konjugat-Gemisch wird durch das Fliefpapier tiber
die gesamte Testeinheit transportiert, (2) bis zum Erreichen des Kontrollfensters,
welches als Zeichen zur manuellen Aktivierung (3) des Waschvorgangs zu werten

ist (Runterdriicken der Testeinheit)

Abbildung 9: (1) Bis zur Hilfte fortgeschrittener Waschvorgang. (2) Gesamte

Testfeld von iiberschiissigem Proben-Konjugat-Gemisch befreit.

Abbildung 10: (1) Der Kontrollpunkt erscheint bereits nach einigen Minuten als

Zeichen fiir einen einwandfreien Ablauf des Schnelltests. (2) Nur bei positiven
Proben erscheint nach spdtestens 10 Minuten der Probenpunkt im auf dem Bild

oberen Bereich der Testeinheit.
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5.2. Mikroagglutinationstest

Sowohl Serum als auch Glaskorper- und Kammerwasserproben wurden nach
Untersuchung mit dem SNAP-Lepto® an die IVD Gesellschaft fiir Innovative
Veterindrdiagnostik versandt und auf Leptospirenantikdrper untersucht. Dies
erfolgte nach Richtlinien des O.L.E. (Office international des épizooties) und der
DGHM (Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie) (OIE, 2014;
DGHM 1984). Folgende Leptospirenserovare fanden als Lebendantigene
Verwendung:  Grippotyphosa, Pomona, Australis, Bratislava, Canicola,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Saxkoebing, Tarassovi und Altoduro.
Antikorpertiter > 1:100 wurden als ,,positives™ Ergebnis gewertet, unter 1:100 als
,hegativ. Waren bei einer Probe Antikorper gegen mehrere Serovare vorhanden,

wurde die hochste gemessene Titerstufe als Ergebnis gewertet.

Um eine statistische Auswertung der Ergebnisse zu vereinfachen, wurden die
Antikorpertiter logarithmisch in ganze Zahlen umgewandelt (Loibl, 2009;
Wollanke, 2002).

Die Formel dafiir lautet: GanzeZahlZ = log> (1/ (AK-Titer x 100))

Tabelle 11: Codierung der Titerverdiinnungsstufen des MATs

AK-Titer Ganze
Zahl
<1:100 -1
1:100 0
1:200 1
1:400 2
1:800 3
1:1600 4
1:3200 5
usw. usw.

(Wollanke et al., 1998)
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5.3. Enzyme linked immunosorbent assay

Der Antikérpernachweis im Serum erfolgte nach dem von Kettner (1997)
entwickelten Verfahren mit Leptospiren-Vollantigen. Sowohl eine qualitative als
auch quantitative Aufzeichnung und Darstellung der Immunantwort kann mit dieser
indirekten ELISA-Technik ermdglicht werden, indem die Immunglobulinklassen
IgM, IgG und IgA getrennt nachgewiesen werden konnen. Die Auswertung der
Testergebnisse erfolgt iiber die photometrische Ermittlung der optischen Dichte im

Wellenldngenbereich 405 nm.

Tabelle 12: Bewertungsschema der spezifischen ELISA-Ergebnisse

Daraus ergeben sich folgende Werte:

negativ (< 250)
grenzwertig (250-300)
schwach positiv (301-500)
positiv (501-1000)

stark positiv (> 1000)

Die verwendeten Serovare waren Grippotyphosa und Bratislava, die beiden am
hiufigsten in Deutschland vorkommenden Serovare (Wollanke, 2002). Fiir eine
Vereinfachung der statistischen Auswertung der Quantitit der humoralen
Immunantwort, sowie um eine Vergleichbarkeit der Resultate unterschiedlicher
Patienten zu gewéhrleisten, wurde auf eine Unterteilung der spezifischen ELISA-
Ergebnisse in die einzelnen Serovare verzichtet. Zudem ging fiir jedes

Immunglobulin lediglich die hochste gemessene Extinktion in die Auswertung ein.

Zur Codierung der spezifischen ELISA-Ergebnisse flir die statistische Auswertung
wurde die von Loibl (2009) beschriebene Variante verwendet. Die acht fiir die drei
verschiedenen Immunglobulinklassen IgM, IgG, IgA denkbaren Kombinationen

aus positiven und negativen Ergebnissen wurden in ganze Zahlen codiert.
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Tabelle 13: Codierung der Antikérperkombinationen bei ELISA Ergebnissen

Code | Immunglobulinkombination
0 IgM- IgG- IgA-
1 IgM+ IgG- IgA-
2 IgM- IgG+ IgA-
3 IgM- IgG- IgA+
4 IgM+ IgG+ IgA-
5 IgM+ IgG- IgA+
6 IgM- IgG+ IgA+
7 IgM+ IgG+ IgA+

(Loibl, 2009)

5.4. Polymerasekettenreaktion

An der IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterindrdiagnostik in Seelze-Letter
wurden intraokulare Proben von 137 an ERU erkrankten Pferden, 49
augengesunden Pferden und 33 Pferden mit anderen Augenerkrankungen an die
IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterindrdiagnostik in Seelze-Letter mittels
quantitativer real-time PCR auf das LipL32 Gen pathogener Leptospiren
untersucht. Das Verfahren wurde nach dem von Roczek (2008) entwickelten

Verfahren durchgefiihrt.

6. Retrospektive Analyse intraokularer Proben von Pferden

mit Verdacht auf ERU in den Jahren 2002-2016

Von Januar 2002 bis Dezember 2016 wurden 1873 intraokulare Proben
labordiagnostisch auf gegen Leptospiren gerichtete Antikorper in Form des MAT
und des spezifischen ELISAs, sowie mittels PCR auf Leptospiren untersucht. Dabei
lag bei allen Proben ein MAT-Ergebnis vor, PCR und spezifische ELISA
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Ergebnisse waren zum Teil aus Kostengriinden nicht durchgefiihrt worden.
Insbesondere kam der kostenintensive immunglobulin-spezifische ELISA erst bei
einem negativen MAT- und PCR- Ergebnis zum FEinsatz. Die Glaskdrper- und
Kammerwasserproben wurden bei diagnostischen und therapeutischen operativen
Eingriffen (Vitrektomie, Parazentese, Synechiolyse, Bulbusexstirpation) gewonnen

und anschlieBend mikrobiologisch untersucht.

Die Daten wurden retrospektiv aus archivierten Akten und -elektronischen
Speichermedien ermittelt. Alle dokumentierten Befunde beziiglich der klinischen
Augenuntersuchung wurden ausschlieSlich von ophthalmologisch erfahrenen
Tierdrzten der Klinik fiir Pferde der LMU Miinchen erhoben. Bei dem
Probenmaterial handelte es sich um 520 Kammerwasserproben von zum Teil
augengesunden Tieren nach Euthanasie, von einer Parazentese der vorderen
Augenkammer des kontralateralen Auges wihrend einer Vitrektomie oder von einer
Parazentese bei unklarem klinischem Bild. Die restlichen 1355 Glaskdrperproben
stammten iiberwiegend aus Vitrektomien, welche im Zuge einer klinisch und
ophthalmologisch diagnostizierten ERU oder zur Visusverbesserung bei

Glaukompatienten durchgefiihrt wurden.

7. Statistische Auswertung der Datensatze

Die erhobenen prospektiven und retrospektiven Datensitze wurden ermittelt und in
Microsoft Excel 2011 codiert gesammelt und anschlieend in SPSS 25 ausgewertet.
Neben den im Untersuchungszeitraum Februar 2017 bis Dezember 2018 vom Autor
selbst erhobenen Daten, wurde im Sinne einer retrospektiven Analyse auf
vorhandene Daten der Jahre 2002-2016 zuriickgegriffen. Um Abhidngigkeiten und
statistische Zusammenhinge zu ermitteln, wurde der Chi-Quadrat Test nach
Pearson verwendet. Falls iiber 20 % der Zellhdufigkeiten einer Kreuztabelle eine
erwartete Haufigkeit von unter 5 aufwiesen, kam der exakte Test nach Fischer zum

FEinsatz.

Als Nullhypothese wurde die Unabhéngigkeit zweier Variablen der Vierfeldertafel
definiert. Das Signifikanzniveau lag in diesem Fall bei o = 0,05. Sofern der p-Wert
im Chi-Quadrat Test oder dem exakten Test nach Fischer darunter lag, galt der

Zusammenhang als signifikant.
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Graduierung des Signifikanzniveaus folglich fiir :

- p> 0,05 nicht signifikant

- p<0,05 signifikant

- p<0,01 hochsignifikant

- p<0,001 hochstsignifikant

Die verschiedenen Labortests MAT, ELISA, PCR und der zu evaluierenden SNAP-
Lepto® wurden auf statistische Ubereinstimmung mittels sogenannten Kappa-Wert
bewertet. Wie bereits durch Loibl (2009) zitiert, lautet die Interpretation des Wertes
nach Landis und Koch (1977):

Kk < 0 schlechte Ubereinstimmung

«k 0-0,2 schwache Ubereinstimmung

k 0,21-0,40 ausreichende Ubereinstimmung

x 0,41-0,60 moderate Ubereinstimmung

x 0,61-0,80 weitgehende Ubereinstimmung

« 0,81-1,00 fast bis zu vollstindige Ubereinstimmung
Negative Kappa-Werte sollten nicht interpretiert werden.

Alle Ergebnisse wurden zur Veranschaulichung mit Tabellen und Graphiken

dargestellt. Diese wurden mittels SPSS und Microsoft Excel erstellt.

Bei den epidemiologischen Untersuchungen zwischen der ERU-Population und der
gesunden Vergleichspopulation wurde die sogenannte Odds-Ratio, oder auch das
Chancenverhéltnis genannt, berechnet. Es ist ein MalBl fiir die Stirke des
Zusammenhangs zwischen Exposition und Ereignis. Dabei muss die Chance
deutlich von einer Wahrscheinlichkeit unterschieden werden. Die Chance stellt
dabei den Quotient aus Wahrscheinlichkeit des Ereignisses A/ Wahrscheinlichkeit
des Ereignisses B dar. Es gilt dabei: je weiter der errechnete Wert von der 1 ins
positive oder negative geht, desto stirker ist der positive oder negativ

Zusammenhang zweier Ereignisse.
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IV. ERGEBNISSE

1. Signalement und Angaben zum Vorbericht

Das gesamte untersuchte Probenmaterial stammte aus 2306 Augen von 1782

unterschiedlichen Pferden.

Der Anteil der an ERU erkrankten Augen, aus denen Kammerwasser oder
Glaskorper untersucht wurde, betrug 66 % (1523 Augen von 1358 Pferden). Diese
Pferde waren zum Zeitpunkt der Einlieferung in die Klinik fiir Pferde der LMU
Miinchen im Mittel 7,8 Jahre alt, wobei der jlingste Patient ein 6 Monate altes
Fohlen und der élteste eine 26-jdhrige Stute war. Vergleicht man den Mittelwert
von 7,8 Jahren bei Pferden mit ERU mit dem Mittelwert aller anderen untersuchten
Pferde (11 Jahre), so zeigt der T-Test in Bezug auf die Diagnose ERU mit einer
mittleren Altersverteilung von 7,8 Jahren einen hdchstsignifikanten Zusammenhang
(p <0,001) (siche Abbildung 12). Das bedeutet, die Gruppe der ERU-Pferde ist mit
durchschnittlich 7,8 Jahren deutlich jiinger, als die Vergleichsgruppe.

Unter den 1358 Pferden befanden sich 571 Stuten (42 %), 654 Wallache (48 %)
und 133 Hengste (10 %). Die minnlichen Pferde waren somit iiberreprisentiert

(siche Abbildung 11)

Die Besitzer oder Haustierdrzte berichteten bei 637/1263 Pferden (50,4 %) von
einer Gesamterkrankungsdauer von unter 6 Monaten und nahezu gleich hiufig von

einer Erkrankungsdauer {iber 6 Monaten (626/1263 Pferde = 49,6 %).
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Abbildung 11: Geschlechtsverteilung der untersuchten Pferde. Innerhalb der ERU-
Pferde sind mdnnliche Tiere (dunkelgrau und hellgrau) iiberreprdsentiert.
(,, Vergleichsgruppe“ = Pferde mit anderen Augenerkrankungen und augengesunde
Pferde zusammengefasst, ,, leptospirenbedingte Uveitis“ = Pferde, die mindestens

auf einem Auge an einer leptospireninduzierten ERU erkrankt waren)
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Abbildung 12: Altersverteilung der Pferde: An ERU erkrankte Pferde waren mit
durchschnittlich 7,8 Jahren signifikant jiinger als Pferde mit anderweitigen
Erkrankungen (,, Vergleichsgruppe “ = Pferde mit anderen Augenerkrankungen und
augengesunde Pferde zusammengefasst, ,,leptospirenbedingte Uveitis* = Pferde,
die mindestens auf einem Auge an einer leptospireninduzierten ERU erkrankt

waren.).



Ergebnisse 41

Bei 50,7 % der an leptospirenbedingter Uveitis erkrankten Pferde (594/1171)
fanden Untersuchung und anschlieBende Operation weniger als 2 Wochen nach
Ablauf des letzten Uveitisschubes statt. Bei 49,3 % der Pferde (577/1171) lag der

letzte Entziindungsschub deutlich langer als 2 Wochen zurtick.

Insgesamt zeigten 53,8 % (689/1280) der Pferde im vom Besitzer beobachteten
Zeitraum, mehr als zwei Entziindungsschiibe. Die restlichen 46,2 % (591/1280) der
Pferde hatten unter zwei schmerzhafte Attacken oder auch keine vorausgegangenen
Entziindungsschilbbe am betroffenen Auge. All diese anamnestischen Fragen
(Gesamterkrankungsdauer, Anzahl beobachteter Entziindungschiibe und der
Abstand zwischen letztem beobachteten Schub und der Vorstellung in der Klinik)
waren zum Teil nicht zu eruieren, was die jeweils abweichenden Gesamtanzahlen
hinsichtlich der Gesamterkrankungsdauer (1263 Pferde), der Anzahl der
Uveitisschiibe (1280 Pferde) und den Abstand zum letzten Uveitisschub (1171
Pferde) erklart.

2. Verteilung ophthalmologischer Befunde

Von den 1358 an Uveitis erkrankten Pferden zeigten 1085 (79,9 %) bereits ein
eindeutiges ophthalmologisches Bild im Sinne einer equinen rezidivierenden
Uveitis. Bei manche Pferde waren beide Augen erkrankt, jedoch wurde im
Folgenden nur ein betroffenes Auge pro an ERU erkranktem Pferd in die
Auswertung aufgenommen. So konnten zum Untersuchungszeitpunkt nur bei 4,6 %
der Pferde (62/1358) keine Augenverdnderungen mehr erkannt werden. Oftmals
wurden diese Pferde im Heimatstall rasch und richtig diagnostiziert und konsequent
behandelt, so dass zum Untersuchungszeitpunkt im entziindungsfreien Intervall
ophthalmoskopisch keine irreversiblen Folgen der Uveitis vorhanden waren. Die

Auflistung der einzelnen Befunde findet sich als Ubersicht in Tabelle 14.
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Tabelle 14: Auflistung der ophthalmologischen Befunde der 1358 Pferde, welche
an ERU erkrankt waren. (Die Gesamtzahl von 1358 bedeutet, dass pro Pferd nur
ein Auge in die Untersuchung einbezogen wurde, waren beide Augen eines Pferdes

betroffen wurde nach Zufallsprinzip nur eines der beiden in die Auswertung

aufgenommen.)
Anzahl Prozent
Grad der keine 62 46%
Augenveranderungen geringgradig 531 39,1%
mittelgradig 412 30,3 %
hochgradig 353 26,0 %
Gesamt 1358 100 %
Form der Uveitis keine Anzeichen 557 41,0 %
vordere Uveitis 1M1 82%
intermediare/hintere 629 46,3 %
Uveitis
Panuveitis 61 45%
Gesamt 1358 100 %
Grad der diffusen keine 593 43,7 %
Glaskorpertriibung geringgradig 343 253 %
mittelgradig 260 19,1 %
hochgradig 162 11,9%
Gesamt 1358 100 %
Grad der diffusen keine 388 28,6 %
Glaskorpereinlagerungen geringgradig 319 235%
mittelgradig 335 24,7 %
hochgradig 316 23,3 %
Gesamt 1358 100 %
Bei Pferden mit ERU
3. Direkte und indirekte Leptospirennachweise
3.1 Antikorper gegen Leptospiren in Serumproben

Insgesamt kamen drei verschiedene Nachweisverfahren zur Detektierung von
gegen Leptospiren gerichteten Antikérpern zum Einsatz. So wurden 175
Serumproben mittels MAT, 129 Serumproben mit spezifischen ELISA und 178
Serumproben durch den zu evaluierenden SNAP-Lepto® untersucht. Die Tests
wurden jeweils bei an ERU erkrankten Pferden und nicht an ERU erkrankten
Pferden (teilweise mit anderen Augenerkrankungen als einer ERU oder
augengesunde Kontrolltiere) angewandt und kamen in unterschiedlichem Maf3e in

unterschiedlicher Anzahl gleichzeitig zum Einsatz. Die jeweiligen Angaben
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diesbeziiglich finden sich bei den Auswertungen. Es wird bei jeder Auswertung
darauf hingewiesen, ob es sich bei den nicht an ERU erkrankten Pferden um

anderweitig am Auge erkrankte oder augengesunde Kontrolltiere handelt.

Tabelle 15: Vergleich der MAT-Ergebnisse im Serum mit den korrelierenden
intraokularen MAT-Untersuchungen (n gesam:: 175 ERU-Pferde, bei denen sowohl
Serum als auch intraokulares Probenmaterial mittels MAT untersucht wurde)
(,,Serum-MAT*: MAT-Ergebnisse der Seren von FERU-Pferden;, , MAT-

intraokular*: MAT-Ergebnisse des intraokularen Materials korrespondierend zum

Serum).
MAT-intraokular
negativ positiv
Serum-MAT  negativ 39,5 % 60,5 %
(15/38) (23/38)
positiv 19 % 81 %
(26/137) (111/137)

Tabelle 15 verdeutlicht, dass sowohl bei ERU-Pferden, die im Serum ein positives
MAT-Ergebnis hatten, als auch bei denen mit negativem Serum-Ergebnis, der

MAT zu hohen Teilen im intraokularen Probenmaterial positiv ausfiel.

3.1.1. Vergleich der positiven und negativen Laborergebnisse jedes Tests

mit der Diagnose ERU oder Nicht-ERU

Agglutinierende Antikorper im Serum mittels MAT

Insgesamt wurden 208 Seren auf agglutinierende Antikdrper gegen Leptospiren im
MAT untersucht (sieche Abbildung 13). In diese Anzahl eingeschlossen waren auch

tiefgefrorene Proben. Eine genaue Einzelauflistung findet sich in Tabelle 16.



Ergebnisse 44

Tabelle 16: Auflistung der unterschiedlichen Verdiinnungsstufen im MAT bei den
208 untersuchten Seren (,,Serum-MAT*: MAT-Ergebnisse der Seren von allen
diagnoseunabhdngig  untersuchten  Pferden;,  , negativ®:  unter  einer
Verdiinnungsstufe von 1:100; die 208 Proben stammten von augengesunden Tieren,

ERU-Pferden und Pferden mit einer Uveitis anderer Genese).

