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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Leptospirose ist eine bakterielle Zoonose von weltweiter Bedeutung, vor allem in
tropischen Gebieten. Die Ubertragung von Leptospiren erfolgt entweder tiber den
direkten Kontakt mit infizierten Tieren oder indirekt Gber kontaminiertes Wasser.
Als wichtigste Infektionsquelle fiir den Menschen gilt die Wanderratte (Rattus
norvegicus), aber auch andere Wildtiere sowie Haustiere kénnen als Wirte dienen
und Leptospiren ausscheiden (HAAKE & LEVETT, 2015). Klassischerweise findet
die Infektion tiber den Urin von infizierten Tieren statt, aber eine Ubertragung vom
Rind auf den Menschen ist auch Uber abortierte Feten oder Vaginalausfluss nach
Abort oder Kalbung mdglich (ELLIS, 2015). J&hrlich erkranken weltweit etwa eine
Million Menschen an der Leptospirose, wobei fast 60.000 Falle todlich enden. Der
GroRteil der Infektionen und Todesfalle wird in den Tropen verzeichnet, wozu auch
Madagaskar zahlt (COSTA et al., 2015). Beim Rind verlduft die akute Leptospirose
haufig klinisch inapparent, bei chronischen Infektionen hingegen kommt es haufig
zu Stoérungen in der Reproduktion mit teils schwerwiegenden wirtschaftlichen
Folgeschaden. Akute, schwerwiegende Erkrankungen treten beim Rind selten auf
und betreffen in der Regel Jungtiere (ELLIS, 2015). Uber die Leptospirose bei
Rindern auf Madagaskar gibt es nur wenige Daten und die vorhandenen sind bereits
sehr alt (KOLOCHINE-ERBER & BRYGOO, 1956; KOLOCHINE-ERBER et al.,
1956; SILVERIE et al., 1968).

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mehr Informationen (ber den aktuellen
Infektionsstatus von Rindern aus Zentral- und Nordmadagaskar mit Leptospira spp.
zu gewinnen. Dazu wurden 194 Serumproben mittels Mikroagglutinationstest
(MAT) auf Antikorper gegen zwolf Leptospiren-Serovare untersucht. Die
Seropravalenz lag bei annéhernd 60% mit Titern zwischen 1:100 und 1:1600. Bei
diesem Ergebnis wird deutlich, dass die Exposition von madagassischen Rindern
gegenuber Leptospiren sehr hoch ist, was in der Folge ein Infektionsrisiko fir jene

Menschen auf Madagaskar bedeutet, die mit Rindern arbeiten und zusammenleben.
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1. LITERATURUBERSICHT
1 Leptospira spp.
1.1 Taxonomie und Nomenklatur

Nachdem Adolph Weil im Jahr 1886 erstmals das Krankheitsbild der Leptospirose
beschrieben hatte (WEIL, 1886), gelang Stimson einige Jahre spéter der erste
Nachweis von Leptospiren mittels Levaditi-Farbung aus dem Nierengewebe eines
Patienten, der an den Folgen der Leptospirose verstorben war (STIMSON, 1907).
Da die Form der Bakterien an ein Fragezeichen erinnerte, wurde von nun an der
Name Spirochaeta interrogans verwendet (STIMSON, 1907). Um den Erreger der
Leptospirose von anderen, zur damaligen Zeit bekannten, Spirochaten wie
Treponema pallidum, Spirochaeta und Spironema (spéater Borrelia) recurrentis
unterscheiden zu konnen, fuhrte Noguchi im Jahr 1918 den Gattungsnamen
Leptospira ein, der bis heute besteht (NOGUCH]I, 1918).

Die taxonomische Klassifizierung von Leptospira spp. sieht wie folgt aus:
Stamm Spirochaetes
Klasse Spirochaetia
Ordnung Leptospirales
Familie Leptospiraceae
Gattung Leptospira
(NCBI, 2019)

Klassischerweise wurde die Gattung Leptospira in die beiden Spezies Leptospira
interrogans sensu lato und Leptospira biflexa sensu lato unterteilt, wobei die erste
alle pathogenen und die zweite alle nicht-pathogenen, saprophytaren Stdmme
umfasste. Die Einteilung beruhte auf phénotypischen Merkmalen und
Wachstumseigenschaften der Erreger (SCHULLER et al., 2015). So wachsen
saprophytare Leptospiren beispielsweise in Anwesenheit des Purinanalogons
8-Azaguanin und bei niedrigen Temperaturen von teils unter 13 °C, wohingegen
das Wachstum von pathogenen Stdammen unter diesen Bedingungen gehemmt ist
(JOHNSON & ROGERS, 1964; JOHNSON & HARRIS, 1967). Pathogene