Anzahl Prozent
Serum-MAT negativ 57 274 %
1:100 42 20,2 %
1:200 44 21,2 %
1:400 33 15,9 %
1:800 20 9,6 %
1:1600 10 4.8 %
1:3200 1 0,5%
1:6400 1 0,5%
Gesamt 208 100 %
Zusammensetzung Uveitis 18 8,7 %
der 208 Proben anderer
Genese
ERU 143 68,8 %
augen 47 22,6 %
gesund
Gesamt 208 100 %
30,0%
§ sz%
§© 250%
ZE
0,
£ £ 20,0% 21,2%
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Abbildung 13: Verteilung der unterschiedlichen Titerhéhen bei den 208 mit MAT
untersuchten Seren (47 augengesunde Kontrolltiere, 143 ERU-Pferde, 18 Pferde

mit nicht leptospirenbedingter Uveitis).
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Abbildung 13 zeigt, dass der Hauptanteil der positiven Ergebnisse lag somit
zwischen den Verdiinnungsstufen 1:100 und 1:400 lag.
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Hiufigkeit der Titerstufen

Abbildung 14: Vergleich von Seren von ERU-Pferden (hellgrau, Quadrate) und
nicht an ERU erkrankten (dunkelgrau, Rauten) beziiglich der Verteilung auf die
unterschiedlichen Titerhohen im MAT.

Demnach hatten ERU Pferde deutlich hdufiger Antikorpertiter von 1:100 oder
hoher gegen Leptospiren, als nicht an ERU erkrankte Pferde (augengesunde
Kontrolltiere und Pferde mit anderen Augenerkrankungen zusammengefasst) in den
ausgewerteten Serumproben. Abbildung 14 und 15 veranschaulicht die
Titernachweise in den beiden unterschiedlichen Gruppen graphisch. Dieses
Ergebnis stellt einen Zusammenhang des MAT-Ergebnisses mit der klinischen
Diagnose ,,ERU* oder ,,Nicht-ERU* dar. Das Ergebnis ist nach Chi-Quadrat-Test
nach Pearson hochstsignifikant 2 (1) = 19,978; p < 0,001.

Allerdings muss die klinische Verwendbarkeit bei 54 % der Nicht-ERU-Pferde, die
ein positives Serumantikorperergebnis im MAT hatten, angezweifelt werden.
Differenziert man innerhalb der nicht an ERU erkrankten Pferde in augengesunde
und Pferde mit nicht leptospirenbedingter Uveitis, so sind 49 % (23/47) der
augengesunden und 50 % (9/18) der Pferde mit nicht leptospirenbedingter Uveitis
positivim MAT der Serumuntersuchung. Die MAT lidsst also keine Differenzierung

zu, ob die Pferde augengesund waren oder eine andere Form der Uveitis aufwiesen.
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der MAT-Ergebnisse im Serum von 114 an
ERU erkrankten (rechts) und 61 nicht an ERU erkrankten Tieren (links). Bei an

leptospirenbedingter  Uveitis  erkrankten  Pferden sind deutlich  hohere

Verdiinnungsstufen im Serum nachweisbar als bei der nicht erkrankten

Kontrollgruppe.
3.1.2. Gegen Leptospiren gerichtete Immunglobuline im spezifischen
ELISA bei Serumproben

Sowohl bei nicht an ERU erkrankten Pferden (51/53 = 96 %) als auch bei an ERU
erkrankten Pferden (76/76 = 100 %) konnten im spezifischen ELISA-Testverfahren
im Blut sehr hdufig gegen Leptospiren gerichtete Antikorper nachgewiesen werden.
Damit kann, bezogen auf ein positives oder negatives Ergebnis, keine

Differenzierung zwischen erkrankten und nicht erkrankten Tieren getroffen werden.

Die Unterteilung der augengesunden Kontrolltiere von der libergeordneten Gruppe
der nicht an ERU erkrankten Pferde erbrachte ebenfalls zu 97 % (37/38) positive
Ergebnisse im ELISA. Insgesamt lieferten nur 2 % (2/122) aller untersuchten
Pferde negative spezifische ELISA Ergebnisse. Eine klinisch verwertbare Aussage
findet sich nur bei Berlicksichtigung einzelner Immunglobulinklassen (IgM, IgG
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und IgA). So konnen bei an ERU erkrankten Pferden deutlich héufiger IgG-
Antikorper gegen Leptospiren im Serum nachgewiesen werden, als bei
augengesunden Kontrolltieren. Es waren 85 % (79/93) der ERU-Proben IgG
positiv, aber nur 61 % (23/38) der augengesunden Kontrolltiere. Dies stellt einen
signifikanten Unterschied im exakten Test nach Fischer dar (p = 0,001). Beim
Vergleich von an ERU erkrankten Pferden und Pferden mit einer nicht
leptospirenbedingten Uveitis (71 % (10/14) IgG positiv) war der Unterschied im
exakten Test nach Fischer zwar deutlich, jedoch nicht signifikant (p = 0,053).
Somit kann mittels IgG-Nachweis eine sehr vorsichtige Aussage zur
Unterscheidung zwischen ERU und augengesunden Pferden getroffen werden
(siche Abbildung 16). Jedoch muss auch bei dieser Untersuchungsmethode mit 61
% falsch-positiver Proben bei augengesunden Pferden der klinische Nutzen in

Frage gestellt werden (siehe Abbildung 16, 17,18).
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Abbildung 16: Vergleich der IgG Nachweise im Serum bei 38 augengesunden
Patienten, 93 an ERU erkrankten Pferden und 14 Pferden mit nicht
leptospirenbedingter  Uveitis. ERU-Patienten haben mit iiber 80 % deutlich
hdufiger gegen Leptospiren gerichtetes IgG im Serum nachweisbar.
(,, Augengesund*: Kontrolltiere; ,,ERU“: an ERU erkrankte Tiere; ,, Uveitis
Lepto-“: Pferde mit Uveitis anderer, nicht leptospirenbedingter Genese; ,,1gG-:
kein Nachweis von IgG im Serum; ,IgG+*“: positiver IgG-Nachweis)
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Abbildung 17: Immunglobulinprofil des ELISAs bei Serumproben von 93 ERU-
Pferden (rechts) und 52 Nicht-ERU Pferden (links). IgM prozentual hdufigster

Immunglobulinnachweis bei an ERU erkrankten Pferden im Serum.
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Abbildung 18: Vergleich von Serumuntersuchungen mittels spezifischen ELISA auf
gegen Leptospiren gerichtete Antikérper bei an ERU erkrankten Pferden
(rechts) und der Vergleichsgruppe (nicht an ERU erkrankte) (links). Nur
positiv/negativ Ergebnisse wurden herangezogen. Beide Gruppen fast gdnzlich
positiv im spezifischen ELISA des untersuchten Serums, somit dufferst geringe
Spezifitit des differenzierten ELISAs bei einer rein positiven und negativen

Ergebnisbetrachtung.
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3.1.3. Gegen LipL32 gerichtete Antikorper in Serumproben bei
Verwendung des SNAP-Lepto®

Da noch keinerlei Studien mit equinem Serum vorliegen, sollte der SNAP-Lepto®
zunidchst mit dem ,,Goldstandard” beschriebenen MAT und anschlielend mit den
klinischen Diagnosen (,,Augengesund“, , ERU®,  nicht leptospirenbedingter
Upveitis*) verglichen werden. Der MAT ist ein bereits an equinem Serum erprobtes
Testverfahren und kann, als Vergleichstest fiir einen neuen Test verwendet werden.
141 Serumproben wurden diagnoseunabhidngig sowohl mit dem Schnelltest als

auch mit dem MAT auf gegen Leptospiren gerichtete Antikdrper untersucht.

Tabelle 17: Zusammenhinge zwischen MAT und SNAP-Lepto® in 141 parallel
untersuchten Serumproben ohne Bezug zur klinischen Diagnose. (,, SNAP-Lepto®
Serum *: Schnelltestergebnisse in Serumproben aufgeteilt in positive und negative
Ergebnisse; ,,Serum-MAT ““: im MAT korrespondierend erfasste Serumergebnisse

aufgeteilt in negativ und positiv)

SNAP-Lepto®-Serum
negativ positiv
Serum MAT  negativ 86,5 % 13,5 %
(32/37) (5/37)
positiv 43,3 % 56,7 %
(45/104) (59/104)

Eine hohe Ubereinstimmung beider Tests zeigt sich in der Gruppe der MAT-
negativen Seren. Eine deutlich geringere Ubereinstimmung konnte in der Gruppe
der MAT-positiven Pferde notiert werden. So lag hier eine nahezu hilftige Teilung
der positiven und negativen Ergebnisse im SNAP-Test vor (siche Tabelle 17). Das
Ergebnis ist im Chi-Quadrat-Test nach Pearson hdchstsignifikant (2 (1) = 20,56,
p <0,001).

Anschliefend wurden die Ergebnisse fiir die Diagnosen ,,Augengesund®, ,,ERU*
und ,,nicht leptospirenbedingter Uveitis* evaluiert. Dazu dienten 207 Serumproben
von 103 augengesunden Pferden, 90 ERU-Pferden und 14 Pferden mit einer

anderen, nicht leptospirenbedingten Form der Uveitis. Nur bei einem sehr geringen
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Prozentsatz der augengesunden Kontrollpferde waren ,,falsch positive® Ergebnisse
erzielt worden. In der Gruppe der Pferde mit der Diagnose “ERU* hatten 71 von 90
Pferden (80 %) auch ein positives SNAP-Test Ergebnis im Serum. Alle 14 Seren
von Patienten mit einer anderen Form von Uveitis (insbesondere
Tigerscheckenuveitis) hatten ein negatives SNAP-Ergebnis im Serum (siche

Tabelle 18). Fiir die beiden Gruppen ,,Augengesund“ und ,,ER
hochstsignifikanter Unterschied mit %2 (1) = 25,58, p < 0,001 im Chi-Quadrat-Test

zeigt sich ein

nach Pearson.

Tabelle 18: Zusammenhdnge zwischen den klinischen Diagnosen und
korrelierenden SNAP-Testergebnissen in Serumproben. (,,SNAP-Lepto®- Serum “:
Schnelltestergebnisse im Serum aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse;
Links Gliederung der drei unterschiedlichen Diagnosen ,, Augengesund

(1 gesame: 103), ERU (n gesame: 90), nicht leptospirenbedingte Uveitis (n gesam:: 14))

SNAP-Lepto®-Serum

negativ positiv
Augengesund 92,2 % 5,8 %
(97/103) (6/103)
ERU 211% 79,8 %
(19/90) (71/90)
Nicht 100 % 0%
leptospirenbedingte (14/14) (0/14)

Uveitis

Tabelle 18 veranschaulicht, dass bei ERU-Pferden sich somit signifikant hdufiger
gegen LipL32 gerichtete Antikérper im Serum nachweisen lassen, als bei

augengesunden Pferden oder bei Pferden mit nicht leptospirenbedingter Uveitis.

3.14. Vergleich der Schnelltestergebnisse mit den unterschiedlichen MAT-

Titerhohen im Serum

Des Weiteren wurden Zusammenhinge zwischen Verdiinnungstiterhbhe und

Farbintensitdt des Schnelltests gepriift. Dafiir wurden die verschiedenen Titer des
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MATs in drei Kategorien unterteilt:
Kein Titer: < 1:100

Niedriger Titer: 1:100-1:800

Hobher Titer: > 1:800

Dabei zeigte sich mit steigender Titerhohe des MATs, ein linearer Anstieg der
Farbintensitit des SNAP-Lepto®. Dieses Ergebnis kann mit einem Kappa-Wert von
0,011 zumindest als schwache Ubereinstimmung gewertet werden. Auch bei einem
Vergleich der Titerhohen im MAT mit positiven und negativen Ergebnissen des
Schnelltests zeigen sich ERU-Pferde mit einem hohen Serumtiter im MAT im
Schnelltest deutlich hdufiger positiv, als Pferde mit einem niedrigen
Antikorpertiter. Die Ergebnisse sind fiir die Diagnosen ,,ERU* und ,,Augengesund*

in nachfolgender Tabelle 19 veranschaulicht.

Tabelle 19: Vergleich der ermittelten MAT-Titer im Serum (Serum-Titer) mit
korrespondierenden Serumnachweisen bei SNAP-Lepto® (SNAP-Serum) bei
a: ERU-Pferde n gesam: 78 Pferde und b: augengesunde Kontrolltiere n gesame: 47
Pferde

SNAP-Serum SNAP-Serum
negativ positiv negativ positiv

8 9 100 % 9

vein Titer 44,4 % (4/9) 55,6 % (5/9) (24/24) 0 % (0/24)
[s)
Serum- 28 % (14/50) 72 % (36/50) o 48% (1121)
Titer niedriger Titer ( )
hoher Tit 5,3 % (1/19) 94,7 % (18/19) 50 % (1/2) 50 % (1/2)
oher Titer

a. Diagnose = ERU b. Diagnose = Augengesund

Tabelle 19 zeigt, dass ERU-Pferde mit einem hohen Serumtiter im MAT zu 94,7 %
im Schnelltest deutlich hdufiger positiv waren, als Pferde mit einem niedrigen
Antikorpertiter (72,0 %). Lediglich 4,8 % der augengesunden Pferde hatten ein
falsch-positives SNAP-Test Resultat.



Ergebnisse 52

3.1.5. Zusammenhinge zwischen Serum-Antikorperergebnissen und den

Diagnosen ,,Augengesund“ und ,,ERU*

MAT

Es wurden 47 augengesunde und 144 an ERU erkrankte Pferde auf agglutinierende
Antikorper im Serum durch den MAT untersucht. Dabei zeigte sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Diagnosegruppen. Augengesunde waren fast zu
gleichen Teilen positiv oder negativ getestet worden. Dagegen waren ERU-Pferde
zu einem sehr hohen Anteil bei Nachweis agglutinierender Antikorper mittels MAT

positiv getestet worden (siehe Tabelle 20).

SNAP-Lepto®

Ein deutlicheres Bild zur klinischen Aussagekraft zeichnete sich beim Vergleich
der Schnelltestergebnisse von ,,augengesunden* und ,,ERU* Pferden im Serum ab.
So wurden iiber 90 % der augengesunden Patienten negativ auf gegen LipL32
gerichtete Antikdrper im Schnelltest getestet. Dagegen wiesen ERU-Pferde zu
knapp 80 % im Serum positiv auf gegen Leptospiren gerichtete Antikorper auf. 79
% (71/90) positive SNAP-Befunde der ERU-Tiere sind als klinisch sehr
aussagekriftig zu werten. Tabelle 20 und Abbildung 19 zeigen den Vergleich aller
drei indirekten Nachweisverfahren im Serum bei ,augengesunden und ERU-

Patienten.

Tabelle 20: Zusammenhdnge der klinischen Diagnose mit den Ergebnissen im
MAT, SNAP-Test und spezifischen ELISA in Serumproben. (Links klinische
Diagnose ,,Augengesund“ und ,,ERU", rechts ,, MAT(S), SNAP (S), ELISA (S)*:
jeweils im Serum durchgefiihrter MAT, SNAP-Test und spezifischer ELISA, jeder
Test untergliedert in positive und negative Ergebnisse)

MAT(S) SNAP(S) ELISA(S)
negativ positiv negativ positiv negativ positiv
Augengesund 51,1 % 48,9 % 94,2 % 5,8 % 2,6 % 97,4 %
(24/47) (23/47) (97/103) (6/103) (1/38) (37/38)
ERU 17,4 % 82,6 % 211 % 78,9 % 0,0 % 100 %
(25/144) (119/144) (19/90) (71/90) (0/93) (93/93)
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In Tabelle 20 wird veranschaulicht, dass SNAP-Lepto® die meiste klinische
Aussagekraft mit 94,2 % negativ getesteter Kontrollpferde und 78,9 % positiv
getesteter ERU-Tiere hat.

100% 94,2% 97,4% 100,0%
=
ED 90% 82,6% 78.9% —
3 80% —
3 70% -
2 o
= 2 60% T51,1% 48,9% B
T 2 50% - —
="
5 £ 40% - —
s
= = 30% -+ 0 —
U O 1, 1%
— 7,4%
< o - ’ -
E o
() 0 - 0,0%
S 0% - -
A negativ  positiv | negativ  positiv | negativ  positiv |
MAT(S) SNAP(S) ELISA(S)
schwarz=augengesund; grau=ERU

Abbildung 19: Vergleich von Antikérpernachweisen in Serumproben von
augengesunden (schwarz) und ERU-Pferden (grau) mit MAT (47 augengesunde,
144 ERU-Tiere), mit SNAP-Lepto® (103 augengesunde Pferde, 90 ERU-Pferde)
und spezifischen ELISA (38 augengesunde und 93 ERU-Pferde).

Im Diagramm zeigt sich die iiberlegene klinische Aussagekraft vom SNAP-Lepto®

mit 94 % negativen Ergebnissen und lediglich 6 % falsch positiven Titernachweisen
bei augengesunden Tieren im Vergleich mit dem MAT und dem differenzierten

ELISA.

3.2. Evaluierung des SNAP-Lepto® mit intraokularen Proben

3.2.1.  Ubereinstimmung von SNAP-Lepto® und MAT

Der SNAP-Lepto® weist Antikorper gegen das allen pathogenen Leptospiren

gemeinsame Oberflachenprotein LipL32 nach. Der Test wurde, neben der
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Untersuchung von Serumproben, auch zur Untersuchung von intraokularen Proben
eingesetzt. Um diesen Test evaluieren zu konnen, musste er am MAT, dem
aktuellen ,,Goldstandard“ der intraokularen Leptospirendiagnostik gemessen
werden. Dazu lagen die Ergebnisse von MAT und SNAP-Lepto® von 221
Kammerwasser- und Glaskdrperproben vor. Die Probenanzahl von 221 beinhaltet
auch intraokulare Proben beider Augen eines Patienten und wird deshalb als

,2Augenanzahl“ definiert (siche Abbildung 21).

Diagnoseunabhdngig

Zunidchst wurden beide Verfahren diagnoseunabhidngig anhand der 221 Proben
verglichen. Dabei zeigte der Schnelltest eine hohe Negativ- und
Positiviibereinstimmung mit dem MAT in intraokularem Probenmaterial (siche
Tabelle 21) Lediglich 16 % der untersuchten Augen waren, gemessen am MAT,
»falsch-negativ*“ getestet worden. Der Zusammenhang beider Testverfahren war
hochstsignifikant, so konnte die Nullhypothese deutlich verneint werden (y* (1) =
121,210; p < 0,001). Auch der Kappa Landis Wert mit k = 0,735 beweist eine sehr
hohe Ubereinstimmung des Goldstandards mit dem evaluierten Test an

intraokularem Probenmaterial.

Tabelle 21: Vergleich intraokularer Proben hinsichtlich ihrer MAT-Ergebnisse
(MAT-intraokular) und ihrer SNAP-Ergebnisse (SNAP-intraokular). n gesam:: 221
Pferde. 16,3 % dieser Pferde waren, gemessen am Goldstandard MAT, im SNAP-

Test falsch negativ. Bezug der beiden Tests ohne klinische Diagnose.

SNAP-Lepto® intraokular

negativ positiv
MAT- negativ 91,3 % 8,7 % (8/92)
intraokular (84/92)
positiv 16,3 % 83,7 %
(21/129) (108/129)
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Tabelle 21 stellt bei diagnoseunabhingigem Vergleich und Verwendung
intraokularer Proben somit eine hohe positive (84 %) sowie eine hohe negative
(91 %) Ubereinstimmung der Ergebnisse des SNAP-Lepto® und dem MAT dar.

Mit Beriicksichtigung der Diagnose

Des Weiteren wurden Zusammenhinge der Schnelltestergebnisse (SNAP-Lepto®)
mit der klinischen Diagnose verglichen. Zu diesem Zweck wurden 189 intraokulare
Proben (nur eine Probe pro untersuchtes Pferd) von gesunden Pferden (25 Proben),
von an ERU erkrankten (141 Proben) und Pferden mit einer nicht
leptospirenbedingten Uveitis (23 Proben) verglichen. In allen klinisch gesunden
Augen und denen mit einer nicht leptospirenbedingten Uveitis, zeigte der SNAP-
Test ein negatives Ergebnis. Nur ein geringer Prozentsatz der Proben aus Augen
mit der klinischen Diagnose ,,ERU* reagierte im Schnelltest negativ. Uber 80 % der
Proben aus klinisch an ERU erkrankten Augen waren auch im Schnelltest positiv.
Der Zusammenhang des SNAP-Lepto®-Ergebnisses mit der klinischen Diagnose
war im Chi-Quadrat nach Pearson hochstsignifikant (%2 (2) = 111,896; p < 0,001).

Um auch im Bereich der klinischen Zuverldssigkeit den Vergleich mit dem
bisherigen Goldstandard ziehen zu konnen, wurde der MAT ebenfalls mit klinisch
gesunden Augen, an ERU erkrankten und Augen mit einer anderen Form der
Uveitis verglichen. Hierfiir standen mit 1912 Befunden aus intraokularen Proben
fast 10-mal so viele zur Verfligung, wie fiir den SNAP-Lepto® verwendet werden
konnten. Die Ergebnisse waren dennoch dhnlich: bei den MAT-Befunden lag die
,»falsch negativ*-Rate mit knapp 20 % lediglich etwas hoher als beim Schnelltest.
Auch der Zusammenhang zwischen MAT-Ergebnissen und klinischer Diagnose
konnte im Chi-Quadrat hochstsignifikant bewiesen werden (x> (2) = 808,502;
p <0,001).

SchlieBlich wurde noch eine Ubereinstimmung des zu evaluierenden Tests (SNAP-
Lepto®) mit dem Goldstandard (MAT) innerhalb der klinischen Diagnose ,,ERU*
iiberpriift. Zu diesem Zweck wurden intraokulare Proben von 137 ERU-Pferden
sowohl im MAT, als auch mittels SNAP-Test auf gegen Leptospiren gerichtete
Antikorper untersucht. Es wurde nur eine intraokulare Probe pro Patient verwendet.
Sowohl der MAT konnte in einzelnen Schnelltest-negativen Proben noch
agglutinierende Antikorper detektieren, als auch der Schnelltest gegen LipL32

gerichtete Antikorper in einzelnen MAT-negativen Proben. Beide Tests zeigten
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auch hier, wie bereits oben beschrieben, eine hohe Positiviibereinstimmung. Der
Zusammenhang war allerdings nicht signifikant (exakter Test nach Fischer

p = 0,254) (siche Tabelle 23).

Tabelle 22: Vergleich der klinischen Diagnosen , augengesund®, ,, ERU" und
,nicht leptospirenbedingter Uveitis“ mit Ergebnissen intraokularer Proben im
SNAP-Lepto® (,, SNAP-intraokular®) n  gesame-snap: 189 Augen und im MAT
(MAT-intraokular) n gesame-mar: 1912 Augen.

SNAP-Lepto® intraokular MAT intraokular
negativ positiv negativ positiv

Augengesund 100 % 0% 100 % 0%

(25/25) (0/25) (130/130) (0/130)

ERU 14,9 % 85,1 % 21,7 % 78,3 %

(21/141) (120/141) (331/901523) (1192/1523)

Nicht 100 % 0 % (0/23) 100 % 0%

leptospirenbedingte (23/23) (259/259) (0/259)
Uveitis

Tabelle 22 zeigt, dass SNAP-Lepto® gegeniiber dem MAT, eine hohere Sensitivitét
bei ERU-Augen aufweist.

100% -
90% - ——

80% - ——

70% - ——

60% - —— B SNAP negativ
50% - = SNAP positiv
40% - ——
30% - —
20% - —— MAT positiv
10% - ——

0% -

MAT negativ

Augengesund ERU Uveitis anderer
Genese

Abbildung 20: Graphische Darstellung von Tabelle 22. Vergleich von intra-
okularen Proben von augengesunden Pferden, Pferden mit ERU und Pferden mit
einer nicht leptospirenbedingten Uveitis beziiglich der Antikdrpernachweise im
SNAP-Lepto® (schwarz und grau) und im MAT (gepunktet und kariert). (X-Achse:
Die drei verschiedenen Diagnosen ,,Augengesund”, ,,ERU®, ,Uveitis anderer
Genese®, farbliche Unterschiede positiver und negativer Ergebnisse siche

Legende))
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Tabelle 23: Vergleich der beiden indirekten Antikorpernachweise MAT und SNAP-
Lepto® bei mit beiden Testverfahren parallel untersuchten intraokularen Proben
von ERU-Pferden. (,, MAT-intraokular*: MAT-Ergebnisse mit intraokularen
Proben, ,,SNAP-Lepto® intraokular“: Antikérpernachweise in korrespondierenden

Proben mittels Schnelltest, jeweils aufgeteilt in positiv und negativ).

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv
MAT- negativ 0% 100 %
intraokular (0/8) (8/8)
positiv 16,3 % 83,7 %
(21/129) (108/129)

Tabelle 23 verdeutlicht, dass mit SNAP-Lepto® auch einzelne Proben, welche im

MAT negativ reagiert hatten, noch positiv getestet werden konnten.

45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

Hiufigkeit der Titerstufen

intraokulare Antikérpertiter im MAT

Abbildung 21: Antikérpertiter im MAT in 2152 intraokularen Proben aus an ERU
erkrankten Augen. Im Vergleich mit dem Serum waren die Antikorpertiter in

intraokularen Proben deutlich hoher.
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3.2.2. Vergleich der Ergebnisse des intraokularen Nachweises von LipL32

mittels PCR mit den Antikorpernachweisverfahren

Da von manchen Autoren dem PCR-Nachweis mehr Aussagekraft als dem
alleinigen Antikorpernachweis zugeschrieben wird, sollte der SNAP-Lepto® auch
mit Ergebnissen der Realtime-PCR bei Verwendung von intraokularem
Probenmaterial (Glaskorper und Kammerwasser) verglichen werden. Es wurden
hier zunéchst diagnoseunabhingig die Ergebnisse der 224 sowohl mittels PCR als
auch mittels SNAP-Lepto® untersuchten intraokularen Proben von 224 Pferden
verglichen. Ein positives PCR-Ergebnis brachte zu 97 % (84/87) auch einen
positiven Nachweis von gegen LipL32 gerichteten Antikorpern im SNAP-Lepto®.
Um die Qualitit der Ubereinstimmung von Antigen- und Antikérpernachweis noch
besser bewerten zu konnen, wurden PCR-Ergebnisse zusitzlich mit den MAT- und
spezifischen =~ ELISA-Ergebnissen  verglichen — auch  wenn  deren
Positiviibereinstimmung deutlich unter der des Schnelltests lag (siche Tabelle 17).
Die Ubereinstimmung von PCR und SNAP-Lepto® ist im Chi-Quadrat nach
Pearson hochstsignifikant (y? (1) = 116,395; p < 0,001) und weist ebenfalls einen
sehr hohen Ubereinstimmungsgrad mit einem Kappa-Wert von 0,7 auf. Insgesamt
ist auch der Zusammenhang von PCR und MAT hochst signifikant (2 (1) =
116,395; p < 0,001). Der Kappa-Wert von 0,7 zeigt dieselbe hohe
Ubereinstimmung  beider Testverfahren. PCR- und ELISA-Ergebnisse hingen
hinsichtlich einer Ubereinstimmung in Positiv- und Negativergebnissen, wie bei
den beiden anderen Laborverfahren (Schnelltest und MAT) hdochstsignifikant
zusammen (x> (1) = 171,16; p < 0,001) und hatten eine mittlere Ubereinstimmung
mit einem Kappa-Wert von 0,43. In Tabelle 24 und Abbildung 22 sind die
diagnoseunabhingigen =~ PCR-Ergebnisse mit denen  der  indirekten

Antikdrpernachweise als Ubersicht dargestellt.
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Tabelle 24: Ubereinstimmung der 3 verschiedenen indirekten Antikorper-
nachweisverfahren (MAT, spezifischer ELISA, SNAP-Lepto®™) mit dem DNA-
Nachweis mittels PCR bei Verwendung von intraokularem Probenmmaterial und
unter diagnoseunabhdngiger Betrachtung. (links - positive und negative PCR-

Ergebnisse im Vergleich zu rechts - den positiven und negativen Ergebnissen in

SNAP'Lept0® (l’l gesamt.. 224) y MAT (l’l gesamt.‘ 161 7), EL]SA (}’l gesam[.' 581))

SNAP-Lepto®

negativ positiv
PCR negativ 77,4 % (106/137) 22,6 % (31/137)
positiv 34 % (3/87) 96,6 % (84/87)
Gesamt 48,7 % (109/224) 51,3 % (115/224)

MAT

negativ positiv
PCR negativ 77,3 % (638/825) 22,7 % (187/825)
positiv 21,8 % (173/792) 78,2 % (619/792)
Gesamt 50,2% | 49,8 % (806/1617)

811/1617

negativ positiv
PCR negativ 70,1 % (407/581) 29,9 % (174/581)
positiv 22,9 % (65/284) 77,1 % (219/284)
Gesamt 54,6% (472/865) 45,4% (393/865)

Der SNAP-Lepto® zeigt demnach mit 96,6 % die hochste Positiviibereinstimmung
mit den PCR-Ergebnissen, die Ubereinstimmung der PCR-Ergebnisse mit den
positiven ELISA- und MAT-Ergebnissen ist geringer.
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Abbildung  22:  Ubereinstimmung  der 3  verschieden  indirekten
Antikérpernachweisverfahren (SNAP-Lepto®, MAT, spezifischer ELISA) mit dem
direkten Erregernachweis durch PCR bei intraokularem Probenmaterial. SNAP-
Lepto® zeigt mit 96,6 % die hochste Positiviibereinstimmung mit der PCR
gegentiber den anderen beiden indirekten Nachweisverfahren.

3.23. Zusammenhang zwischen indirektem Antikorpernachweis mittels
SNAP-Lepto® im Serum und PCR-Ergebnis mit intraokularen

Proben

87 Pferde wurden sowohl mittels PCR auf in Kammerwasser oder Glaskdrper
vorhandenes Leptospirenantigen, als auch mittels SNAP-Lepto® auf gegen LipL32
gerichtete Antikorper im Serum untersucht. Dabei stimmte ein positives
Schnelltestergebnis mit einem positiven intraokularen PCR-Ergebnis in 70 %
(49/70) der Fille tiberein. Gleichlautend negative Ergebnisse konnten bei 59 % der
Probenpaare nachgewiesen werden (siche Tabelle 25). Der Zusammenhang beider
Testergebnisse ist mit einem p-Wert von 0,03 im exakten Test nach Fischer als

signifikant zu werten.
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Tabelle 25: Ubereinstimmung der intraokularen PCR-Ergebnisse mit korrespon-
dierenden Ergebnissen im Serum durch SNAP-Lepto®. (,, PCR-intraokular*‘: PCR-
Ergebnisse mit Kammerwasser und Glaskorper; ,,SNAP-Lepto® im Serum*:

Antikérpernachweise im korrespondierenden Serum mittels Schnelltest)

PCR-intraokular
negativ positiv
SNAP-Lepto® negativ 58 % (10/17) | 30 % (21/70)
im Serum
positiv 41,2 % (7/17) | 70 % (49/70)
3.2.4. Zusammenhinge von positiven und negativen Schnelltestergebnissen

mit dem Vorbericht

Zu 168 an ERU erkrankten Pferden, von denen intraokulare Proben mittels SNAP-
Lepto® untersucht wurden, war ein auswertbarer Vorbericht vom Besitzer oder vom
Haustierarzt verfiigbar. Die Gesamterkrankungsdauer wurde dabei in zwei Gruppen
— unter oder gleich sechs Monate und iiber sechs Monate geteilt. Dabei zeigte sich
allerdings ein sehr dhnliches Verteilungsmuster der beiden Gruppen bezogen auf
positive und negative SNAP-Test Resultate. Insgesamt wurden, mit 98 Augen,
etwas mehr mit lidngerer Erkrankungsdauer vorgestellt, als Augen mit
Schubepisoden unter sechs Monaten (siche Tabelle 26). Der etwas hdohere
Prozentsatz positiver Ergebnisse bei langerem Krankheitsverlauf war allerdings im

Chi-Quadrat-Test nach Pearson nicht signifikant (3> (1) = 0.550; p = 0,458).

Tabelle 26: Zusammenhdnge zwischen der Gesamterkrankungsdauer von ERU-
Patienten und den ermittelten Schnelltestergebnissen in intraokularen Proben.
(,,SNAP-Lepto® intraokular“: Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder
Glaskorper aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse; ,, Gesamterkrankungs-

dauer“: unterteilt in unter/gleich sechs Monate und iiber 6 Monate)

SNAP-Lepto® intraokular

negativ positiv
Gesamt- < 6Monate 32,9 % 67,1 %
erkrankungsdauer (23/70) (47/70)
> 6 Monate 27,6 % 72,4 %
(27/98) (71/98)
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In Tabelle 26 wird dargestellt, dass bei ldngerer Erkrankungsdauer sich
geringgradig mehr positive Schnelltestergebnisse ergaben. Allerdings war dieses

Ergebnis im Chi-Quadrat nach Pearson nicht signifikant.

Fiir die Anzahl der Uveitisschiilbe im beobachteten Zeitraum wurden wiederum
zwei Gruppen erstellt. Pferde mit bis zu zwei Entziindungsschiiben gehorten der
einen, Pferde mit {iber zwei Schiiben der anderen Gruppe an. Es zeigte sich bei der
Auswertung der Daten ein &dhnliches Ergebnis, wie fiir die Gesamtdauer der
Erkrankung. In Proben aus Augen mit mehr als 2 Uveitisschiiben war der SNAP-
Lepto® etwas haufiger positiv als in Proben aus Augen mit maximal 2
Upveitisschiiben (siehe Tabelle 27). Auch dieser Unterschied war im Chi-Quadrat-
Test nicht signifikant (¥2 (1) = 0.964; p = 0,326).

Tabelle 27: Zusammenhdnge zwischen den vom Besitzer beobachteten Uveitis-
schiiben von ERU-Patienten und den ermittelten Schnelltestergebnissen in
intraokularen Proben. (,,SNAP-Lepto® intraokular*: Schnelltestergebnisse mit

Kammerwasser oder Glaskorper aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv
Anzahl der < 2 Schiibe 29,6 % 70,4 %
Uveitisschiibe (21/71) (50/71)
> 2 Schiibe 22,7 % 77,3 %
(20/88) (68/88)

Der letzte ausgewertete Punkt des Vorberichts bei 156 an ERU erkrankten Pferden
war der Zeitraum zwischen dem letzten beobachteten Entziindungsschub und der
Klinikeinlieferung bzw. der Probenentnahme. Wiederrum wurden zwei Gruppen
gebildet. Pferde mit einem Latenzzeitraum von unter oder gleich zwei Wochen
stellten die eine, Pferde mit iiber zwei Wochen stellten die andere Gruppe dar.
Insgesamt wurden mit 100 Pferden fast doppelt so viele Pferde mit einem Zeitraum
unter zwei Wochen zum letzten beobachteten Schub in die Klinik fiir Pferde der
LMU eingeliefert. 56 Pferde hatten einen ldngeren Zeitraum zwischen dem letzten
akuten Schub und der Operation bzw. Probennahme. Bezogen auf ein

positives/negatives Resultat ergab sich ein etwas hoherer Prozentsatz an positiven
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Antikorpernachweisen durch den Schnelltest bei Pferden mit kurzem Abstand zum
akuten Entziindungsschub im Vergleich mit der anderen Gruppe (siche Tabelle 28
und Abbildung 23). Aber auch dieser Unterschied war im Chi-Quadrat-Test nach
Pearson nicht signifikant (y2 (1) = 1,210; p = 0,271).

Tabelle 28: Zusammenhdnge zwischen dem Abstand des letzten beobachteten
Entziindungsschubs von ERU-Patienten und der Klinikeinlieferung und den
ermittelten Schnelltestergebnissen in intraokularen Proben. (,,SNAP-Lepto®
intraokular*: Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder Glaskérper aufgeteilt

in positive und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv
Abstand zum < 2 Wochen 24 % 76 %
akuten (24/100) (76/100)
Schub
> 2 Wochen 321 % 67,9 %
(18/56) (38/56)
100%
90%
800/2 6719 72,4% 70,4% 77.3% 76'0%67 9
7006 |- °"1% 7
60% -
50% —
40% 32,9% 5 296% 32;1%—  m SNAP-intraokular negativ
30% g0 T oo 24,0% _ N
o SNAP-intraokular positiv
20%
10% -
0% -
<=6| >6 <=2 | >2 <=2
Mo | Mo Wo
Gesamtdauer | Schiibe letzter Schub|

Abbildung  23: Graphische  Zusammenfassung  von intraokularen
positiven/negativen Ergebnissen im SNAP-Test, abhdngig vom Vorbericht.
(Gesamtdauer unter 6 Monate n gesams: 70 Pferde, tiber 6 Monate n gesams: 98 Pferde;
unter zwei Entziindungsschiibe n gesam:: 71 Pferde, iiber zwei Entziindungsschiibe
n gesame: 88 Pferde; Zeitpunkt bis zum letzten Entziindungsschub unter 2 Wochen
n gesami: 100 Pferde, iiber zwei Wochen n gesame: 56 Pferde)
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3.2.5. Zusammenhinge zwischen positiven und negativen
Schnelltestergebnissen mit intraokularen Proben und den klinischen

Befunden

Als klinische Parameter wurden die Eindeutigkeit der Klinik, Grad der
Augenverdnderung, Form der Uveitis, Grad der diffusen Glaskorpertriibung und
Grad der Glaskorpereinlagerung mit einem positiven oder negativen Ergebnis des
SNAP-Lepto® mit intraokularen Proben verglichen, um mdgliche Zusammenhénge

darzustellen.