Stdmme gehdren mit einer Generationszeit von etwa 20 Stunden zu den langsam
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wachsenden Bakterien, im Gegensatz zu saprophytaren Stammen, die sich mit einer
Generationszeit von circa funf Stunden sehr schnell vermehren (CERQUEIRA &
PICARDEAU, 2009). Da das Kohlenhydratmotiv der Lipopolysaccharide (LPS)
von Leptospiren variabel ist und die Oberflachenstruktur somit antigenetisch stark
veréndert werden kann, war mittels Agglutinationsreaktion die weitere Einteilung
in  Serovare maoglich. Serovare mit gemeinsamen Antigenen werden
zusammengefasst in Serogruppen. Aktuell sind etwa 300 pathogene Serovare
bekannt, die 24 verschiedenen Serogruppen zugeteilt werden (CERQUEIRA &
PICARDEAU, 2009; HARTSKEERL et al., 2011). Neben dieser phanotypischen
Klassifizierung gibt es eine neuere genotypische Einteilung der Leptospiren
basierend auf Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Hybridisierungsstudien.
Mittlerweile sind flr die Gattung Leptospira 20 Genospezies identifiziert, wovon
neun als pathogen, sechs als saprophytar und flinf als intermediar eingestuft werden
(SCHULLER et al., 2015). Serologische und genotypische Klassifizierung
korrelieren allerdings nicht vollstandig miteinander, da Serovare der gleichen
Serogruppe zu verschiedenen Genospezies gehdren konnen. Die Korrekte
Schreibweise von Leptospiren beginnt mit dem Genus und Speziesnamen in
Kursivbuchstaben, anschlieRend folgt die Serovarbezeichnung, nicht kursiv und mit
einem groflen Anfangsbuchstaben geschrieben. Ein Beispiel ware Leptospira
interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae (SCHULLER et al., 2015).

1.2 Morphologie und mikrobiologische Eigenschaften

Leptospiren sind lange, diinne, aktiv bewegliche und spiralig geformte Bakterien
mit einer L&nge von sechs bis 20 um sowie einem durchschnittlichen Durchmesser
von 0,1 um (CAMERON, 2015) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Leptospiren

Pathogene Leptospiren, die frisch aus einem S&ugetierwirt isoliert wurden, sind in
der Regel kirzer und stérker gedreht als Stamme aus dem Labor oder saprophytére
Stamme (ELLIS et al., 1983). Im Labor koénnen Leptospiren unter limitierten
Wachstumsbedingungen héufig sehr lang werden; aullerdem nimmt ihre
Bewegungsaktivitat dann oftmals ab. Je dlter die Kulturen werden, umso h&ufiger
bilden Leptospiren eine kugelartige Form aus (CAMERON, 2015). Der
Zellwandaufbau von Leptospiren adhnelt jenem Gram-negativer Bakterien
(Abbildung 2). Zwischen der duBeren und inneren Membran befindet sich der
periplasmatische Raum mit einer Peptidoglykanschicht. Innerhalb des Periplasmas
sind die Endoflagellen verankert; jeweils eine Flagelle an jedem Polende der
Leptospiren. Diese longitudinal orientierten Flagellen winden sich um die Zellen
und sind verantwortlich fur die typische korkenzieherartige Fortbewegungsform
(GREENE etal., 2012; CAMERON, 2015). Dadurch kdnnen sich Leptospiren nicht
nur in Flissigkeiten schwimmend fortbewegen, sondern auch (ber feste
Oberflachen kriechen (TAHARA et al., 2018). Da Leptospiren sowohl auBerhalb
als auch innerhalb des Wirtes tberleben mussen, werden einige Anspriiche an die
aullere Membran der Zellwand gestellt. Einerseits muss die Membran pords genug
sein, um die Nahrungsaufnahme zu ermdglichen, andererseits soll sie robust genug

sein, um die Zellen gegen schédliche Substanzen zu schiitzen. In der &ul3eren
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Membran von Leptospiren befinden sich Lipopolysaccharide (LPS), outer
membrane proteins (OMPSs) sowie Transmembranproteine. Hauptbestandteil sind
LPS, die den Grof3teil der Zelloberflache bedecken. Sie setzen sich zusammen aus
dem Lipid A, das fir die Membranverankerung sorgt, einer Kernregion, dem
sogenannten Core und dem O-Polysaccharid, das fur die Antigenvariabilitat der
verschiedenen Serovare verantwortlich ist. Da wirtsgebundenen Spirochéten wie
Borrelia burgdorferi oder Treponema pallidum diese LPS fehlen, wird vermutet,
dass die Expression von intakten LPS essentiell ist, um Leptospiren das Uberleben
auch auRerhalb des Saugetierwirtes zu ermdéglichen. OMPs treten meist in Form
von Lipoproteinen auf und sind fur den Stoffwechsel sowie die Pathogenitét der
Serovare verantwortlich. Das Lipoprotein LipL32 macht etwa 75% aller
exprimierten Proteine aus und ist ausschliellich in pathogenen Leptospiren zu
finden. Zwei weitere wichtige und haufig vorkommende OMPs sind Loa22 und
LipL41, die als Virulenzfaktoren fungieren (HAAKE & ZUCKERT, 2015). Auch
die Proteine LigA, LigB und LigC gehoren zur Gruppe der OMPs, wobei die
Abkurzung fir Leptospiral Immunoglobuline (1g)-like proteins steht. Dabei handelt
es sich um Adhesine, die eine wichtige Rolle in der Anheftung an die Wirtszelle
und der anschlieRenden Invasion des Wirtes spielen (MATSUNAGA et al., 2003).
Transmembranproteine sind essentiell fir Bakterien mit einer &uferen Membran,
da sie Poren oder Kandle ausbilden, die die Aufnahme von Nahrung ermdglichen
und gleichzeitig Toxine und Abfallprodukte ausschleusen kénnen. Im Gegensatz zu
typischen Gram-negativen Bakterien findet man bei Leptospiren die
Transmembranproteine in einer deutlich geringeren Zahl (HAAKE & ZUCKERT,
2015). Eines der ersten Porine, das bei Leptospiren beschrieben wurde, ist OmpL1
(KROPINSKI et al., 1987).



I1. Literaturlibersicht 6

LigA

Lipopolysaccharide

Abbildung 2: Zellwandaufbau von Leptospiren

Modifiziert nach Haake & Ziickert (HAAKE & ZUCKERT, 2015)
PF Periplasmatische Flagelle im Querschnitt

Leptospiren kénnen bei einem pH-Wert von bis zu 7,6 Uberleben und sind nicht
resistent gegentiber Austrocknung oder hypertonen Losungen. Sie sind obligate
Aerobier mit einer idealen Wachstumstemperatur zwischen 28 und 30 °C.
Bestmdgliches Wachstum bietet ein Medium, das mit Vitamin B: und Bi,
langkettigen Fettsduren und Ammoniumsalzen angereichert ist (LEVETT, 2001;
MOHAMMED et al., 2011). Meist wird fir das Anziichten von Leptospiren das
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) Medium verwendet, das neben
Albumin auf Polysorbat 80 und weiteren Wachstumsfaktoren basiert. Das
Wachstum von Leptospirenkulturen ist sehr langsam und kann mehrere Wochen bis
Monate dauern (ZUERNER, 2005).



I1. Literaturlibersicht 7

2 Infektion und Pathogenese

Eine Infektion mit Leptospiren ist tber den direkten Kontakt mit infiziertem Urin,
Blut oder tierischem Gewebe mdglich. Auch plazentare Infektionen mit der Folge
von Aborten sowie Deckinfektionen sind beschrieben. Viel haufiger jedoch kommt
es zur indirekten Infektion Uber Wasser, das mit Leptospiren kontaminiert ist.
Hautl&sionen sowie die Schleimh&ute von Auge, Nase, Mund oder Genitaltrakt
bieten den Bakterien eine ideale Eintrittspforte in den Wirt (PICARDEAU, 2013;
ELLIS, 2015). Hier wird unterschieden zwischen sogenannten Reservoir- und
Fehlwirten. Bei Reservoirwirten fiihrt die Infektion mit adaptierten Serovaren zu
einer asymptomatischen chronischen Erkrankung mit Kolonisierung der
Leptospiren in den Nierentubuli, was die Ausscheidung Uber den Urin in die
Umwelt zur Folge hat (PICARDEAU, 2013). Serovare in diesem Zusammenhang
mit weltweiter Bedeutung sind beispielsweise Icterohaemorrhagiae bei der
Wanderratte (Rattus norvegicus), Hardjo bei Rind und Schaf und Canicola beim
Hund. Bei Fehlwirten hingegen fuhrt die Infektion mit Leptospiren zu einer akut
Klinischen Erkrankung mit oftmals schwerwiegendem Verlauf; die renale
Ausscheidung ist in diesen Fallen Gblicherweise nur von kurzer Dauer (ELLIS,
2015). Wurden Leptospiren uber den Urin in die Umwelt ausgeschieden, dann
vermehren sie sich nicht mehr weiter. Allerdings kdnnen sie in stehendem oder
langsam flieBendem, vorzugsweise warmem Wasser iber mehrere Monate hinweg
uberleben. Ein neutraler oder leicht alkalischer pH-Wert im Boden sowie
Temperaturen zwischen 0 °C und 25 °C erleichtern den Bakterien das Uberdauern
im Boden. Frost und Austrocknung hingegen fliihren zum Absterben der
Leptospiren (GREENE et al., 2012).

Haben Leptospiren einmal die Hautbarriere tberwunden, dann kommt es zur
hamatogenen Streuung der Bakterien. Die Erreger breiten sich so tber die Blutbahn
aus und persistieren dort in der ersten Phase der Erkrankung, der Leptospirdmie,
die circa eine Woche ab Beginn der Infektion andauert. In dieser Zeit kdénnen
Leptospiren aus der Blutbahn, einer Vielzahl von Geweben (Niere, Leber, Milz,
zentrales  Nervensystem (ZNS), Auge und Genitaltrakt) und der
Cerebrospinalflissigkeit isoliert werden (GREENE et al., 2012; ELLIS, 2015). Mit
der Bildung von spezifischen Antikdérpern durch den Wirt endet die bakteriamische
Phase nach etwas zehn bis 14 Tagen. Die Leptospiren werden gréitenteils aus der

Blutbahn und den meisten Organen eliminiert und sind nun vor allem in den
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proximalen Nierentubuli lokalisiert, wo sie sich vermehren und anschlieRend tber
den Urin ausgeschieden werden. Man spricht von der zweiten Krankheitsphase, der
Leptospirurie. Ohne antibiotische Therapie kdnnen Leptospiren auf diesem Weg
Uber Monate bis Jahre hinweg persistieren und ausgeschieden werden. Neben den
Nieren kénnen sich die Bakterien auch im Uterus oder, bei einigen Spezies (z. B.
Pferd), im Auge festsetzen und dort persistieren, was zu Aborten beziehungsweise
Uveitis mit nachfolgender Blindheit fihren kann (ELLIS, 2015).