Augenverinderungen

Der Grad der Augenverdnderung reicht von unauffillig, bis zu gering-, mittel-,
hochgradigen Verdnderungen. Bei keinen auffilligen Verdnderungen wurde die
Diagnose ,,ERU“ entweder durch den erhobenen Vorbericht und / oder in
Kombination mit einer diagnostischen Kammerwasserentnahme gestellt. Insgesamt
gab es 239 Proben, bei denen diese Graduierung der Augenverdnderungen moglich
war. So hatten 73 keine Verdnderung, wobei unter diesen auch 93 % (68/73) keinen
Antikorpernachweis im SNAP-Test lieferten. Bei sichtbaren bleibenden Schiden
des untersuchten Auges zeigte der Schnelltest bei allen drei Graduierungen (gering-
, mittel-, hochgradig) stets einen signifikant hoheren Prozentsatz an positiven

Ergebnissen an (exakter Test nach Fischer p = 0,012) (siche Tabelle 29).

Bei der Form der Uveitis gab es wiederum einen signifikanten Unterschied (exakter
Test nach Fischer p = 0,02) der beiden Obergruppen ,,keine Anzeichen fiir Uveitis*
(diese Augen zeigten keine klinischen Anzeichen fiir eine Uveitis, wurden aber
zumeist zur Abklarung einer solchen vorgestellt) und ,,Anzeichen fiir Uveitis“. So
war die Gruppe mit fehlenden eindeutigen Anzeichen fiir eine Einteilung in die drei
Uveitisformen zu 77 % (90/117) auch negativ im Schnelltest, wobei innerhalb der
drei Uveitisformen zwischen 60 und 80% positive Nachweise erbracht werden
konnten. Allerdings gab es keinen deutlichen Unterschied zwischen einer vorderen,
intermedidren oder Panuveitis hinsichtlich positiver oder negativer Resultate im

SNAP-Test (siche Tabelle 30).
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Tabelle 29: Zusammenhdnge zwischen den Augenbefunden und korrelierenden
SNAP-Testergebnissen und den ermittelten Schnelltestergebnissen in intraokularen
Proben von Augen mit ERU. (,,SNAP-Lepto® intraokular*: Schnelltestergebnisse

mit Kammerwasser oder Glaskérper aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv

keine ERU 93,2 % 5,8 %

(68/73) (5/73)

geringgradig 38,6 % 61,4 %

Grad der (22/57) (35/57)
Augenveranderungen

mittelgradig 19,6 % 80,4 %

(9/46) (37/46)

hochgradig 32,7 % 68,3 %

(20/63) (43/63)

In Tabelle 29 ist dargestellt: Bei sichtbaren bleibenden Schdden des untersuchten
Auges zeigte der Schnelltest bei allen drei Graduierungen (gering-, mittel-,
hochgradig) stets einen signifikant hoheren Prozentsatz an positiven Ergebnissen
an, als bei Proben aus Augen, die klinisch und ophthalmoskopisch unauffillig
waren, jedoch aufgrund MAT / PCR / Vorbericht als ,,ERU* eingeteilt worden

waren.

Tabelle 30:  Zusammenhdnge zwischen der erhobenen Uveitisform und
korrelierenden SNAP-Testergebnissen und den ermittelten Schnelltestergebnissen
in intraokularen Proben von Augen mit ERU. (,,SNAP-Lepto® intraokular*:
Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder Glaskérper aufgeteilt in positive

und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv
keine exakte 76,9 % 23,1 %
Einteilung (90/117) (27/117)
moglich
Form der vordere 35,7% 64,3 %
Uveitis (4/14) (9/14)
intermediare 18,3 % 81,7 %
(15/82) (67/82)
Panuveitis 34,6 % 65,4 %
(9/26) (17/26)
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Tabelle 30 ldsst keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Uveitisformen und positiven oder negativen Ergebnissen im SNAP-Test

nachweisen.

Glaskorperbefunde

Eine hohe klinische Aussagekraft beziiglich einer ERU und anderen intraokularen
Erkrankungen des Auges hat die Beurteilung der diffusen Glaskorpertriibung,
wobei diese Triilbung auch mit steigendem zeitlichem Abstand zum akuten Schub
oft schnell zuriickgeht. Wie bereits in den oben beschriebenen Fillen verlaufen
Antikdrpernachweise im Schnelltest zwar vermehrt negativ wenn keine Triibung

vorliegt, der Grad der Glaskorpertriibung ist jedoch unerheblich (siehe Tabelle 31).

Tabelle 31: Zusammenhdinge zwischen der diffusen Glaskorpertriibung und
korrelierenden SNAP-Testergebnissen in Kammerwasser- oder Glaskorperproben
von an  ERU  erkrankten  Augen. (,,SNAP-Lepto®  intraokular*:
Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder Glaskérper aufgeteilt in positive

und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv

keine 70,1 % 29,9 %

(103/147) (44/147)

geringgradig 10,5 % 89,5 %

Grad der diffusen (4/38) (34/38)
Glaskorpertriibung

mittelgradig 13,8 % 86,2 %

(4/29) (25/29)

hochgradig 5,6 % 94,4 %

(1/18) (17/18)

Sehr dhnlich verhielt es sich mit dem Vergleich zwischen Glaskorpereinlagerungen
und positiven und negativen Ergebnissen des SNAP-Lepto®. Bei Augen ohne
Glaskorpereinlagerungen lieferte auch ein hoher Prozentsatz der Proben keinen
positiven Antikdrpernachweis im Schnelltest. Augen mit Einlagerungen im
Glaskorper waren hingegen signifikant hdufiger positiv (exakter Test nach Fischer

p = 0,021), aber es bestand kein bedeutender Unterschied der positiven
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Antikorpernachweise zwischen geringgradigen und mittelgradigen Einlagerungen.
Lediglich bei hochgradigen Einlagerungen im Glaskdrper war ein hoherer
Prozentsatz der beprobten Augen negativ im Schnelltest. Allerdings sind haufig an
Glaukom erkrankte Augen mit erheblichen vitrealen Einlagerungen beprobt
worden, die auch in anderen Laborverfahren zumeist keine Leptospirengenese

vermuten lieBen (siche Tabelle 32).

Tabelle 32: Zusammenhdnge zwischen den befundeten Glaskérpereinlagerungen
und den ermittelten Schnelltestergebnissen in intraokularen Proben von Augen mit
ERU. (,,SNAP-Lepto® intraokular*: Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder

Glaskorper aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ Positiv

keine 79,5 % 20,5 %

(89/112) (23/112)

geringgradig 15,6 % 84,4 %

Grad der diffusen (5/32) (27/32)
Glaskorpereinlagerungen

mittelgradig 10,3 % 89,7 %

(4/39) (35/39)

hochgradig 32,7 % 67,3 %

(17/52) (35/52)

Tabelle 32 zeigt, dass ein deutlicher Unterschied zwischen Augen mit und ohne
Glaskorpereinlagerungen besteht. Auffillig ist der etwas erniedrigte Prozentsatz
positiver Ergebnisse bei hochgradigen Einlagerungen, welcher auf an Glaukom
erkrankte Augen zuriickzufithren ist, die zwar meist keine intraokulare
Leptospireninfektion aufweisen, die jedoch oft erhebliche Glaskorpereinlagerungen

haben.
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Selektive Auswahl klinisch eindeutig an ERU erkrankter Augen zur

Evaluierung des Schnelltestverfahrens

Unter den 239 beprobten Augen wurden 82 als klinisch nicht eindeutig fiir eine
leptospirenbedingte Uveitis, 117 als klinisch eindeutig fiir eine leptospirenbedingte
Uveitis und 40 erst nach einer vorangegangen Kammerwasseruntersuchung als
leptospirenbedingte Uveitis beurteilt. Werden diese drei Gruppen mit den positiven
oder negativen Ergebnissen im SNAP-Test verglichen, so zeigt sich ein deutlicher
Unterschied zwischen nicht eindeutiger und eindeutiger Klinik. Als kritisch im
Hinblick auf eine chancengleiche Beurteilung aller vier aufgefiihrten
Nachweisverfahren konnte der Zusammenhang zwischen Proben mit einer
positiven Labordiagnose durch MAT, spezifischer ELISA oder PCR und
Abwesenheit klinisch-ophthalmologischer Befunde gewertet werden. Die 40 zu
dieser Kategorie gehdrenden Proben waren zu 55 % (22/40) negativ und zu 45 %
(18/40) positiv im SNAP-Test getestet worden (siche Tabelle 33). Versucht man
nun einen neuen Test anhand von klinischen Aussagen zu evaluieren, indem
Laborergebnisse aller zur Evaluation notwendigen Tests mit verschiedenen
Diagnosen verglichen werden, so konnte eine Diskrepanz zwischen dem neuen und
den bereits bestehenden Tests entstehen. Grund hierfiir ist, dass sich bei diesen
Proben, die klinisch nicht eindeutig sind, MAT und spezifischer ELISA selbst die
Diagnose sichern und ein abweichendes SNAP-Ergebnis fraglich bewertet werden
konnte. Um diesen Faktor ausschlieBen zu konnen, wurden alle drei indirekten
Leptospirennachweisverfahren mit intraokularem Probenmaterial unter Ausschluss
der Proben nach Kammerwasseruntersuchung erneut mit den klinischen Diagnosen
»Augengesund, ERU, nicht leptospirenbedingte Uveitis* verglichen. Dadurch
konnen alle Tests unter gleichen Voraussetzungen verglichen werden. Zudem
wurde maximal ein Auge pro Patient in die Auswertung aufgenommen. Es ergaben
sich hierbei, wie bereits oben beschrieben, hochstsignifikante Zusammenhédnge
jedes Testverfahrens mit der klinischen Diagnose (p < 0,001) (siche Abbildung 24).
Auffallend ist, dass der SNAP-Lepto® unter Ausschluss dieser Proben sogar nur 3%

falsch-negative Ergebnisse bei der klinischen Diagnose ,,ERU* aufweist.

Zusitzlich kann aber, als klinische Aussage, festgehalten werden, dass in frithen
Erkrankungsstadien oder bei Abwesenheit eindeutiger klinischer Symptome SNAP-
Lepto® dem MAT unterlegen ist, bei fortgeschrittenen Krankheitsstadien und
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deutlicheren klinischen Befunden jedoch gleichwertig ist. Somit konnte der MAT
bei diesen 40 klinisch unauffilligen Augen in 98 % (39/40) der Fille
agglutinierende Antikorper gegen Leptospiren detektieren, gefolgt vom Schnelltest
mit einem positiven Antikdrpernachweis von 45 % (18/40) und der PCR mit einem

positiven Antigennachweis in 22,5 % (9/40) der Fille.

Tabelle 33: Zusammenhdnge zwischen klinischer Eindeutigkeit und korrelierenden
SNAP-Testergebnissen in intraokularen Proben von Augen mit ERU. (,,SNAP-
Lepto® intraokular: Schnelltestergebnisse mit Kammerwasser oder Glaskorper

aufgeteilt in positive und negative Ergebnisse)

SNAP-Lepto® intraokular
negativ positiv

keine ERU 100 % 0%
(82/82) (0/82)
Klinische eindeutig 12,8 % 87,2 %
Eindeutigkeit (15/117) (102/117)
nach 55 % 45 %
Labordiagnose (22/40) (18/40)

Tabelle 33 stellt dar, dass Augen, welche wegen geringer klinisch-
ophthalmologischer Befunde erst nach einer diagnostischen
Kammerwasseruntersuchung mittels MAT, ELISA und PCR als leptospiren-positiv
befundet worden waren, nur zu 45 % im Schnelltest positiv waren. In frithen
Stadien und bei milden Verldufen der ERU sind Antikorper gegen LipL32 also

nicht zuverldssig nachweisbar.
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Abbildung 24: Vergleich von Antikorpernachweisen in intraokularen Proben aus
Augen, die klinisch-ophthalmologisch eindeutig als leptospirenbedingte Uveitis
eingeteilt worden waren, mittels MAT (n gesame: 1079 ERU-Pferde), spezifischer
ELISA (n gesam:: 320 ERU-Pferde) und SNAP-Lepto® (n gesam:: 99 ERU-Pferde).
Farblich werden die Diagnosen ,, Augengesund* (schwarz), ,,ERU" (kariert) und
., nicht leptospirenbedingte Uveitis“ (hellgrau) unterschieden. Der SNAP-Lepto®
zeigt bei dieser Probenauswahl die geringste falsch-negativ Rate von 2,9 %

innerhalb der ERU-Pferde.

3.2.6. Spezifische ELISA-Befunde in intraokularen Proben

Da der in der Arbeit zu evaluierende Schnelltest auf ELISA-Basis beruht, soll auch
ein Vergleich zum spezifischen ELISA erbracht werden. Allerdings wurden aus
Kostengriinden spezifischer ELISA und Schnelltest nicht parallel an intraokularem
Probenmaterial verglichen. Um dennoch den Vergleich erheben zu kénnen, wurde
der spezifische ELISA mit dem Goldstandard MAT und den klinischen Diagnosen
»Augengesund“, ,LERU“ und ,nicht leptospirenbedingter Uveitis“ in
Zusammenhang gebracht. Des Weiteren sollten mit der groBBeren Probenanzahl der
vorliegenden Studie die Hauptaussagen von Loibl (2009) iiberpriift werden. Zu
diesem Zweck wurden die MAT- und spezifischen ELISA-Ergebnisse von 550
intraokularen Proben von an ERU erkrankten Pferden miteinander verglichen.
Neben einer hohen Positiviibereinstimmung des spezifischen ELISAs bei positiven

MAT-Ergebnissen, erbrachte der spezifische ELISA, trotz zu einem hohen
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Prozentsatz im MAT negativ, einen positiven Antikdrpernachweis (siche Tabelle
34 und Abbildung 25). Die Ubereinstimmung beider Tests ist sowohl durch den
Chi-Quadrat Test nach Pearson (x> (1) = 28,752; p < 0,001), als auch durch den
McNemar-Test als hochstsignifikant zu bewerten (p < 0,001). Eine moderate
Ubereinstimmung  beider Testverfahren innerhalb der ERU-Proben zeigt sich
zudem durch einen Kappawert von 0,159. Die Ergebnisse miissen vor dem

Hintergrund bewertet werden, dass der spezifische ELISA vermehrt zum Einsatz

kam, wenn bereits ein negatives MAT-Ergebnis vorlag.

Tabelle 34: Ubereinstimmung der an intraokularem Probenmaterial ermittelten
MAT-Ergebnisse mit korrespondierenden Ergebnissen im spezifischen ELISA bei

intraokularen Proben. (,,MAT*“: an intraokularen Proben ermittelte MAT-

Ergebnisse; ,,ELISA*: Antikorpernachweise in denselben Proben mittels
spezifischen ELISA)
ELISA
negativ positiv
MAT negativ 24,6 % 75,4 %
(75/305) (230/305)
positiv 7,3 % 92,7 %
(18/245) (227/245)
100% 9277%
90%
80% 75.4%
70%
60%
50% m ELISA-intraokular negativ
40% ELISA-intraokular positiv
30% 24.6%
20%
0,
O% T T T . T T 1
MAT negativ MAT positiv

Abbildung 25: Ubereinstimmung von spezifischen ELISA und MAT in
intraokularem Material bei ERU Pferden (n gesam:: 550 parallel untersuchte ERU-
Pferde; MAT-negative n = 305, MAT-positive n = 245).
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Abbildung 25 veranschaulicht den sehr hohen Prozentsatz der MAT-negativen
Proben, die im spezifischen ELISA einen positiven gegen Leptospiren gerichteten

Antikorpernachweises hatten.

Bei allen spezifischen ELISA-Ergebnissen fand ein separater Nachweis von IgM,
IgG und IgA statt. Die Proben wurden als ,,positiv* bewertet, wenn eines der drei
Immunglobuline nachweisbar war. Bei an ERU erkrankten Pferden konnte
vermehrt IgA in den intraokularen Proben gefunden werden. Bei den 457
Kammerwasser- und Glaskorperproben von an ERU erkrankten Tieren konnte nur
in 1 % (6/457) der Proben kein IgA nachgewiesen werden. Somit ist ein positiver
spezifischer ELISA in 99 % der Félle mit einem positiven IgA-Nachweis assoziiert.
Wiirde statt dem Nachweis aller drei Immunglobuline nur noch IgA nachgewiesen
werden, wiirde die Anzahl der falsch negativen lediglich von 93 (17 %) auf 99 (18
%) steigen. Vergleicht man aber nun den Zusammenhang der Diagnose ERU mit
dem IgA-Nachweis, so ergibt sich immer noch ein hochstsignifikanter
Zusammenhang (exakter Test nach Fischer p = 0,001). Sowohl in Proben aus
gesunden Augen, als auch aus Augen mit einer nicht leptospirenbedingten Uveitis,
waren mittels spezifischen ELISA in intraokularen Proben keine gegen Leptospiren

gerichteten Antikorper zu detektieren (siehe Tabelle 35 und Abbildung 24).

Tabelle 35: Vergleich des Immunglobulinnachweises mittels spezifischen ELISA in
intraokularem Probenmaterial mit der klinischen Diagnose , augengesund”,
LERU* und , nicht leptospirenbedingter Uveitis* mit n gesam-£Lisa: 896 Pferde.
Links sind die Diagnosen aufgefiihrt, in der ersten Spalte die unterschiedlichen

Kombinationen im ELISA-Ergebnis.

ELISA-AK Code

IgM pos; IgG pos;

negativ IgM pos 1gG pos IgA pos IgG +IgA pos IgA pos Gesamt
A 100 % o o 9 0 9
ugengesund (116/116) 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 116
16,9 % 0.2 % 229 %
ERU (93/550) (1/550) 0,9 % (5/550) (12/550) 36,7 % (202/550) 22,4 % (123/550) 550
Nicht 100 %
leptospirenbedingte 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 230

Uveitis (230/230)

Gesamt 49,0 % 0,10 % 0,60 % 14,10 % 22,50 % 13,70 % 896
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Somit waren nur bei ERU erkrankten Pferden Immunglobulinnachweise in
intraokularen Proben vorhanden. Bei diesen war der Nachweis von IgA in 98,7 %

der positiven spezifischen ELISA-Ergebnisse am sensitivsten.