3 Immunologie

An der Oberflache von Sdugetierzellen, insbesondere an Leukozyten, gibt es eine
Vielzahl an Rezeptoren, die bestimmte Strukturen pathogener Mikroorganismen
(z. B. LPS, Lipoproteine, Peptidoglykan oder Flagellenproteine) erkennen und
anschlieBend flr eine Aktivierung des Immunsystems sorgen (IWASAKI &
MEDZHITOV, 2010). Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind die bisher am
grandlichsten untersuchten Rezeptoren und in den meisten Fallen auch der erste
Teil des Immunsystems, der auf eine Infektion reagiert. Bei TLRs handelt es sich
um Transmembranproteine, die pathogene Organismen an der dulReren
Zellmembran erkennen und tber das Zytoplasma ein Signal an den infizierten Wirt
weitergeben, entsprechend mit einer Entziindungsreaktion und Aktivierung des
erworbenen Immunsystems zu antworten (ZUERNER, 2015) (Abbildung 3).
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V}Septnspiren

Toll-like Rezeptor (TLR)

Entziindung v Gewebereparatur

Erworbene Immunitat

Abbildung 3: Funktion von Toll-like Rezeptoren (TLRs)

Modifiziert nach Iwasaki & Medzhitov (IWASAKI & MEDZHITOV, 2010)

Die LPS Gram-negativer Bakterien werden klassischerweise vor allem vom TLR4
erkannt. Bei Leptospiren hingegen wurde die Aktivitat des TLR4 bisher nur bei der
Infektion im Mausversuch nachgewiesen. Leptospiren-Infektionen beim Menschen
werden vorrangig von TLR1 und TLR2 detektiert (WERTS et al., 2001). Fir andere
Sdugetierspezies gibt es bisher noch keine Erkenntnisse, welche TLRs bei der
Erkennung der LPS von Leptospiren von Bedeutung sind. Auch Makrophagen
bilden vor allem im friihen Infektionsstadium einen wichtigen Teil der angeborenen
Immunitat. Durch die LPS der Leptospiren sowie Hamolysine werden sie zur
Produktion von immunmodulierenden proinflammatorischen Zytokinen (IL-1p,
IL-6, IFN und TNF-a) angeregt, was eine Entzundungsreaktion und teilweise
Elimination der Leptospiren zur Folge hat (WANG et al., 2012). Polymorphkernige
Leukozyten (eosinophile und neutrophile Granulozyten) sind ebenfalls Bestandteil
der angeborenen Immunantwort, doch ihre Rolle in der Abwehr von Leptospiren-
Infektionen ist noch nicht ausreichend untersucht und daher unklar (ZUERNER,
2015).
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Essentiell in der Bekampfung einer Leptospirose-Infektion ist die Ausbildung von
Antikorpern. Diese werden in der friihen Phase der Infektion gegen die LPS der
Leptospiren gebildet und kénnen nach etwa zehn bis 14 Tagen ab Infektionsbeginn
mittels Mikroagglutinationstest (MAT) im Serum des infizierten Wirtes
nachgewiesen werden. Der hdchste Antikdrperspiegel wird nach etwa drei bis sechs
Wochen erreicht und kann im MAT bei einem Titer zwischen 1.000 und 100.000
liegen (ELLIS, 2015). Da die LPS der Leptospiren Serovar-spezifisch sind, bieten
die gebildeten Antikorper allerdings nur minimal kreuzreaktiven Schutz gegentiber
anderen Serovaren (ZUERNER, 2015). Zuletzt spielt auch die zellvermittelte,
erworbene Immunitét eine Rolle in der Bekampfung von Leptospiren. B- und T-
Lymphozyten sind verantwortlich fir die Bildung von Interferon-y (IFN-y). Die
IFN-y-Produktion in der Leber sowie die nachfolgende Elimination der Leptospiren
erfolgt vor allem durch B-Lymphozyten, wahrend dies in der Niere von den T-
Lymphozyten tbernommen wird (CHASSIN et al., 2009).

Pathogene Leptospiren besitzen auBerdem die Madglichkeit, sich einzelner
Inaktivierungsmechanismen des Immunsystems des Wirtes gezielt zu entziehen.
Eine Vielzahl an Proteinen, beispielsweise LenA, LenB, LigA oder LigB, kénnen
an die Bestandteile des Komplementsystems binden und somit die Aktivierung des
Komplements und nachfolgende Zellsch&dden verhindern (ZUERNER, 2015). Das

Komplementsystem ist Bestandteil der angeborenen Immunantwort.

4 Leptospirose beim Menschen

Leptospirose ist eine der haufigsten Zoonosen weltweit, die vor allem in
Entwicklungslandern mit tropischem Klima ein Gesundheitsproblem darstellt.
Aufgrund zunehmender Einwohnerzahlen in landlich gelegenen Armenvierteln
sowie sich haufender extremer Wetterbedingungen nimmt die Leptospirose gerade
in diesen Landern zu, wird allerdings als wichtige tropische Erkrankung noch viel
zu sehr vernachléssigt (PICARDEAU, 2015). Weltweit gibt es jahrlich mehr als
eine Million Krankheitsfalle, wobei 73% davon in der tropischen Zone zwischen
nérdlichem und stidlichem Wendekreis auftreten. Erwachsene haben grundsétzlich
ein hoheres Risiko, an Leptospirose zu erkranken als Kinder. Ebenso sind Manner
pradisponierter fir die Erkrankung als Frauen, wobei die hochste Morbiditat in der

Altersklasse der 20 bis 29-jahrigen Manner zu finden ist. Jedes Jahr sterben etwa
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60.000 Menschen an den Folgen einer Infektion mit Leptospira spp., mit der
hdchsten Mortalitatsrate bei Mannern zwischen 50 und 59 Jahren (COSTA et al.,
2015). In tropischen Regionen ist das Risiko, an Leptospirose zu erkranken, oftmals
berufsbedingt, beispielsweise bei der Arbeit auf Reis- oder Zuckerrohrfeldern.
Doch auch die Regensaison und Naturkatastrophen wie Uberschwemmungen oder
Wirbelstlirme haben Leptospirose-Ausbriiche zur Folge. In Industrielandern wie
Europa oder Nordamerika steht das Erkrankungsrisiko oft in Zusammenhang mit
bestimmten Berufsgruppen, wie Landwirten, Tierdrzten, Schlachthauspersonal,
Laborpersonal oder Kanalarbeitern. Eine weitere Risikogruppe sind Personen, die
mit Wasser in Kontakt kommen, das mit dem Urin infizierter Tiere kontaminiert
ist, wie zum Beispiel Angler oder Wassersportler (PICARDEAU, 2013,
MWACHUI et al., 2015). Typischerweise zeigt sich die Leptospirose beim
Menschen als unspezifische, akut fieberhafte Erkrankung mit Muskel- und
Kopfschmerzen und wird deshalb hdufig mit Influenza oder (in tropischen
Regionen) mit Dengue-Fieber verwechselt. Wird nicht rechtzeitig addquat
behandelt, dann kann im schlimmsten Falle ein letales Multiorganversagen die
Folge sein. Die Therapie erfolgt symptomatisch in Kombination mit einer Antibiose
(HAAKE & LEVETT, 2015).

5 Leptospirose beim Rind

5.1 Epidemiologie

Leptospirose tritt weltweit bei Rindern auf, allerdings vorrangig in Regionen mit
Weidehaltung. Das Rind ist der bevorzugte Reservoirwirt fir das Serovar Hardjo.
Am weitesten verbreitet ist L. borgpetersenii Serovar Hardjo Typ Bovis
(Hardjobovis), doch in einigen Regionen findet man auch L. interrogans Serovar
Hardjo Typ Prajitno (Hardjoprajitno). Beide Serovare kénnen den Genitaltrakt von
Kihen oder Bullen besiedeln und dort persistieren, was zur Folge hat, dass
Leptospiren auch beim Deckakt (ibertragen werden kdnnen. Hauptfaktoren fur eine
Infektion mit dem Serovar Hardjo sind: Weidegang zusammen mit anderen
Tierarten wie beispielsweise Schafen, Zugang zu kontaminierten Wasserquellen
sowie der natirliche Deckakt (ELLIS, 2015). AulRerdem sollten Hunde und Katzen
von Rinderherden ferngehalten werden, da sie, ebenso wie Nager, eine Infektion

durch die Ubertragung von Leptospiren verursachen kénnen (FAVERO et al., 2017;
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OJEDA et al., 2018). Ein weiteres Serovar, das im Rind persistieren kann, ist das
Serovar Kennewicki (L. interrogans, Serogruppe Pomona). Dieses tritt
ublicherweise in Nord- und Sudamerika, Australien und Neuseeland auf. Serovare
der Serogruppen Icterohaemorrhagiae, Canicola, Hebdomadis, Sejroe, Pyrogenes,
Autumnalis, Australis, Javanica, Tarassovi und Grippotyphosa konnen zu
Fehlinfektionen beim Rind fihren (ELLIS, 2015).

5.2 Klinisches Erscheinungsbild beim Rind

Die klinischen Zeichen der Leptospirose beim Rind stehen (blicherweise in
Zusammenhang mit Fertilitatsstorungen und haben vor allem wirtschaftliche
Bedeutung. Infektionen mit dem Serovar Hardjo verlaufen meist subklinisch;
Ausnahme sind laktierende Kiihe, bei denen es zu einer Agalaktie kommen kann.
Auffallend sind bei diesem ,,akuten Milchverlust-Syndrom* der plotzliche Abfall
in der Milchproduktion sowie das weiche, schlaffe Euter. Die Milch der Tiere
bekommt einen gelben, kolostrumé&hnlichen Charakter mit Flocken und die
somatische Zellzahl steigt an. Bei manchen Kiihen kann auBerdem Fieber
beobachtet werden. In der Regel bringen die Tiere nach zehn bis 14 Tage wieder
ihre anndhernd volle Milchleistung, ob mit oder ohne vorhergegangener
Behandlung. Eine Ausnahme sind Kihe in der spaten Trachtigkeitsphase, die sich
dann hdufig trockenstellen. Die Anzahl der betroffenen Tiere liegt zwischen einem
und 50%, je nach Herdenimmunitat und Herdenmanagement (ELLIS, 2015). Eine
chronische Infektion mit Leptospiren duBert sich beim Rind klassischerweise in
Aborten oder Totgeburten. Kélber werden héaufig zu frih geboren, sind
lebensschwach oder haben ein reduziertes Geburtsgewicht, was auf eine Infektion
der Plazenta zurlckgefuhrt werden kann (SMYTH et al., 1999). Auch das
unvollstandige Ablésen der Nachgeburt oder Nachgeburtsverhaltung kénnen Folge
einer chronischen Leptospirose sein (ELLIS et al., 1985a). Noch bis zu acht Tage
nach Abort oder Kalbung konnten Leptospiren im Vaginalsekret von infizierten
Rindern nachgewiesen werden (ELLIS et al., 1985b). Ein schwerwiegendes
Krankheitsbild nach einer Infektion mit Leptospiren ist beim Rind eher uniblich.
Dennoch kann es, hauptsachlich bei Kélbern oder Jungtieren, zu einer fieberhaften
Erkrankung mit hdmolytischer Andmie, Hdmoglobinurie, Ikterus sowie vereinzelt
Meningitis kommen; auch Todesfélle sind moglich. Assoziiert sind solche Falle vor
allem mit Stammen der Serogruppen Icterohaemorrhagiae oder Grippotyphosa. Bei

laktierenden Kihen fuhren Fehlinfektionen (Infektionen mit anderen Serovaren als
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Hardjo) oftmals zu kleineren Mengen blutverfarbter Milch (ELLIS, 2015).