3.2.7.  Ubereinstimmung der Schnelltestergebnisse in intraokularem

Probenmaterial und Serum von an ERU erkrankten Pferden

Bei 90 Pferden mit ERU (jeweils nur 1 Auge pro Patient) wurden parallel
intraokulare Proben in Form von Kammerwasser oder Glaskdrper des betroffenen
Auges und eine Serumprobe jeweils mit SNAP-Lepto® auf gegen LipL32 gerichtete
Antikorper untersucht. Die Ergebnisse der korrespondierenden Proben zeigten eine
hohe Positiviibereinstimmung und zum Teil konnten auch bei einem negativen
Ergebnis in intraokularen Proben in den korrespondierenden Serumproben gegen
LipL32 gerichtete Antikdrper nachgewiesen werden. Alle 90 ERU Pferde waren
durch mindestens einen anderen Test (MAT, PCR) in intraokularem Material
positiv beziiglich gegen Leptospiren gerichtete Antikorper oder Antigen befundet
worden. Der Zusammenhang der Ergebnisse in den korrespondierenden
intraokularen und Serumproben bei ERU-Pferden war im exakten Test nach Fischer
hochstsignifikant p < 0,001 (siehe Tabelle 36). Des Weiteren wurde ein Vergleich
der Farbintensititen des Probenpunktes (siche Abbildung 28) in 66
korrespondierenden intraokularen und Serumproben mit jeweils positivem Ergebnis
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass, abgesehen von der geringsten der vier
Farbintensitdten, der Probenpunkt der intraokularen Fliissigkeit meist deutlich
intensiver gefarbt war, als der des korrespondierenden Serums (siche Abbildung 26,

27 und 29).
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Tabelle 36: Vergleich korrespondierender Serum- und Glaskorper-/Kammer-

wasserproben  bei 90 ERU-Pferden mit SNAP-Lepto®. (,,SNAP-Lepto®

intraokular*:  Schnelltest-Ergebnisse, die in Kammerwasser- oder Glaskorper-
proben erzielt wurden, , SNAP-Lepto® - Serum Antikérpernachweise in

korrespondierenden Serumproben mittels Schnelltest; jeweils in positiv und negativ

aufgeteilt)
SNAP-Serum
negativ positiv
SNAP- negativ 64 % 36 %
intraokular (9/14) (5/14)
positiv 13 % 87 %
(10/76) (66/76)

Es bestand somit eine hohe Positiviibereinstimmung von intraokularen Proben und
korrespondierenden Serumproben. In 36 % der Probenpaare konnte sogar nur im
Serum ein positiver Schnelltest notiert werden — die Probenzahl war hier jedoch

gering.
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Farbintensitat aufsteigend von 1-4 am Probenpunkt des SNAP-Test

Abbildung 26: Vergleich positiver SNAP-Ergebnisse in Serumproben und
intraokularem Material (n gesam: 66 ERU-Pferde) unter Beriicksichtigung der
Farbintensitdten am Probenpunkt. Starke

Farbintensititen (von 4) waren

ausschlieBlich bei intraokularen Proben zu beobachten.
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Abbildung 27: Vergleich der Farbintensitdten der 66 Serumproben mit den
korrespondierenden  intraokularen  Proben.  Schwarz  reprisentiert  die
Serumproben, die eine geringere Farbintensitit als die korrespondierende
intraokulare (I0) Probe aufwiesen (<IO) und gepunktet waren die Serumproben,
die eine gleiche oder intensivere Farbe aufwiesen (> 10). Ab Farbstufe 2 waren die
Farbintensitditen im Serum stets mindestens eine Farbstufe schwdcher im Vergleich

mit der korrespondierenden intraokularen Probe.
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Abbildung 28: Unterschiedliche Farbintensitiiten des SNAP-Lepto®

(1) negatives Testergebnis, (2-4) aufsteigende Farbintensitdit des oben befindlichen

Probenpunktes (Von oben nach unten 1-5)

Abbildung 29: (1) stark positiver Probenpunkt der intraokularen Probe im
Vergleich zur (2) schwach positiven Serumprobe des gleichen Pferdes. (Von oben

nach unten 1+2)
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3.3. Sensitivitit und Spezifitit

Intraokulare Proben

In die Berechnung der diagnostischen Sensitivitit und Spezifitit der einzelnen
Testverfahren wurden ausschlieBlich Patienten einbezogen, welche ein eindeutiges
klinisches Bild zeigten (eindeutig augengesund und eindeutig klinisch an ERU
erkrankt) und bei denen jeweils nur eine intraokulare Probe pro Tier verwendet
wurde. Das bedeutet die Gruppen ,augengesund“ und ,ERU*“ wurden
ausschlieflich anhand der klinischen Diagnose gebildet. Es wurden bei der
Kammerwasser- und Glaskorperdiagnostik fiir den MAT 1079 ERU-Pferde und
130 augengesunde Kontrolltiere fiir die Berechnung herangezogen. Fiir den
spezifischen ELISA betrug die Probenzahl 320 ERU-Tiere und 116 augengesunde
Kontrollen, fiir die PCR 711 ERU-Pferde und 154 Kontrolltiere und fiir den SNAP-
Lepto® betrug das Patientengut 99 an ERU erkrankte Pferde und 25 augengesunde

Tiere.

Sensitivitit und Spezifitit des Schnelltests konnen mit denen von MAT,
spezifischen ELISA und PCR gleichziehen oder diese zum Teil {ibertreffen (siche
Tabelle 37).

Serumproben

In die Serumuntersuchungen wurden wiederum nur Pferde mit eindeutigen
klinisch-ophthalmologischen Befunden (,,augengesund oder ,,ERU*) einbezogen.
Es wurden 114 ERU-Pferde und 47 Kontrolltiere mittels MAT untersucht, mit
spezifischen ELISA wurden Seren von 76 ERU-Pferden und 38 Kontrolltieren und
mit SNAP-Lepto® 69 Serumproben von ERU-Patienten und 103 Seren

augengesunder Tiere in die Berechnung der Sensitivitit und Spezifitit einbezogen.

Lediglich der Schnelltest kann im Serum &hnliche Werte wie fiir intraokulares
Probenmaterial liefern. Die geringste Spezifitit erbrachte die Serumuntersuchung

mittels spezifischen ELISA.
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Tabelle 37: Diagnostische Sensitivitdt, Spezifitdt und positive (PPV) und negative
prddiktive Werte (NPV) von MAT, spezifischen ELISA, SNAP-Lepto® fiir Pferde mit
eindeutigen klinisch-ophthalmologischen Befunden (,,augengesund‘ oder ,,ERU*)
in intraokularen und Serumproben. Fiir die PCR wurden ausschlieflich
intraokulare Proben verwendet. (n gRU-intraokular : MAT (1079), spezifischer ELISA
(320), PCR (711), SNAP-Lepto® (99); n konwolisiere-intraokutar - MAT (130), spezifischer
ELISA (116), PCR (154), SNAP-Lepto® (25)) + (n Erv-Serum : MAT (114),
spezifischer ELISA (76), SNAP-Lepto® (69); n konwoltticre-Serum : MAT (47),
spezifischer ELISA (38), SNAP-Lepto® (103))

Probe Labor Sensitivitit Spezifitit PPV NPV
85,0 % 51,0 % 81,0 % 59,0 %
MAT
100,0 % 4 % 67,0 % 100,0 %
S spezifischer
eram ELISA
84,0 % 94,0 % 91,0 % 90,0 %

SNAP-Lepto®

87.0% 100.0 % 100,0 % 89 %
MAT

89.0 % 100.0 % 100,0 % 90 %
spezifischer
ELISA

Intraokular 97.0% 100.0 % 100.0 % 97.0%

SNAP-Lepto®

79.0 % 98.00 % 98.00 % 82.0 %

PCR

Es fallt auf, dass bei Verwendung von Serumproben ausschlieBlich der SNAP-
Lepto® als indirekter Antikorpernachweis dhnlich zuverldssige Ergebnisse liefern

kann, wie es fiir intraokulare Proben gilt.
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3.4. Positiver und negativer pridiktiver Wert

Fiir die gleichen Tierzahlen, wie unter 3.3 aufgefiihrt, ergaben sich folgende
positiven und negativen priadiktiven Werte der unterschiedlichen Laborverfahren
(siche Tabelle 37). Speziell beim negativen priadiktiven Wert kann der Schnelltest
deutlich besser als die anderen Laborverfahren abschneiden, allerdings lag fiir diese
auch fast der zehnfache Datensatz, im Vergleich zum SNAP-Test, zur Berechnung

Vor.

4. Bedeutung des Signalements fiir das Vorkommen der ERU

Um zu priifen, ob die Rasse oder die Farbe das Auftreten einer ERU begiinstigen
konnen, wurde das Signalement der an ERU erkrankten Pferde mit dem
Signalement aller Pferde, die in den Jahren 2002 bis 2018 in der Klinik fiir Pferde

der LMU vorgestellt worden waren, verglichen.

Rasse

Es wurde die Rasse jeweils von 1358 an ERU erkrankten Pferden und 7815 nicht
an ERU erkrankten Pferden verglichen. Der prozentuale Anteil der ERU Pferde an
allen Klinikpatienten (9173) betrug 14,8 %. Dieser Prozentsatz ist relativ hoch, da
in der hiesigen Klinik liberproportional viele ERU-Patienten vorgestellt werden.
Die Pferde wurden in 17 verschiedene Rassen unterteilt und an Hand ihres
prozentualen Vorkommens in beiden Gruppen die sogenannte Odds-Ratio
berechnet. Das Chancenverhéltnis (Odds-Ratio) gibt dabei die Stirke eines
Zusammenhangs vermuteter Risikofaktoren (z. B. Rasse oder Farbe) mit einer
Erkrankung an einer leptospirenbedingten oder nicht leptospirenbedingten Uveitis
an. Das bedeutet in diesem Fall, dass bei Werten iiber 1 die jeweilige Rasse einen
erhohten Risikofaktor fiir eine Erkrankung darstellt (siehe Tabelle 38). Ein erhohtes
Risiko, an ERU =zu erkranken, bestand anhand der vorliegenden Daten
hochstsignifikant fiir Warmbliiter (Odds-Ratio: 3,02, p < 0,001) und Vollbliiter
(Odds-Ratio: 4,89, p < 0,001) sowie mit einem etwas geringeren Risiko fiir
Islandpferde (Odds-Ratio: 1,93, p <0,001).
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Ein besonders geringeres Risiko zeigten hingegen Haflinger mit einer Odds-Ratio
von 0,18 und Kaltbliiter mit 0,24. Auffillig ist der Unterschied zwischen
Warmbliitern und Trakehnern. Von manchem Betrachter konnen beide Gruppen an
Hand ihres Exterieurs kaum unterschieden werden, dennoch weisen Trakehner eine

deutlich geringere Pradisposition fiir das Auftreten einer ERU auf.

Tabelle 38: Die Odds-Ratio (relatives Chancenverhdltnis) gibt an, ob einzelne
Rassen einen erhohten Risikofaktor fiir Pferde darstellen, an ERU zu erkranken.
Dabei werden zwei Gruppen miteinander verglichen. Die Gruppe der an ERU
erkrankten Pferde mit (n :1358) und die nicht an ERU erkrankten Pferde (n :7815).
Die Tiere beider Gruppen wurden in den Jahren 2002-2018 in der hiesigen
Pferdeklinik vorgestellt. Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor
fiir eine ERU-Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen

Risikofaktor der jeweiligen Rasse.

Spanische

Rasse/ zu ERU Kaltblut Knabstrupper Paint Pony Rassen Quarter
Chancenverh Odds-ratio 0,24 0,37 0,71 0,68 0,72 0,72
altnis
p-Wert p < 0,001 p = 0,046 p=0,16 p=0,02 p =0,06 p=0,017
Interpretation sehr geringes geringes Risiko nicht geringes nicht geringes
Risiko signifikant Risiko signifikant Risiko
Rasse/ zu ERU Traber Trakehner Vollblut Warmblut Appaloosa Araber
Chancenverh Odds-ratio 0,75 0,58 4,89 3,02 0,55 0,51
altnis
p-Wert p=0,07 p=0,007 p < 0,001 p < 0,001 p = 0,025 p < 0,001
Interpretation nicht geringes stark starke geringes Risiko geringes Risiko
signifikant Risiko erhohtes erhohtes
Risiko Risiko
Rasse/ zu ERU Friese Haflinger Islander Reitpony
Chancenverh Odds-ratio 0,49 0,18 1,93 1,10
altnis
p-Wert p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p=0,612
Interpretation geringes Sehr erhohtes nicht
Risiko geringes  Risiko signifikant
Risiko

Auf gleiche Weise wurden auch die Rassen innerhalb der 207 Pferde, welche an
einer anderen Form der Uveitis (z. B. traumatisch, Tigerschecken etc.) erkrankt

waren, verglichen (siche Tabelle 39). Hier waren die Rassen Appaloosa (Odds-
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Ratio: 6,23) und Knabstrupper (Odds-Ratio: 7,14) hdochstsignifikant stérker
gefdhrdet, als andere (p < 0,001). Die Gruppe des europdischen Warmbluts hatte
ebenfalls ein erhohtes Risiko dafiir, andere nicht leptospirenbedingte Uveitisformen
zu entwickeln (Odds-Ratio: 2,69, p < 0,001). Hingegen wiesen Islinder und
Vollbliiter kein erhdhtes Risiko dafiir auf, an einer nicht leptospirenbedingten

Uveitis zu erkranken.

Tabelle 39: Die Odds-Ratio (relatives Chancenverhdltnis) gibt an, ob einzelne
Rassen einen erhéhten Risikofaktor fiir Pferde darstellen, an einer nicht

leptospirenbedingten Uveitis _zu erkranken. Dabei werden zwei Gruppen

miteinander verglichen. Die Gruppe der an nicht leptospirenbedingter Uveitis
erkrankten Pferde mit (n :207) und die Vergleichsgruppe (n :8795). Die Tiere
beider Gruppen wurden in den Jahren 2002-2018 in der hiesigen Pferdeklinik
vorgestellt. Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine
Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der

Jjeweiligen Rasse an einer nicht leptospirenbedingten Uveitis zu erkranken.

Rasse/ zu nicht leptospirenbedingten Uveitis Warmblut Vollblut Trakehner Traber Reitpony Quarter
Chancenverhaltnis Odds -Ratio 2,69 0,47 0,58 0,79 1,36 0,56
p-Wert p < 0,001 p=0,45 p=0,28 p=0,79 p=0,42 p=0,12
Interpretation stark nicht nicht nicht nicht nicht signifikant
erhohtes signifikant signifikant signifikant signifikant
Risiko
Spanische
Rasse/ zu nicht leptospirenbedingten Uveitis Rassen Pony Paint Kaltblut islander Haflinger
Chancenverhaltnis Odds -Ratio 1,06 1,61 1,31 0,09 0,59 0,04
p-Wert p=0,88 p=0,09 p=0,56 p = 0,004 p=0,14 p < 0,001
Interpretation nicht nicht nicht Sehr nicht signifikant Sehr geringes
signifikant ~ signifikant  signifikant geringes Risiko
Risiko
Rasse/ zu nicht leptospirenbedingten Uveitis Friese Araber Appaloosa Knabstrupper
Chancenverhaltnis Odds -Ratio 0,36 0,47 6,23 7,14
p-Wert p=0,13 p=0,04 p < 0,001 p < 0,001
Interpretation nicht  geringes stark stark erhohtes
signifikant Risiko erhohtes Risiko

Risiko
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Farben

Aquivalent zu den Rassen wurden auch beide Gruppen (ERU und nicht
leptospirenbedingte Uveitis beziiglich einer Farbdisposition untersucht. Die 1358
an ERU erkrankten Pferde wurden in 10 verschiedene Farben unterteilt. Die
,oraunen“ Pferde waren mit 38,2 % (519/1358) mit Abstand die am haufigsten
reprasentierte Gruppe, gefolgt von Fiichsen mit 18,1 % (246/1358) und Rappen mit
14,1 % (191/1358) (siche Abbildung 33 und 34). Berechnet man allerdings fiir alle
Farbschldge, wie in Tabelle 40 aufgefiihrt, das Chancenverhéltnis, so wiesen die
braunen Pferde kein erhdhtes Risiko auf, eine leptospirenbedingte Uveitis zu
entwickeln (Odds-Ratio = 1,0). Lediglich rappfarbene Pferde hatten hier ein
erhohtes Risiko (Odds-Ratio: 1,81, p <0,001).

Tabelle 40: Zweiter zu ermittelnder Risikofaktor: Risiko fiir Pferde mit
verschiedenen Fellfarben, eine ERU zu entwickeln (Odds-Ratio) (zugrunde gelegt
wurden 1358 an ERU erkrankte Pferde und 7815 nicht an ERU erkrankte Pferde,
die im selben Zeitraum in der Klinik fiir Pferde vorgestellt wurden). Werte iiber 1
stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine Erkrankung und Werte unter
1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der Pferde mit dieser Fellfarbe an

einer ERU zu erkranken.

Farbe/ERU Fuchs Dunkelfuchs Dunkelbraun Braun Isabelle

Chancenverhaltnis Odds -Ratio 1,10 0,36 0,82 1,00 1,06
p-Wert p=0,21 p < 0,001 p=0,04 p=0,99 p=0,1

Interpretation nicht  geringes Risiko geringes Risiko nicht signifikant nicht signifikant

signifikant

Farbe/ERU Rappe Schecke Schimmel Tigerschecken Palomino

Chancenverhaltnis Odds -Ratio 1,81 0,79 1,19 0,54 0,35
p-Wert p < 0,001 p=0,15 p=0,06 p=0,05 p=0,07

Interpretation erhohtes nicht signifikant Risiko aber nicht  geringes Risiko nicht signifikant

Risiko signifikant
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Fiir die etwas kleinere Gruppe von 207 Pferden, die an einer anderen Uveitisform
als einer ERU litten (z. B. traumatische Uveitis, phakogene Ubveitis,
Tigerscheckenuveitits etc.), wurde ebenfalls ein Zusammenhang mit der Farbe
gepriift. Die Gruppe der Tigerschecken hatte hier hochstsignifikant (p < 0,001) ein
hoheres Risiko, eine nicht leptospirenbedingte Uveitis zu entwickeln, als Pferde mit
anderen Farben (Odds-Ratio = 10,17). Braune Pferde hatten im Vergleich mit
Pferden anderer Fellfarben ein geringgradig erhdhtes Risiko, eine nicht
leptospirenbedingte Uveitis zu entwickeln (Odds-Ratio 1,93). Bei Pferden mit
anderen Fellfarben war kein signifikanter Zusammenhang mit den Augenbefunden

feststellbar (siehe Tabelle 41).

Tabelle 41: Risiko fiir Pferde mit verschiedenen Fellfarben, eine nicht
leptospirenbedingte Uveitis zu entwickeln (Odds-Ratio) (zugrunde gelegt wurden

207 an einer nicht leptospirenbedingten Uveitis erkrankte Pferde und 8795 nicht an
ERU erkrankte Pferde, die im selben Zeitraum in der Klinik fiir Pferde vorgestellt

wurden). Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine
Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der

Pferde mit dieser Fellfarbe zu erkranken.