5.3 Therapie

Bei der Behandlung der akuten Leptospirose des Rindes steht die antibiotische
Therapie im Vordergrund. ldeal geeignet ist ein Kombinationspréparat aus
Penicillin und Streptomycin, da dies neben der Beendigung der Leptospirdmie auch
zu einer Elimination der Erreger aus den Nieren fiihrt (ALT et al., 2001). Weitere
Wirkstoffe, die alternativ verwendet werden kdnnen, sind Amoxicillin (SMITH et
al., 1997), Tetracyclin, Tulathromycin oder Cephalosporine der dritten Generation
wie beispielsweise Ceftiofur (ALT et al., 2001; CORTESE et al., 2007). Die
Wartezeiten sind sehr ahnlich und liegen fiir Milch zwischen drei und sechs Tagen,
flur Fleisch zwischen 21 und 22 Tagen. Lediglich Tulathromycin darf nicht bei
laktierenden Kihen angewendet werden (CLINIPHARM, 2019). Cephalosporine
der dritten Generation haben kurzere Wartezeiten (Milch null Tage, Fleisch drei
Tage) (CLINIPHARM, 2019), doch laut 812c der aktuellen tierdrztlichen
Hausapothekenverordnung (TAHAV) besteht vor Anwendung dieses Wirkstoffes
eine Antibiogrammpflicht (BMJV, 2018). Alternativ kann bei akut erkrankten
Rindern auf ein Antibiotikum verzichtet und das betroffene Tiere dafiir unmittelbar
geimpft werden. Allerdings muss der Tierhalter darauf hingewiesen werden, dass
dies nicht vor einem moglichen Abort schiitzt, wenn bereits eine plazentare
Infektion stattgefunden hat (ELLIS, 2015). Auch bei Rindern mit chronischer
Leptospirose ist die antibiotische Therapie indiziert. Bei Milchkihen im letzten
Tréchtigkeitsdrittel, die bereits trockengestellt wurden oder kurz davor sind, wird
die Verwendung von Streptomycin empfohlen. AuRerdem sollten zusétzlich, soweit
mdoglich und wenn ein Impfstoff zugelassen ist, alle gefahrdeten Tiere geimpft
werden (ELLIS, 2015).

54 Prophylaxe

Durch erfolgreiche Prophylaxemalinahmen kann eine Infektion mit Leptospiren
reduziert oder gar verhindert werden und somit auch das zoonotische Risiko fur den
Tierhalter gesenkt werden. Ein wichtiger Aspekt ist das richtige Management von
Rinderbetrieben. So sollte die gemeinsame Haltung von unterschiedlichen
Tierarten, wie beispielsweise Rindern und Schafen, vermieden werden und bei
Weidehaltung sollten ad&quate Trénkevorrichtungen vorhanden sein. Um eine

Ubertragung von Leptospiren durch infizierte Bullen zu vermeiden, ist die



I1. Literaturlibersicht 14

kinstliche Besamung zu bevorzugen. Rinder, die neu zugekauft werden, sollten
idealerweise aus einem Leptospirose-freien Betrieb stammen. Durch Rodentizide
und nagersicheren Stallbau kann der Kontakt zu diesen, ebenfalls als Reservoirwirte
fir Leptospiren fungierenden Tieren vermieden werden (ELLIS, 2015). Sofern
Impfstoffe gegen Leptospiren-Infektionen zugelassen sind, koénnen diese das
Infektionsrisiko senken und bieten einen guten Schutz der Rinder von mindestens
einem Jahr (BOLIN et al., 1991) (Abbildung 4).

Antibiose

Management

Abbildung 4: Aspekte der erfolgreichen Leptospirose-Kontrolle beim Rind

Modifiziert nach Martins & Lilenbaum (MARTINS & LILENBAUM, 2017)

6 Diagnostik

6.1 Direkter Erregernachweis
Klassischerweise werden Leptospiren mittels Kultur nachgewiesen, doch durch den
Fortschritt molekulargenetischer Methoden wird diese weitestgehend durch die

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ersetzt.
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6.1.1 Mikroskopischer Nachweis

Der Nachweis von Leptospiren ist sowohl im Lichtmikroskop als auch im
Dunkelfeldmikroskop mdglich. Fir die Darstellung im Lichtmikroskop ist eine
entsprechende Bearbeitung der Gewebeproben oder Ausstriche noétig, wie
beispielsweise eine Giemsa-Farbung oder Silberimpragnation (GREENE et al.,
2012). Mittels Dunkelfeldmikroskopie konnen Blut- und Urinproben sowie Liquor
cerebrospinalis auf das VVorhandensein von Leptospiren untersucht werden, wobei
die mikroskopische Untersuchung von Blut nur wahrend der ersten Tage der akuten
Erkrankung, der Phase der Leptospiramie, sinnvoll ist (LEVETT, 2001). Um in der
mikroskopischen Durchsicht mindestens ein Bakterium pro Gesichtsfeld
detektieren zu konnen, sind mindestens 1x10* Leptospiren/ml Probenmaterial
notwendig (TURNER, 1970). Durch vorheriges Zentrifugieren ist eine Steigerung
der Leptospirenkonzentration im Probenmaterial moglich. Zell- oder auch
Staubbestandteile sowie Fibrinfaden kénnen im mikroskopischen Bild zu einer
Verwechslung mit Leptospiren fiihren und ein falsch-positives Ergebnis zur Folge
haben (GREENE et al., 2012). Aufgrund der geringen Sensitivitat und Spezifitat
sollte das Ergebnis der Mikroskopie niemals alleinig zu einer Diagnosestellung
fuhren, sondern immer durch kulturelle, serologische oder molekulargenetische
Methoden bestétigt werden (GREENE et al., 2012).

6.1.2 Kultureller Nachweis

Einen eindeutigen Beweis fir eine Infektion mit Leptospira spp. liefert die positive
Kultur aus dem Probenmaterial. Hierfur werden Blut-, Urin- oder Gewebeproben
entnommen und in ein spezielles Medium eingebracht (SCHULLER et al., 2015).
In den ersten sieben bis zehn Tagen der Erkrankung ist Blut das ideale
Probenmaterial, im Anschluss daran Urin. Da Leptospiren intermittierend
ausgeschieden werden, ist eine wiederholte Beprobung empfehlenswert, um falsch-
negative Ergebnisse zu vermeiden (GREENE et al., 2012). Die Kultivierung von
Leptospira spp. ist in flussigen oder halbfesten Medien mdglich. Dabei ist der
Zusatz von langkettigen Fettsduren, Ammoniumsalzen sowie Vitamin By und B1
essentiell, um ein optimales Wachstum der Bakterien zu gewdhrleisten
(MOHAMMED et al., 2011). Am hdufigsten wird das EMJH-Medium verwendet,
ein von ELLINGHAUSEN and MCCULLOUGH (1965) entwickeltes und
anschliefend von JOHNSON and HARRIS (1967) modifiziertes Flissigmedium
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: EMJH-Medium in Kultivierungsréhrchen

Die ideale Wachstumstemperatur von Leptospira spp. liegt zwischen 28 und 30 °C,
wobei pathogene Leptospiren auch noch bei 37 °C und saprophytére Leptospiren
bei niedrigen Temperaturen von 11-13 °C wachsen kdnnen. Leptospira spp. wéchst
unter aeroben Bedingungen bei einem idealen pH-Wert von 7,2-7,6 (CAMERON,
2015). In halbfestem Medium erreicht das Leptospirenwachstum seine maximale
Dichte in einer Zone unterhalb der Oberflache des Mediums, wobei sich diese mit
zunehmender Inkubationszeit zu triben beginnt. Diese Zone wird auch als
,Dinger’s Disk® oder ,Dinger’s Ring“ bezeichnet (LAWRENCE, 1951)
(Abbildung 6).
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Grenzfliche
Luft/Medium

Dinger's Disk

sekundares
Wachstum

Abbildung 6: Wachstum von Leptospiren in halbfestem Medium

Modifiziert nach Zuerner (ZUERNER, 2005)

Leptospiren wachsen sehr langsam, weshalb die Bebriitung der Kulturen, begleitet
von wdchentlichen Begutachtungen mit dem Dunkelfeldmikroskop, Monate dauern
kann. Bevor eine Probe als negativ beurteilt wird, muss die Kultur Giber mindestens
13 Wochen einbehalten und kontrolliert werden, erst danach darf sie verworfen
werden (MOHAMMED et al., 2011). Aufgrund des langwierigen Wachstums wird
die Kultivierung deshalb auch nicht in der Routinediagnostik eingesetzt. Fur die
langfristige Aufrechterhaltung von Leptospira spp. Kulturen ist eine wiederholte
Subkultivierung notwendig. Die Langzeitlagerung pathogener Leptospiren ist in
halbfestem Medium bei Raumtemperatur moglich, allerdings reduziert sich unter
diesen Umstanden haufig ihre Lebensfahigkeit und meist geht die Virulenz dabei
verloren. Ideal ist die Lagerung in flissigem Stickstoff (ZUERNER, 2005). Auch
bei -80 °C ist eine Lagerung moglich, wobei die Leptospiren direkt aus der Kultur
in EMJH-Medium eingefroren werden kdnnen.
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6.1.3 Polymerase-Kettenrektion