Farbe/ nicht leptospirenbedingte Uveitis Schimmel Schecken Rappe Palomino Isabelle Fuchs
Chancenverhaltnis Odds -Ratio 1,26 1,03 1,08 0,36 1,02 0,52
p-Wert p=0,27 p=0,94 p=0,74 p=0,24 p=0,99 p =0,003
Interpretation nicht nicht nicht nicht nicht geringes
signifikant signifikant signifikant signifikant signifikant Risiko
Farbe/ nicht leptospirenbedingte Uveitis Falbe Dunkelfuchs Dunkelbraun Braun Tigerschecken
Chancenverhaltnis Odds -Ratio 0,19 0,34 0,82 1,93 10,17
p-Wert p =0,06 p=0,26 p=048 p<0,001 p < 0,001
Interpretation nicht nicht nicht erhohtes stark erhohtes

signifikant signifikant signifikant Risiko Risiko
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1358 Pferde mit ERU

Sonstige __ Appaloosa Araber
1% 1% 4% Friesen
0
/_4-/0

Kaltbliiter
1%

Knabstrupper
0,3%

Paint
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Reitpony
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2%
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Abbildung 30: Rasseverteilung der 1358 an ERU erkrankter Pferde:
N Appaloosa - 15; 1 araver : 51; 1 Friesen : 38, n Haflinger 17; 1 Istinder: 149; 1 kaivliiter © 18
N Knabstrupper - 4; n paime > 19; n Pony - 43; n Spanische Rassen - 38 n Quarter Horse 61;

N Reitpony ~ 37; 1 Traber = 45, 1 Trakehner = 28, 1 voubiur © 42, 0 Warmblut © 723, R Sonstige 10
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7815 Pferde der Vergleichsgruppe
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Abbildung 31: Rasseverteilung der 7815 Pferde der Vergleichsgruppe:
N dppaloosa © 159, N araber © 027, N Friesen . 189, N Haftinger: 338, N Isiinder: 470
n Kalwliter © 429; N Knabstrupper - 02, 0 Paint = 156, N pony = 375, N Spanische Rassen = 311;
N Quarter Horse © I11; N Reipony * 200; N Traver © 357, N Trakehner - 282; N voubtur = 51;

N Warmblut * 2947, n Sonstige - 87
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207 Pferde mit nicht
leptospirenbedingter Uveitis

Friesen
Araber 1%

Sy
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Abbildung 32: Rasseverteilung der 207 Pferde mit einer Uveitis anderer Genese:
N Appaloosa - 20; n traber © 7, N Friesen & 2, N Haflinger- 0; n Isiinder: 8; N Kavliiter © 1,
N Knabstrupper © 95 1 Paint = 57 1 pony 14, 1 Spanische Rassen © 8; 1 Quarter Horse © 7 1 Reitpony = 7

N Traber ° 7, N Trakehner ° 45 N voubtu ° 1, N warmbtw © 107, n Sonstige 0
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1358 an ERU erkrankte Pferde
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Abbildung 33: Farbverteilung der 1358 ERU-Pferde: n rigerschecken © 11; N Schimmel -

153; 1 Schecken : 42, n Rappen- 191; n isabetien: 6, 1 Fiichse © 246, N Fave : 29, 1 Dunkelfuchs -

11; 1 punkelbraun : 135; 1 Braune : 519; n sonstige 15

8795 Pferde der Vergleichsgruppe

Tigerschecken _Sonstige
2% \2%

Schimmel
12%

[sabelle
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Schecke
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Dunkelbraun

9%
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Abbildung 34: Farbverteilung der 8795 Pferde der Vergleichsgruppe:
N Tigerschecken 141; n schimmer © 1070; 1 Schecken = 390, n Rappen- 968, n Isavelien: 42;

n Fichse - 1978; N Faipe : 222; n Dunkelfuchs - 123; 1 punkelbraun © 772; N Braune : 2943;

N sonstige - 146
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207 Pferde mit einer nicht
leptospirenbedingten Uveitis
Tigerschecken Sorlli/toige
12%_\
Braun
Schimmel 39%
14%
Schecke
4% Rappe
11%
Fuchs
Dunkelbraun
Isabellega]pe | Dunkelfuchs 7%
0,5% 0,5% 1%

Abbildung 35: Farbverteilung der 207 Pferde mit einer nicht leptospirenbedingten
Uveitis: n Tigerschecken 25; N Schimmel : 28; N Schecken © 9, N Rappen’ 22; 1 Isabellen: 1;

N Fiichse - 227 N Falbe: 1; 1 Dunkelfuchs - 1; 1 punkebraun : 14; 1 Braune : 81; n sonstige - 3

Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse:
Untersuchungen von Serumproben

- Bei der Untersuchung von Serumproben war ausschlieflich der SNAP -
Lepto® mit einer geringen falschpositiven Rate von 6 % brauchbar, um eine
klinisch relevante Aussage im Hinblick auf das Vorliegen einer ERU zu
erhalten. Serumuntersuchungen mittels MAT und differenzierten ELISA

waren zu unspezifisch.

- Bei MAT- und spezifischen ELISA-Untersuchungen in Serumproben
konnten anhand grof3er Probenzahlen Ergebnisse anderer Arbeiten bestitigt
werden. ERU-Pferde hatten z. B. signifikant hiufiger positive
Antikorpertiter gegen Leptospiren als Kontrolltiere. Der Nachweis von IgG
im spezifischen ELISA war signifikant hdufiger bei ERU-Pferden als bei
Kontrolltieren zu fithren und auch im Serum augengesunder Pferde waren

sehr hdufig Antikorper gegen Leptospiren nachweisbar.
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Untersuchungen intraokularer Proben

- Der Vergleich des SNAP-Tests mit dem Goldstandard MAT zeigt die
hochstsignifikante Ubereinstimmung beider Methoden mit einem Kappa

Landis Wert von 0,735.

- Die Zahl falsch-negativer intraokularer Proben von ERU-Patienten ist im
SNAP-Test mit 15 % geringer, als im MAT mit 22 % und geringer als im
ELISA mit 17 %; bei Proben aus Augen in sehr frithen Krankheitsstadien
der ERU war der SNAP-Test jedoch weniger zuverléssig

- Der Vergleich der SNAP-Lepto® Ergebnisse mit einem positiven oder
negativen Ergebnis im direkten Erregernachweis mittels PCR, zeigt eine
Ubereinstimmung positiver Schnelltestergebnisse mit positiver PCR in 97

% der Fille.

- Eine Korrelation der SNAP-Lepto®-Ergebnisse mit dem erhobenen
Vorbericht in Form von Gesamterkrankungsdauer, Anzahl der
Uveitisschiibe und dem Zeitraum zwischen letztem akutem Schub und

Probenentnahme bestand nicht.

- Dagegen korrelierten klinische Anzeichen, wie Glaskorpertriibung oder
Einlagerungen deutlich mit mehr positiven Schnelltestergebnissen in
intraokularen Proben als Proben aus Augen mit unauffilligem klinischem
Befund. Eine Graduierung in gering-, mittel- und hochgradige

Verinderungen dnderte die Ergebnisse im SNAP -Lepto® nicht.

- Anhand einer groBen Fallzahl von iiber 500 untersuchten intraokularen
Proben mit dem spezifischen ELISA konnten Ergebnisse fritherer Arbeiten
bestitigt werden: bei an ERU erkrankten Pferden war in 99 % der positiven
ELISA-Nachweise IgA gefunden worden. Die falsch-negativ-Rate des
spezifischen ELISAs fiir alle 3 Immunglobulinklassen lag mit 17 % nur

geringgradig unter dem des alleinigen IgA-Nachweises mit 18 %.



Ergebnisse 90

Signalement der Pferde und Disposition fiir Erkrankung an einer ERU oder nicht

leptospirenbedingten Uveitis
- Das Alter der 1358 an ERU erkrankten Pferde lag im Mittel bei 7,8 Jahren.

-  Mainnliche Tiere waren bei an ERU erkrankten Pferden etwas

iiberreprasentiert

- Das Chancenverhéltnis (sog. Odds- Ratio) wurde mit den im Zeitraum 2002
- 2018 in der Klinik fiir Pferde der LMU vorgestellten und nicht an ERU
erkrankten Pferden als Vergleichsgruppe errechnet. Demnach hatten
Vollbliiter, Isldnder und das europdische Warmblut ein signifikant hoheres

Risiko an ERU zu erkranken, als Pferde anderer Rassen.

- Die Fellfarbe spielte im Hinblick auf das Risiko, eine ERU zu entwickeln,
eine untergeordnete Rolle. Lediglich fiir Rappen bestand ein erhohtes

Risiko, an ERU zu erkranken.
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit stand der Versuch im Fokus, den SNAP-Lepto®, eine
leicht und schnell durchfiihrbare, aber dennoch diagnostisch nicht nachstehende
Alternative in der praktischen Leptospirendiagnostik in Bezug auf die Diagnose
einer equinen rezidivierenden Uveitis, zu testen. Der Test sollte dabei mit
bewiéhrten Methoden, im speziellen mit dem als Goldstandard geltenden MAT und
mit dem kostenintensiveren und arbeitsaufwendigeren Immunglobulin-spezifischen

ELISA verglichen werden.

Hauptaspekt der Studie, den schnellen und kostengiinstigen in-house ELISA-
Schnelltest aus der Kleintier-Leptospirendiagnostik auf die equine rezidivierende
Uveitis zu  Ulbertragen, hatte den  Hintergrund, zum einen die
Kammerwasserdiagnostik unklarer Fille in der Klinik fiir Pferde zu optimieren und
zum anderen durch die Serumanalyse den {iberweisenden Haustierdrzten eine

Entscheidungsstiitze zur Therapie an die Hand zu geben.

Um hierfiir eine mdglichst groe Fallzahl erreichen zu kénnen, wurden zum einen
SNAP-Lepto®, MAT und PCR an prospektiv erhobenen Proben parallel
durchgefiihrt. Zusdtzlich wurde durch eine sehr groBe Fallzahl retrospektiv
erhobener Daten versucht, neue Erkenntnisse im Zusammenhang mit intraokularen
Antikorpern gegen Leptospiren und dem Nachweis von Leptospiren-Antigen in
intraokularen Proben zum Symptombild der equinen rezidivierenden Uveitis zu
finden. Im gleichen Zug konnte der SNAP-Lepto® in Bezug auf Sensitivitit und
Spezifitit tiberpriift werden. Erste Untersuchungen intraokularer Proben mit dem
SNAP-Lepto® hatten relativ gute Ergebnisse gebracht (Wollanke et al., 2018).
Dafiir wurden klinische Parameter der Augenuntersuchung und des Vorberichts
sowie Nachweise von Antikorpern gegen Leptospiren im Serum und Nachweise
von Antikorpern gegen Leptospiren oder DNA-Bestandteilen pathogener
Leptospiren in Kammerwasser und Glaskdrper von an ERU erkrankten und

augengesunden Kontrollpferden erhoben.

Der SNAP-Lepto® ermoglicht es, bei diagnostischen
Kammerwasseruntersuchungen  unklarer =~ ERU-Félle, durch die kurze
Durchfiihrungszeit von 10 Minuten, dem ein oder anderen Patienten eine zweite

Narkose mit einem bereits in diesem Testverfahren positiven Ergebnis, zu ersparen.
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Dass Pferde ein erhohtes Narkoserisiko haben, ist allseits bekannt und zeigt sich
besonders deutlich, wenn man es mit dem Narkoserisiko von Menschen vergleicht.
So lag das Narkoserisiko fiir Menschen bereits 1987 bei nur etwa 0,00054 %
(Dettmeyer & Reber, 2003), das Risiko bei Pferden etwa bei 0,9 % (Johnston et al.,
2002).

Gerade im Hinblick auf dieses bis zu 200fach erhohte Narkoserisiko bei Pferden
sollte bei elektiven Eingriffen jede Moglichkeit genutzt werden, unnétige Narkosen

zu vermeiden.

1. SNAP-Lepto® zur intraokularen Diagnostik

In der gingigen Literatur wird oftmals der MAT ,als Goldstandard der
Leptospirendiagnistik™ bezeichnet (Ellis et al., 1986). Daher sollte, auch um eine
Vergleichbarkeit mit anderen Studien gewéhrleisten zu konnen, der auf ELISA-
Technik basierende Antikdrperschnelltest SNAP-Lepto® an diesem ,,Goldstandard*
gemessen werden. Unter den beiden Tests bestand bei Verwendung von
intraokularem Probenmaterial ein hochsignifikanter Zusammenhang im Chi-
Quadrat-Test nach Pearson. Dabei zeigten beide Tests eine 83,7 %
Ubereinstimmung in positiven und 91,3 % Ubereinstimmung in negativen
Ergebnissen. Dies wird durch den hohen Kappa Landis Wert von 0,735
unterstrichen. Ahnlich wie bei der Evaluierung des immunglobulin-spezifischen
ELISAs durch Loibl (2009), muss auch fiir den auf ELISA-Technik basierenden
Schnelltest bedacht werden, dass durch den MAT und SNAP-Lepto® vollig
unterschiedliche Antikorperklassen nachgewiesen werden. Zahlreiche Autoren
halten eine Messung einer ELISA-Technik am MAT fiir fragwiirdig. In der
Rinderserumdiagnostik wird zum einen mangelnde exakte Korrektheit der MAT-
Ergebnisse (Woodward et al., 1997), zum anderen die verzerrte Vorstellung des

Infektionsstatus durch den MAT (Yan et al., 1999) beméngelt.

Dass eine ELISA Technik, die auf dem Nachweis von gegen LipL32 gerichteten
Antikorpern beruht eine sehr hohe Sensitivitdt und Spezifitit besitzt, wurde bereits
von Bomfim und Mitarbeitern (2005) fiir einen auf rLipL32 basierenden ELISA
beschrieben. Dey und Mitarbeiter (2004), welche auch einen auf rLipL32

basierenden ELISA verwendeten, beschrieben eine mindestens gleichwertige und
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zum Teil hohere Sensitivitit und Spezifitit des ELISAs gegeniiber dem
Goldstandard MAT.

Da bereits seit Jahrzehnten immer wieder die iiberlegene Sensitivitit und Spezifitit
des ELISAs betont wird, stellt sich auch in dieser Arbeit die Frage, ob eine
Evaluierung des Schnelltests besser an diesem Test vorgenommen hétte werden
miissen. Allerdings kann dies verneint werden, da ausschlieBlich ELISA-
Ergebnisse vorlagen, die am Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit erhoben wurden. Denn dieser ELISA weist, wie bereits von
Ribotta et al. (2000) beschrieben, sowohl agglutinierende, als auch
nichtagglutinierende Antikdrper gegen eine Vielzahl von Oberfldchenproteinen
pathogener Leptospiren nach und sollte demnach ebenso mit Vorsicht mit einem
rein gegen LipL32 gerichteten Antikdrpernachweis verglichen werden. Eine
sinnvolle Variante wiére ein ELISA auf rLipL.32 Basis, wie in den Arbeitsgruppen
um Bomfim (2005) und Dey (2004) beschrieben, der allerdings in der vorliegenden
Arbeit nicht zur Verfligung stand.

Als Kompromiss, ob der fiir canine Serumdiagnostik entwickelte SNAP-Test auch
zuverlédssig Antikorper gegen LipL32 in intraokularem Probenmaterial equiner
Patienten nachweist, kam der Vergleich mit dem direkten LipL.32 Nachweis durch
die realtime PCR zum Einsatz. Dabei fand an 224 Proben sowohl der indirekte als
auch der direkte LipL32 Nachweis statt und beide Tests hatten eine
hochstsignifikante Positiviibereinstimmung von 97 %. In 23 % der Fille konnten
zwar Antikorper im Schnelltest, aber kein Antigen in der PCR detektiert werden.
Dieser Antikorpernachweis mit fehlendem Antigennachweis (negatives PCR-
Ergebnis) korreliert in etwa mit anderen Antikérpernachweisen als gegen LipL.32
gerichtete, wie durch MAT (gegen LPS gerichtete Antikorper) und den
immunglobulin-spezifischen ELISA, welche sowohl in der vorliegenden Arbeit
mit 23 % im MAT und 30 % im spezifischen ELISA (bei negativer PCR) etwa
gleich zum SNAP-Test zu bewerten sind. Diese Ergebnisse korrelieren auch mit
anderen Studienergebnissen (Gesell, 2004; Loibl, 2009; Wollanke et al., 2004). Wie
bei den genannten Autoren beschrieben, konnten diese  positiven
Antikorpernachweise ohne korrespondierenden Antigennachweis auf eine bereits
stattgefundene Erregerelimination oder auf eine Dezimierung der Erreger oder auch
auf ein ,,immunologisches Versteck* der Leptospiren zuriickzufiihren sein, so dass

zum Zeitpunkt der Probennahme ein falsch-negativer PCR-Befund erhoben wurde.
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Allerdings rechtfertigen die vorliegenden Ergebnisse, bei einer Ubereinstimmung
von 97 % eines positiven PCR-Ergebnisses mit dem Schnelltest, aus rein
diagnostischen Zwecken zundchst nur die schnelle und kostengiinstige
Untersuchung mittels SNAP-Lepto® durchzufiihren und weitere Tests ggf. nur bei

einem negativen SNAP-Test-Ergebnis einzuleiten .

2. SNAP-Lepto® als Screening-Methode fiir Serumproben

2.1. Vergleich der Antikorpernachweise im Serum im SNAP-Lepto®,

spezifischen ELISA und MAT

Zahlreiche Studien, speziell der letzten 20 Jahre, hatten gezeigt, dass eine ERU
iiber die Serumuntersuchung nicht zuverldssig zu identifizieren ist und Serum
daher, trotz einfacher und wenig invasiver Probengewinnung keinen diagnostischen
Mehrwert fiir die Praxis erbringen konnte (Dorrego-Keiter et al., 2016; Gesell,
2004; Loibl, 2009; Malalana et al., 2015; Wollanke et al., 1998; Wollanke et al.,
2001). Hauptgrund dafiir ist, dass mit dem seit den frithen 1930er Jahren
durchgefiihrten MAT auch zahlreiche augengesunde Pferde Antikorpertiter gegen
pathogene Leptospiren aufwiesen (Hathaway et al., 1981). Ein zudem héiufiger und
hoherer Nachweis von gegen Leptospiren gerichteten Antikdrpern im Serum an
ERU erkrankter Pferde, wurde auch in der Literatur zahlreich publiziert (Alexander
et al., 1990; Dwyer et al., 1995; Halliwell et al., 1985; Hathaway et al., 1981;
Wollanke, 2002). Dieser Nachweis konnte allerdings oft keine verldssliche

Entscheidungshilfe liefern (Wollanke, 2002).

In der Studie von Loibl (2009), welche 44 Seren von an ERU-erkrankten und 22
Seren augengesunder Pferde mittels spezifischen ELISA untersucht hatte, konnte in
Seren an ERU erkrankter Pferde Immunglobuline der Klassen IgG, IgA und IgM
vermehrt nachweisen. Allerdings erbrachte nur der Anstieg von IgG bei an ERU
erkrankten =~ Tieren  einen  signifikanten = Unterschied  der  beiden
Untersuchungsgruppen. Betrachtet man ein bindres positives oder negatives
Ergebnis, reagierten in Arbeit 73 % der augengesunden und 98 % der ERU-Pferde
positiv im ELISA bei Verwendung von Serum (Loibl, 2009).
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In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Serumproben von an ERU erkrankten
Pferden und Proben augengesunder Kontrolltiere mit allen drei indirekten
Antikorpernachweisverfahren (MAT, ELISA, SNAP-Lepto®) auf gegen
Leptospiren gerichtete Antikdrper untersucht. Ziel war es, den Schnelltest-ELISA
(SNAP-Lepto®) in Serumproben am Goldstandard der Leptospirendiagnostik, dem
MAT, zu messen. Auch ein Vergleich zum Immunglobulin- und Serovar-
spezifischen ELISA, wie er zum Beispiel bei Loibl (2009) verwendet wurde, sollte
hergestellt werden. Wie in zahlreichen Studien zuvor, hatte sich auch in dieser
Arbeit der MAT nicht als diagnostisch hilfreich erwiesen. So zeigen die hier
erhobenen Ergebnisse mit einem Positivergebnis von 85 % (97/114) bei ERU
Patienten und 49 % (23/47) bei gesunden Kontrolltieren zwar einen
hochstsignifikanten Unterschied (32 (1) = 19,978; p < 0,001), die klinische
Verwendbarkeit ist jedoch bei 49 % falsch-positiven Befunden bei augengesunden
Pferden als fraglich zu werten. Dieses Ergebnis stiitzt unter anderem die Aussagen
von Wollanke und Mitarbeitern (2004), welche an einer noch deutlich groBeren
Probenzahl (724 Seren von ERU-Pferden und 132 Seren augengesunder Pferde)
Positivergebnisse von 86 % zu 80 % beschrieben hatten. Loibl (2009) zeigte bei 44
Seren von erkrankten und 22 Seren von Kontrolltieren Positivergebnisse von 68%
bzw. 55 %. Auch eine in Norddeutschland angefertigte Studie reiht sich mit einer
Untersuchung von 221 Seren an ERU leidender Pferde und 20 Seren von
augengesunden Kontrolltieren in diese Aussage ein: bei 57 % der an ERU
erkrankten Pferde und bei 50 % der augengesunden Pferde konnten gegen
Leptospiren gerichtete Antikdrper im Serum nachgewiesen werden (Dorrego-Keiter
et al, 2016). Die in verschiedenen Untersuchungen oft sehr differierenden
Nachweishdufigkeiten von Antikdrpern gegen Leptospiren im Serum kdnnen durch
die unterschiedlichen Laboratorien, in denen die Untersuchungen durchgefiihrt
wurden (ggf. Verwendung nicht immer identischer Serovare), durch
unterschiedliche Regionen (feuchter oder trockener), aus denen die Pferde stammen
und auch durch die unterschiedlichen als ,,positiv* angesehenen Titerhohen erklirt

werden.

Ein erstaunliches Ergebnis lieferte dagegen der In-house ELISA-Schnelltest
(SNAP-Lepto®) in der vorliegenden Arbeit. Dabei konnten bei 71 von 89 (79 %) an
equiner rezidivierender Uveitis erkrankten Pferden gegen LipL32 gerichtete

Antikorper im Serum nachgewiesen werden, dahingegen nur bei 6 % (6/104) der
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augengesunden Kontrolltiere. Dieser Unterschied ist hochsignifikant und wirft zu
den Ergebnissen des parallel angefertigten spezifischen ELISAs (100 % versus 97
%) und MATs (85 % versus 49 %) einige Fragen auf. Bereits in den 1980er Jahren
wurde beobachtet, dass MAT und ein immunglobulinspezifischer ELISA eine
unterschiedliche Antikorperdynamik aufweisen und folglich eine unterschiedliche
Antikorper-Antigen Beziehung haben miissen (Adler et al., 1980; Leonard et al.,
1993). Die Begriindung konnte der Nachweis von jeweils unterschiedlichen
Antikorpern  gegen  spezifische Leptospirenoberflichenproteine sein.  So
unterscheidet man die sogenannten Lipopolysaccharide (LPS), die stets auf der
Oberfliche von Leptospiren zu finden sind und die speziell wihrend einer Infektion
exprimierten Lipoproteine (p76, p62, p48, p45, p41, p37 und p32) (Guerreiro et al.,
2001).

Der als Goldstandard in der Serumdiagnostik geltende MAT weist insbesondere
Antikorper gegen diese LPS nach, wobei die hohe antigenetische Variabilitét dieser
Leptospiren-LPS den Grund fiir Kreuzreaktionen zwischen den Serovaren darstellt
(Faine et al., 1999; Guerreiro et al., 2001). Guerreiro und Mitarbeiter (2001)
versuchten mittels eines zweidimensionalen Immunoblots die humorale
Immunantwort von akut an Leptospirose erkrankten humanen Patienten
darzustellen. Das Ziel dabei war ein Oberflichenprotein zu finden, welches speziell
bei akuten und abklingenden Infektionen exprimiert wird und moglichst vielen
pathogenen Leptospiren gemein zu sein scheint. Neben den zwei
Hitzeschockproteinen (GroEL und DnaK), die auch bei Infektionen mit
apathogenen Leptospirenarten nachzuweisen sind, stellte sich vor allem das
sogenannte ,,major outer membran protein® (Omp) LipL32 als das dominante
immunoreaktive Antigen bei natiirlichen Infektionen heraus (Guerreiro et al.,
2001). Dieses Lipoprotein erfiillt neben seiner starken Immunoreaktivitét auch noch
die hohe genetische Ubereinstimmung aller pathogener Leptospirenarten (Haake et
al., 2000). Auch im Immunoblot stellte die Arbeitsgruppe um Guerreiro (2001) die
verschiedenen Lipoproteine bei verschiedenen Leptospirenarten dar, wobei p32 nur
bei den untersuchten pathogenen Arten nachzuweisen war, nicht aber bei den

apathogenen (Guerreiro et al., 2001).

In der beschriebenen Humanstudie waren die beiden Hitzeschockproteine neben
LipL32 die Proteine mit der hochsten Seroreaktivitit (LipL32 84 %, GroEL 59 %,

Dank 49 9%). Sie waren allerdings bei pathogenen und apathogenen Arten
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nachweisbar. Die Autoren begriinden das Vorkommen dieser Proteine bei
Eubakterien mit der von Ziigel und Mitarbeitern (1999) beschriebenen Fihigkeit

von Hitzeschockproteinen, diverse Immunreaktionen ausldsen zu konnen.

Diese Aussage kann nun auch zur Begriindung einer hohen positiven Ergebnisrate
bei augengesunden Kontrolltieren im ELISA herangezogen werden. Denn die
meisten ELISAs sind dafiir entwickelt, Antikorper gegen eine moglichst grofle
Bandbreite serovarspezifischer Hiillbestandteile zu detektieren, wie die meisten
Lipoproteinen, z.B. LipL32, LigA, LPS oder auch Ompll (Adler & de la Pefia
Moctezuma, 2010). Somit konnte eine iiber 90 % falsch-positive Rate des
immunglobulinspezifischen ELISAs in Serumproben von gesunden Pferden mit der
niedrigen falsch-positive Rate des Schnelltests im zusétzlichen Nachweis von
Antikorpern gegen LPS begriindet werden oder auch im Nachweis der
Hitzeschockproteine GroEL und DanK bei apathogenen Umweltleptospiren. Die
hohe Infektionsrate von Equiden mit pathogenen Leptospiren bei der Haltung in der
gemiBigten, subtropischen und tropischen Zone =zeigen die in Tabelle 7
aufgefiihrten Studien. Die klinische Bedeutung wird hierbei nicht beurteilt. Ob der
immunglobulin-spezifische ELISA tatsdchlich zusétzliche Hitzeschockproeteine in
equinem Serum nachweist ist zundchst spekulativ und zu groBen Teilen aus der
Humanmedizin iibertragen und sollte deshalb in naher Zukunft, auch speziell fiirs
Pferd, weitergehend immunologisch, eventuell auch mittels Immunoblotverfahren,

untersucht werden.

Dennoch konnen anhand der Ergebnisse Serumproben von Pferden mit einer hohen
Verlasslichkeit, sprich einer Sensitivitdt von 84 % und Spezifitit von 94 %, im
SNAP-Lepto® getestet werden. Dies hat besonders fiir die Pferdepraxis eine
besondere Bedeutung, da eine leptospirenbedingte Uveitis mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen oder angenommen werden kann, ohne dass die
Entnahme von Kammerwasser erforderlich ist. Oft scheuen Besitzer weite
Pferdetransporte, wenn ihnen im Vorfeld aufgrund mangelnder Augenbefunde
durch den Haustierarzt lediglich ein Verdacht auf eine ERU mitgeteilt werden
kann. Auch konnte der Test fiir Haustierdrzte mit geringer ophthalmologischer
Erfahrung wichtige Hinweise fiir eine Dringlichkeit der Klinikeinweisung in eine

auf Vitrektomien spezialisierte Klinik liefern.
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2.2. Hinweise auf eine intraokulare Leptospireninfektion

Ein positives Ergebnis im Schnelltest mit intraokularen Proben von an ERU
erkrankten Pferden korrelierte zu 87 % mit einem positiven Schnelltestergebnis in
Serumproben. Die subjektiv gemessene Farbintensitit des Probenpunktes einer
intraokularen Probe war in 75-100 % der Félle jeweils mindestens eine Farbstufe
stairker als die Farbintensitit des Probenpunktes in der korrespondierenden
Serumprobe. Zudem zeigten ERU-Pferde mit einem positiven SNAP-Lepto®
Ergebnis im Serum zu 94 % (67/71) Antikdrpernachweise in intraokularen Proben
mittels MAT und zu 70 % einen positiven direkten LipL.32-Nachweis mittels PCR
in der korrespondierenden Glaskorper-/Kammerwasserprobe. Auch Ergebnisse von
anderen Autoren konnten bestétigt werden. So waren bei einer sehr hohen Anzahl
okularer Proben von ERU-Pferden positive PCR Ergebnisse vorhanden, wie sie
auch in anderen Studien veroffentlicht wurden (Baake et al., 2016; Brem et al.,
1999; Faber et al., 2000; Fischer et al., 2019; Loibl, 2009; Popp, 2011; Wollanke,
2002; Wollanke et al., 2004).

Ebenfalls bestitigt werden konnten die deutlich héheren intraokularen MAT-Titer
im Vergleich mit den Serumproben (intraokular bis zu 1:409.800, Serum maximal
bis 1:1600), wie von Wollanke (2002) bereits festgehalten wurde und ein
divergentes ELISA Immunglobulin-Profil von intraokularen Proben und
korrespondierenden Serumproben, wie es Loibl (2009) darstellte. So war
intraokular hdochstsignifikant IgA und im Serum hochsignifikant IgG das am

héufigsten nachgewiesene Immunglobulin.

3. Retrospektive Priavalenzermittlung

Anhand des groflen retrospektiven Datensatzes der letzten 18 Jahre wurde in der
vorliegenden Arbeit versucht, auch Zusammenhénge einer ERU-Erkrankung mit
der Rasse und Farbschldgen in Verbindung zu bringen. Dabei wurde fiir alle
aufgelisteten Rassen und Farbschldge das Chancenverhéltnis, die sogenannte Odds-

Ratio, ermittelt.
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Rassen

Auffallend waren dabei die Rassen Vollbliiter, europdisches Warmblut und
Islandpferde, mit jeweils einem hochstsignifikant erhdhten Risiko einer
Erkrankung. Die Gruppe der Islandpferde wurde bereits bei Wiehen (2012) mit
einem grenzwertig signifikanten Zusammenhang zu einer leptospirenbedingten
Uveitis bewertet, die Odds-Ratio wurde damals jedoch nicht ermittelt. Wiehen
(2012) beschrieb dabei in ihrer Arbeit auch mogliche Griinde fiir ein erhohtes
Risiko fiir das Auftreten einer ERU bei Islandpferden: die hohe Exposition
gegeniiber Leptospiren durch die Robusthaltung und eine eventuelle
Immunschwiche von speziell aus Island selbst importierten Tieren. Bislang gibt es
auch heute noch keine Leptospirenstudien auf Island, wobei die Infektionslast

angesichts der klimatischen Bedingungen als eher gering zu vermuten ist.

Auch andere Studien wie bei Dwyer und Mitarbeitern (1995) oder Szemes und
Gerhards (2000) hatten sich mit Rassedispositionen beziiglich dem Auftreten einer
equinen rezidivierenden Uveitis auseinandergesetzt. Allerdings miissen all diese
Datenerhebungen mit dem Hintergrund der in den letzten Jahren rasant
fortschreitenden, equinen Genomanalyse verglichen werden. So beschreiben
Kulbrock und Koautoren (2013) die Ergebnisse einer GWAS (genome wide
association study), in der zwei Genloci beim deutschen Warmblut beschrieben
wurden, die mit einem erhohten Risiko fiir die Erkrankung an ERU in Verbindung
gebracht werden. Es handelt sich dabei um SNPs (single nucleotide polymorphism)
im Bereich der Chromosome 20 und 18. Bei Chromosom 20 liegt der SNP
zwischen den Interleukinen IL-17A und IL-17F, was fiir das generelle
Erkrankungsrisiko eine Rolle spielt. Die Verdnderung bei Chromosom 18 zwischen
den crystallinen Genen CRYGA und CRGYGF soll mit einem erh6hten Risiko fiir

die im Krankheitsverlauf auftretende Kataraktentwicklung einhergehen.

Auch in der vorliegenden retrospektiven Studie waren die Warmbliiter die grofite
Gruppe der ERU-Population mit einer Odds-Ratio von 3,02. Ein interessanter
Aspekt scheint hierbei der Vergleich der Warmbliiter mit Trakehnern. Bei zwei
vom duBeren Erscheinungsbild sehr dhnlichen Zuchtstimmen, aber durch starke
Abgrenzung von Seiten des Trakehnerzuchtverbandes eben genetisch abweichende
Rasse, hatte der Trakehner in der vorliegenden Arbeit, mit der geringen Odds-Ratio
von 0,58 kein erhohtes Risiko, eine ERU zu entwickeln. Definitive Aussagen

werden sich dariiber auch nur mittels weiterer Genomanalysen treffen lassen. Als
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hinweisendes Ergebnis kann es aber durchaus gewertet werden. Derzeit wird fiir
Warmbliiter zwar noch kein kommerzieller ,,ERU-Gentest wie fiir Appaloosas

angeboten (Bellone, 2017), aber dies konnte nur noch eine Frage der Zeit sein.

Farbschlige

Weniger deutlich waren die Ergebnisse bei der Untersuchung der Farbschlige.
Trotz des groBen Anteils an braunen Pferden in der ERU-Population konnten die
Rappen mit einem hochstsignifikanten Risiko und einer Odds-Ratio von 1,81, als
die gefahrdete Farbgruppe identifiziert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit einigen
anderen Studien iiberein und kann, aufgrund des groBBen Datensatzes, diese Aussage
untermauern. So beschreiben dieses vermehrte Vorkommen der ERU bei Rappen
bereits Wollanke (1995) und Hassenkamp (1974). Auch Wiehen (2012) konnte das
héufige Vorkommen der ERU beim Rappen in Threr Arbeit bestétigen.

Mittlerweile wird ein sogenannter Silber-Faktor (silbergraue Fellfarbe) bei Pferden
mit einem  vermehrten =~ Vorkommen von  multiplen  congenitalen
Augenerkrankungen (MCOA= Equine multiple congenital ocular anomalies) in
Zusammenhang gebracht. Diese Silberfirbung in Kombination mit MCOAs ist
einer Mutation innerhalb des Premelanosom Protein (PMEL17) der Aminosdure
Arginin zu Cystein geschuldet (Brunberg et al., 2006; Komaromy et al., 2011). Die
in Deutschland héufigste Pferderasse mit Silberfaktor sind Islandpferde. Um zu
priifen, ob dieser Silberfaktor auch mit einer erhdhten Erkrankungsrate beziiglich
einer ERU korreliert, wurden alle 173 an ERU erkrankten Isldnder hinsichtlich
ihres Farbschlags unterteilt. Dabei zeigten sich 27 % Rappen, 26 % (45/173)
Braune, 22 % Fiichse (38/173), 8 % Schimmel (13/173), 7 % Schecken (12/173), 4
% Isabellen (6/173) und 8 % (13/173) Falben. Es zeigt sich dabei ein dhnliches
Farbverteilungsmuster wie innerhalb der gesamten ERU-Population mit
hauptséchlich Braunen, Rappen, Fiichsen und Schimmeln. Dass Pferde mit
Silberfarbung vermehrt vertreten sind, konnte nicht bestétigt werden, da unter den 8
% Falben nur 1 Silberfalbe war. Dieser machte lediglich 0,6 % aller betroffenen
Islinder aus (1/173). Inwiefern die anderen Falben eventuell heterogote
Silberfaktortrdger waren, kann nicht angegeben werden, da keines der Pferde

genetisch untersucht wurde.
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Auf Pferde mit Tigerscheckenfiarbung soll nur kurz eingegangen werden, da
diesbeziiglich auch schon kommerzielle Gentests beziiglich einer Préadisposition fiir
Uveitiden angeboten werden (Bellone, 2017). Einzig erginzend kann das
unterschiedlich ausgepriagte Chancenverhéltnis von Appaloosas und Knabstruppern
zur leptospirenbedingten ERU (Odds-Ratio von 0,55 und 0,37) und zur genetisch
bedingten Uveitis (Odds-Ratio von 6,23 und 7,14) als bestdtigendes Ergebnis

gesehen werden.

Alter

Unter den 1358 an ERU erkrankten Pferden ergab sich bei den eigenen
Untersuchungen ein Durchschnittsalter von 7,8 Jahren, welches im T-Test
hochstsignifikant mit der ERU in Zusammenhang stand (p < 0,001). Wiehen (2012)
fand damals ein Durchschnittsalter von 8,4 Jahren und zwei Héufigkeitspitzen im
Zeitraum 4-7 und 8-11 Jahren heraus. Eine etwas jiingere Altersgruppe beschreiben
Wollanke (2002) und Gilger und Koautoren (2004) mit einer Spitze zwischen 4-6
Jahren. Auch Stavitsky (1945) beschrieb bereits eine Disposition junger Tiere zu
einer Leptospireninfektion. Warum so viele Pferde erst in einer mittleren
Altersgruppe vorgestellt werden, erkldren sich Wollanke und Mitarbeiter (2004) in
der zwar frithen Infektionsphase im  Zeitraum der Aufzucht in
Robustherdenhaltung, der aber anfangs nur dezent ablaufenden Entziindungsschiibe
mit fehlenden intraokularen Verdnderungen. Damit zeigen viele Jungpferde zwar
frithe klinische Anzeichen, werden oft jedoch erst bei sehr ausgepriagten

Entziindungsschiiben im mittleren Alter in der Klinik vorgestellt.

Statistische Zusammenhiinge zwischen dem direkten Erregernachweis und

dem SNAP-Lepto® bei Verwendung von intraokularem Probenmaterial

Die Frage, wie es trotz teils hoher Antikoérpernachweise in Glaskorpermaterial noch
zu einem kulturellen Leptospirennachweis kommen kann, wurde sich bereits von
einigen Autoren gestellt (Brandes et al., 2007; Brem et al., 1998). Warum die
spezifischen Antikdrper es nicht schaffen, die intraokulare Infektion zu beseitigen,

ist noch ungeklart, konnte aber wie bereits durch Faine (1994) vermutet, an einer
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Maskierung des Erregers mit wirtseigenen Proteinen liegen. Brandes und
Mitarbeiter (2007) favorisierten die stindige Anderung der Oberflichenstruktur der
Bakterien, um einer mdglichen Immunantwort zu entgehen. Wie es die Leptospiren
letztendlich schaffen, sich dem korpereigenen Immunsystem im Glaskorper zu
entziehen, muss noch in weiteren Studien weiter beleuchtet werden. Zum Beispiel
wire die Frage nach der die Leptospiren umhiillenden Masse (Brandes et al., 2007;
Niedermaier, 2002; Niedermaier et al., 2006) oder gar der Fahigkeit zu einer Art
Biofilmbildung zu kldren. Eine derartige Biofilmbildung von Leptospiren wurde
bereits in den Tubuli von Rattennieren dokumentiert (Ristow et al., 2008) und
konnte demnach denkbar auch auf intraokulare Leptospiren iibertragbar sein. Die
vorliegende Arbeit kann nur in diesem Punkt weiterfiihren, dass das von vielen
Autoren beschriebene LipL32, welches besonders bei akuten Infektionen durch
Leptospiren exprimiert wird (Guerreiro et al., 2001), wohl als intraokulares
Infektionszeichen mit einer 97 % Ubereinstimmung von intraokularem Antigen und

gegen LipL32 gerichtetem Antikdrpernachweis gewertet werden kann.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Eine systemische Leptospireninfektion kann bei Pferden zu einer chronischen
intravitrealen Infektion und in deren Folge zur equinen rezidivierenden Uveitis
(ERU) fithren. Therapeutisches Mittel der Wahl mit den besten
Langzeitergebnissen stellt die Vitrektomie dar. Ein eindeutiges klinisches Bild oder
entsprechende Laborbefunde bei Untersuchung intraokularer Fliissigkeiten als
Hinweis auf eine intraokulare Leptospireninfektion sind essentiell sowohl fiir die
Indikationsstellung fiir die Operation als auch fiir die Rezidivfreiheit nach

Vitrektomie.

In Féllen eines klinisch und ophthalmologisch nicht eindeutigen Bildes im Sinne
einer ERU wurde die Diagnose meist nach Kammerwasserpunktion in Form eines
Antikorper- oder Antigennachweises gestellt, da Untersuchungen von Serum mit
den zur Verfiigung stehenden Labortests bisher zu unspezifisch waren, um eine
leptospirenbedingte Uveitis zu diagnostizieren. Die Entnahme von Kammerwasser
hat fiir den Besitzer meist eine liangere Anfahrt zu auf intraokulare Eingriffe
spezialisierten Kliniken mit Zeit- und Kostenaufwand zur Folge. Zum Einsatz
kommende Verfahren in der Diagnostik waren bisher der Mikroagglutinationstest
(MAT) und ein Immunglobulin- und Serovar-spezifischer ELISA (fiir IgM, IgG,
IgA) als Antikorpernachweise, sowie die Polymerasekettenreaktion (PCR) als
Antigennachweis. Die Kammerwasserentnahme wird am sichersten in einer
Kurznarkose durchgefiihrt und das entnommene Material wird in akkreditierte
Labore versandt. Ein positives Ergebnis bedeutet fiir das Pferd dann eine zweite

Narkose fiir die Vitrektomie.

Ziel dieser Arbeit war es, den fiir die canine Serumdiagnostik entwickelten, jedoch
nicht Spezies-spezifischen SNAP-Lepto® zu evaluieren. Es sollte gepriift werden,
ob der SNAP-Lepto® mit Serum und intraokularen Flissigkeiten von Pferden
funktioniert. Zudem sollte untersucht werden, wie er sich vergleichend mit den
bereits im Einsatz befindlichen Tests (,,Goldstandard“ MAT, ELISA und PCR)
beziiglich Sensitivitdt, Spezifitdt, negativem und positivem Pridiktiven Wert
bewéhrt und ob ein Zusammenhang zwischen den Schnelltestergebnissen und dem

erhobenen Vorbericht sowie den klinischen und ophthalmologischen Befunden
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besteht. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob ein Antikérpernachweis in equinem
Serum mittels Schnelltest mit dem klinischen Bild der ERU korreliert und damit
moglicherweise auf die invasivere Kammerwasserentnahme fiir eine préoperative

Labordiagnostik verzichtet werden kann.

Der SNAP-Lepto® basiert auf dem Spezies-libergreifend anwendbaren Nachweis
von Antikdrpern gegen das allen pathogenen Leptospiren gemeinsame
Oberflachenprotein LipL32, das wihrend Leptospireninfektionen exprimiert wird.
Zum einen bietet der SNAP-Lepto® mit seiner schnellen und leichten Handhabung
fir Serumuntersuchungen im Stall die Mboglichkeit, Besitzern ggf.
Transportentscheidungen zu erleichtern. Zum anderen konnte durch die kurze
Auswertungszeit von 10 Minuten bei Pferden mit unklaren klinischen und
ophthalmologischen Befunden eine Zweitnarkose entfallen, wenn nach positivem
Schnelltestergebnis im Kammerwasser in derselben Narkose gleich eine

Vitrektomie angeschlossen wird.

221 intraokulare Proben wurden jeweils mittels MAT und SNAP-Lepto® auf
Antikorper gegen Leptospiren untersucht. Dabei wurde jeweils nur ein Auge pro
erkranktem Pferd in die Untersuchung einbezogen. Schnelltest und MAT hatten
eine negative Ubereinstimmung von 92 % (84/92), die positive Ubereinstimmung
lag bei 84 % (108/129) und ein Kappa-Wert von 0,735 verdeutlicht die hohe
Ubereinstimmung dieser beiden Testverfahren. Intraokulare Proben, in denen im
MAT Antikorper gegen Leptospiren nachgewiesen werden konnten, reagierten im
SNAP-Lepto® in 16 % der Proben (falsch-) negativ. Im Vergleich waren es im
spezifischen ELISA lediglich 7 %, in der PCR jedoch 23 % (falsch-) negativer
Ergebnisse bei Abgleich mit den MAT-Befunden. Unter diesen Proben befanden
sich einige aus Augen in sehr frilhen Krankheitsstadien, bei denen die klinisch-
ophthalmologischen Befunde nicht eindeutig fiir eine ERU gesprochen hatten und

aus denen vor der Vitrektomie Kammerwasser entnommen worden war.

Bei klinisch-ophthalmologisch eindeutigen Befunden im Sinne der ERU ergaben
die Laboruntersuchungen im SNAP-Lepto® lediglich 3 % (3/99) ,,falsch-negative*
Ergebnisse. Im MAT waren es hingegen 13 % (141/1079), im spezifischen ELISA
11 % (36/320) und in der PCR sogar 21 % (149/711) ,,falsch-negative™ Ergebnisse.
Vergleichend wurde fiir alle vier Labortests bei Verwendung intraokularer Proben
auch Sensitivitdt, Spezifitdit und positiver/negativer pradiktiver Wert bestimmt.

In der Reihenfolge MAT, ELISA, PCR und SNAP-Lepto® lag die Sensitivitit bei
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87 %, 89 %, 79 % und 97 % und die Spezifitit betrug 100 %, 100 %, 98 % und
100 %. Der positive pradiktive Wert betrug jeweils 100 %, 100 %, 98 % und
100 %, der negative pradiktive Wert 89 %, 90 %, 82 % und 97 %.

Somit kann aus diagnostischer Sicht der SNAP-Lepto® mit den anderen
Laborverfahren gleich ziehen bzw. diese sogar {bertreffen, was seine
Zuverlassigkeit angeht. Einem Einsatz zu klinischen Zwecken, wenn es um die
negativ/positiv Aussage bezliglich einer intraokularen Leptospireninfektion geht,
steht somit fiir diagnostische Kammerwasserentnahmen nichts entgegen.
Insbesondere die hohe Spezifitit von 100% lésst zwar falsch-negative, aber mit an
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit keine falsch positiven Ergebnisse zu,
sodass bei einer Kammerwasseranalyse mittels SNAP-Lepto® und einem Nachweis
von Antikérpern gegen LipL32 ohne die Bestitigung durch einen Zweittest
unmittelbar eine Vitrektomie angeschlossen werden kann. Auf diese Weise kann
vielen Pferden eine zweite Narkose erspart und der Klinikaufenthalt verkiirzt

werden. Die Behandlungskosten fiir die Besitzer reduzieren sich.

Der Schnelltest erbrachte auch erstaunliche Ergebnisse in der Serumdiagnostik. 103
Seren augengesunder und 90 Seren von an ERU erkrankten Pferden wurden mit
SNAP-Lepto® untersucht. Dabei war das Serum von 94 % (97/103) augengesunder
Pferde auch negativ beziiglich gegen LipL32 gerichteter Antikorper, lediglich 6 %
(6/103) dieser Pferde wiesen ohne klinische Zeichen einer ERU im Serum
zirkulierende Antikorper auf. Bei den klinisch an ERU erkrankten Tieren waren mit
SNAP-Test zu 79 % (71/90) auch gegen Leptospiren gerichtete Antikorper im

Serum detektierbar.

Durch die erstaunlich hohe Spezifitit des Schnelltests bei Verwendung von Serum
(93 %) und hohen priadiktiven Werten, erdffnen sich neue diagnostische
Einsatzbereiche. Haustierdrzten bietet der SNAP-Lepto® somit eine Moglichkeit,
dem Besitzer bei schmerzhaften Entziindungsschiiben eines Auges mit minimalem
Aufwand einen guten Screening-Test fiir Hinweise auf eine mogliche intraokulare
Leptospirenbeteiligung direkt vor Ort anbieten zu konnen. Auf Grund der zwar
geringen aber dennoch vorhandenen falsch-positiven Testergebnisse, sollte die
Serumuntersuchung jedoch nicht als ausschlieBlich entscheidendes Diagnostikum
zur Vitrektomie herangezogen, sondern ergdnzend zur klinischen Untersuchung

eingesetzt werden.
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VII. SUMMARY

Systemic leptospirosis can lead to a chronic intravitreal infection in horses and,
consequently, to equine recurrent uveitis (ERU). A vitrectomy is the therapeutic
measure of choice with the best long-term results. A clear clinical picture or
corresponding laboratory findings when analysing intraocular fluids as an
indication of intraocular leptospirosis are both essential for providing indications

for surgery as well as for being in remission following a vitrectomy.

In cases where an unclear picture in terms of an ERU on a clinical and an
ophthalmological level, diagnosis has mostly been made following an aqueous
humour tap in the form of an antibody or antigen detection since serum analyses
using the laboratory tests available have been too vague up until this point for
diagnosing Leptospira-related uveitis. The extraction of aqueous humour usually
results in a longer journey to clinics specialised in intraocular interventions

associated with time and cost expenditures for the animal owner.

Up to this point, methods used for diagnosis included microscopic agglutination
testing (MAT) and an immunoglobulin- and serovar-specific ELISA (for IgM, IgG,
IgA) for antibody detection, as well as polymerase chain reaction (PCR) for antigen
detection. Aqueous humour extraction is carried out in the safest way possible
under short-acting anaesthesia and the extracted material is sent to accredited
laboratories. Positive results then indicate a second anaesthesia for the horse for the

vitrectomy.

The aim of this work was to evaluate SNAP-Lepto®, which was developed for
canine serum diagnostics, however, not being specific to a certain species. An
investigation should be made on if SNAP-Lepto® works with the serum and
intraocular fluids of horses. In addition, an investigation should be made on how
reliable it is in comparison to the other tests in use ("gold standard" MAT, ELISA
and PCR) with regard to sensitivity, specificity, negative and positive predictive
value and if a relationship exists between the rapid test results and the preliminary
report, as well as the clinical and the ophthalmological findings. In addition,
analysis should be performed concerning if an antibody detection in equine serum

by means of a rapid test correlates with the clinical picture of ERU and thereby
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doing without more invasive aqueous humour extraction in the case of pre-

operative laboratory diagnostics.

SNAP-Lepto® is based on the detection of antibodies against the surface protein
LipL32 that is common to all pathogenic Leptospira that is expressed during cases
of leptospirosis and this test is applicable across all species. On the one hand, with
its quick and easy use for serum testing, SNAP-Lepto® offers the possibility to
facilitate transport decisions for animal owners if necessary. On the other hand, a
second anaesthesia could be avoided due to the short analysis time of 10 minutes in
horses with unclear clinical and ophthalmological findings if a vitrectomy is then
performed immediately during the same anaesthesia following positive rapid

aqueous-humour test results.

221 intraocular samples were tested for antibodies against Leptospira by means of
MAT and SNAP-Lepto®. In each case, only one eye for each ill horse was
included. The rapid test and MAT had a negative agreement of 92 % (84/92), the
positive agreement was 84 % (108/129) and a Kappa value of 0.735 illustrates the

high level of agreement of these two test methods.

Intraocular samples, in which antibodies against Leptospira could be detected by
MAT, showed (false-) negative results with SNAP-Lepto® testing in 16 % of the
samples. In comparison, this was 7 % using the specific ELISA, however, 23 %
were (false-) negative PCR- results when comparing with MAT results. Among
these samples, several derived from eyes in very early stages of the disease when
the clinical-ophthalmological findings had inconclusively indicated ERU and from

which aqueous humour had been extracted prior to the vitrectomy.

In the case of clear findings on a clinical-ophthalmological level in terms of ERU,
the SNAP-Lepto® showed "false-negative" results in only 3 % (3/99) of the results.
In contrast, "false-negative" results were achieved in 13 % (141/1079) of the MAT-
results in 11 % (36/320) of the specific ELISA and in even 21 % (149/711) using
PCR.

In comparison, for all four laboratory tests, sensitivity, specificity, and
positive/negative predictive value were also determined under the use of intraocular

samples.
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In the order MAT, ELISA, PCR, and SNAP-Lepto®, sensitivity was 87 %, 89 %,
79 %, and 97 % and specificity was 100 %, 100 % 98 %, and 100 %. The positive
predictive value was respectively 100 %, 100 %, 98 %, and 100 % and the negative
predictive value was 88,5 %, 90 %, 82 %, and 97 %.

Thereby, from a diagnostics perspective, SNAP-Lepto® can perform on an equal
level with other laboratory methods or can even surpass these with regard to its
reliability. For diagnostic aqueous humour extraction, nothing stands in the way of
its use for clinical purposes concerning the negative / positive assertion of
intraocular leptospirosis. In particular, the high specificity of 100% allows for false-
negative results, however, with a probability that is close to certainty, no false-
positive results arise so that, in the case of an aqueous humour analysis by means of
SNAP-Lepto® and a detection of antibodies against LipL32 without the
confirmation by means of a second test, a vitrectomy can be immediately
performed. In this way, a second anaesthesia can be spared for many horses, the
stay at the clinic can be shortened and the treatment costs for the animal owner are

reduced.

The rapid test also brought about amazing results in serum diagnostics. 103 serums
from horses with healthy eyes and 90 serums from horses afflicted with ERU were
analysed using SNAP-Lepto®. Thereby, the serum of 94% (97/103) of horses with
healthy eyes also showed to be negative with reference to antibodies against
LipL32, only 6 % (6/103) of these horses had antibodies circulating in serum
without clinical signs of ERU. Using the test, in 79 % (71/90) of the animals
clinically afflicted with ERU, antibodies against Leptospira could be detected in

serum.

Due to the surprisingly high specificity of the rapid test under the use of serum (93
%) and high predictive values, new diagnostic applications open up. Thereby,
SNAP-Lepto® offers veterinarians a possibility to be able to offer animal owners a
good screening test at a minimum level of effort for indicating a possible
intraocular Leptospira involvement directly on site in the case of painful flare-ups
of eye inflammation. Due to the low level, but nevertheless existing number of
false-positive test results, the serum analysis should not be taken into consideration
as a sole decision-making diagnostic technique for indicating a vitrectomy, but

should be used as a complement to clinical examination.
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IX. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: (1) Mittelgradige vordere Uveitis mit diffus hauchartig getriibter
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intraokular*:  Schnelltest-Ergebnisse, die in Kammerwasser- oder Glaskérper-
proben erzielt wurden; , SNAP-Lepto® - Serum “: Antikérpernachweise in

korrespondierenden Serumproben mittels Schnelltest; jeweils in positiv und negativ

QUIGCICILT). ...ttt et ettt ettt 74

Tabelle 37: Diagnostische Sensitivitdt, Spezifitit und positive (PPV) und negative
prddiktive Werte (NPV) von MAT, spezifischen ELISA, SNAP-Lepto® fiir Pferde mit
eindeutigen klinisch-ophthalmologischen Befunden (,,augengesund‘ oder ,,ERU*)
in intraokularen und Serumproben. Fiir die PCR wurden ausschlieflich
intraokulare Proben verwendet. (n rU-intraokuiar : MAT (1079), spezifischer ELISA
(320), PCR (711), SNAP-Lepto® (99); n Kontrolitiere-intraokuiar - MAT (130), spezifischer
ELISA (116), PCR (154), SNAP-Lepto® (25)) + (n Erv-Serum : MAT (114),
spezifischer ELISA (76), SNAP-Lepto® (69); n konwoltticre-Serum : MAT (47),
spezifischer ELISA (38), SNAP-Lepto® (103)) ........ccccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 78

Tabelle 38: Die Odds—Ratio (relatives Chancenverhdiltnis) gibt an, ob einzelne
Rassen einen erhohten Risikofaktor fiir Pferde darstellen, an ERU zu erkranken.
Dabei werden zwei Gruppen miteinander verglichen. Die Gruppe der an ERU
erkrankten Pferde mit (n :1358) und die nicht an ERU erkrankten Pferde (n :7815).
Die Tiere beider Gruppen wurden in den Jahren 2002-2018 in der hiesigen
Pferdeklinik vorgestellt. Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor
fiir eine ERU-Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen

Risikofaktor der jeweiligen RASSe. .............ccccooeeeiiiieiieiiieiieeeeeeee e 80

Tabelle 39: Die Odds—Ratio (relatives Chancenverhdiltnis) gibt an, ob einzelne
Rassen einen erhéhten Risikofaktor fiir Pferde darstellen, an einer nicht

leptospirenbedingten Uveitis _zu erkranken. Dabei werden zwei Gruppen

miteinander verglichen. Die Gruppe der an nicht leptospirenbedingter Ubveitis
erkrankten Pferde mit (n :207) und die Vergleichsgruppe (n :8795). Die Tiere
beider Gruppen wurden in den Jahren 2002-2018 in der hiesigen Pferdeklinik
vorgestellt. Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine
Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der

Jjeweiligen Rasse an einer nicht leptospirenbedingten Uveitis zu erkranken. ......... 81

Tabelle 40: Zweiter zu ermittelnder Risikofaktor: Risiko fiir Pferde mit

verschiedenen Fellfarben, eine ERU zu entwickeln (Odds-Ratio) (zugrunde gelegt
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wurden 1358 an ERU erkrankte Pferde und 7815 nicht an ERU erkrankte Pferde,
die im selben Zeitraum in der Klinik fiir Pferde vorgestellt wurden). Werte iiber 1
stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine Erkrankung und Werte unter
1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der Pferde mit dieser Fellfarbe an
einer ERU zu @rRFARKeN. ...............ccccuoviiiiiiiiiiiiit e 82

Tabelle 41: Risiko fiir Pferde mit verschiedenen Fellfarben, eine nicht
leptospirenbedingte Uveitis zu entwickeln (Odds-Ratio) (zugrunde gelegt wurden
207 an einer nicht leptospirenbedingten Uveitis erkrankte Pferde und 8795 nicht an
ERU erkrankte Pferde, die im selben Zeitraum in der Klinik fiir Pferde vorgestellt

wurden). Werte iiber 1 stehen hierbei fiir einen starken Risikofaktor fiir eine
Erkrankung und Werte unter 1 fiir einen besonders niedrigen Risikofaktor der

Pferde mit dieser Fellfarbe zu erkranken....................ccccccoooevviiiviiiiiiniiiiiieenne. 83
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