In den vergangenen Jahren wurde vermehrt die PCR in der Leptospiren-Diagnostik
eingesetzt. Zeitlich ist sie dem klassisch kulturellen Nachweis eindeutig tberlegen;
so ist mittels modernster real-time PCR bereits wenige Stunden nach
Probenentnahme ein Ergebnis mdglich. Vor allem in der ersten Woche der
Infektion, in der noch nicht genug Antikorper flr den serologischen Nachweis
gebildet sind, ermdglicht die PCR bereits den Nachweis von Leptospiren-DNA. Im
Anschluss an die Leptospiramie kdnnen die Bakterien dann mittels PCR im Urin
nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze in Blut- und Urinproben liegt bei etwa
zehn bis 100 Leptospiren/ml (SMYTHE et al., 2002b; STODDARD et al., 2009;
BOURHY etal., 2011). Eine Vielzahl an PCR-Protokollen wurde entwickelt, wobei
die gangigsten auf der Detektion von 16S- oder 23S-Genabschnitten beruhen. Diese
werden entweder als konventionelle PCR mit anschlieRender Darstellung mittels
Agarosegel durchgefiihrt oder als real-time PCR mithilfe von TagMan-Sonden oder
SYBR-Green-Farbstoff (MERIEN et al., 1992; WOO et al., 1997; SMYTHE et al.,
2002b). Eine weitere Moglichkeit ist der Nachweis des LipL32-Gens, das fiir ein
Oberflachenprotein kodiert und spezifisch fir alle Stimme pathogener Leptospiren
ist (STODDARD et al., 2009). Die Ergebnisse der PCR sind allerdings vorsichtig
zu interpretieren. Ist eine Probe PCR-positiv, so bedeutet dies, dass Leptospiren-
DNA vorhanden ist. Bei einer positiven Blutprobe mit eindeutigen klinischen
Zeichen kann mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit von einer akuten Leptospirose
ausgegangen werden. Ist eine Urinprobe positiv, so deutet dies auf einen renalen
Ausscheider hin, der entweder akut infiziert ist oder chronisch Leptospiren
ausscheidet. Mit einem negativen PCR-Ergebnis hingegen kann eine Leptospiren-
Infektion nicht ausgeschlossen werden. Wurde beispielsweise die Blutprobe zu spat
entnommen, dann wird sich keine DNA mehr darin finden, da die Leptospiren sich
bereits in den Nieren angesiedelt haben. Im Urin werden Leptospiren anschlieRend
intermittierend ausgeschieden, was ebenfalls einen negativen PCR-Befund zur
Folge haben kann (SCHULLER et al., 2015). Mittels PCR ist derzeit noch keine
Identifizierung des auslésenden Serovars moglich, dazu sind im Anschluss
Genotypisierungen notwendig, was aktuell lediglich in der Forschung eine Rolle
spielt, in der Routinediagnostik aber noch nicht verbreitet ist.
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6.2 Indirekter Erregernachweis

Der Nachweis von Antikorpern gegen Leptospiren wird vermehrt mittels Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefthrt, der hdufig als Schnelltest zur
Verfligung steht. Goldstandard in der serologischen Leptospiren-Diagnostik ist

allerdings nach wie vor der Mikroagglutinationstest (MAT).

6.2.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Vor allem in der akuten Infektionsphase wird mittlerweile vermehrt der ELISA,
haufig als Schnelltest in der Praxis, zur Leptospiren-Diagnostik eingesetzt. Die
verwendeten Antigene werden entweder direkt aus der Kultur von L. biflexa oder
pathogenen Stdammen gewonnen (HAAKE & LEVETT, 2015). Alternativ gibt es
ELISA-Systeme, die outer membrane proteins (OMPS) oder rekombinante OMPs
als Antigene verwenden. Fir die Diagnostik der Leptospirose beim Rind gibt es
ELISA-Testsysteme, die den Nachweis von Antikdérpern gegen das Serovar Hardjo
in der Milch von Einzeltieren oder in der Tankmilch erlauben (ELLIS, 2015).
Detektiert werden mittels ELISA IgM- und IgG-Antikdrper. IgM-Antikorper
kdnnen bereits in der ersten Woche der Erkrankung nachgewiesen werden und sind
deshalb vor allem in der Akutdiagnostik der Leptospirose von Bedeutung (HAAKE
& LEVETT, 2015). Wenn die erste Probe friihzeitig entnommen wurde, dann ist
der ELISA teilweise sensitiver als der MAT (CUMBERLAND et al., 1999). Bei
einem ELISA-Schnelltest flr die Leptospirose-Diagnostik beim Hund hingegen
fallt auf, dass die Ergebnisse von ELISA und MAT lediglich bei sehr hohen MAT-
Titern Gbereinstimmen. Je niedriger dieser Titer wird, umso h&ufiger ist nur der
MAT positiv und der ELISA negativ (CURTIS et al., 2015). Ein positiver ELISA
gibt auBerdem keinen Hinweis auf die infizierende Serogruppe und wird auch nicht
zur alleinigen Diagnose der Leptospirose empfohlen. Im positiven Fall sollte das
Ergebnis mit einer Referenzmethode wie MAT oder PCR bestétigt werden
(PICARDEAU, 2013).

6.2.2 Mikroagglutinationstest

Die Referenzmethode in der serologischen Leptospiren-Diagnostik ist der MAT.
Dabei handelt es sich um einen zeitintensiven Test, der das notwendige Fachwissen
voraussetzt und nur in einem Labor der Sicherheitsstufe BSL2 durchgefiihrt werden
darf, da Kulturen von vitalen Leptospiren als Antigen verwendet werden. Das

Serum von Patienten mit Leptospirose-Verdacht wird mit Leptospiren aus der
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Kultur (= Antigen) beispielsweise in einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Abbildung 7)
fiir zwei Stunden bei 30 °C im Brutschrank inkubiert.

Abbildung 7: 96-Well-Mikrotiterplatte fir den MAT

Dabei werden je nach Labor acht oder mehr représentative Serovare verwendet, die
alle in einem ersten Durchlauf bei einer niedrigen Serumverdiinnung von
beispielsweise 1:50 im Screeningverfahren zur Antikdrperfindung eingesetzt
werden. Sind im Serum spezifische Antikérper gegen Leptospiren vorhanden, dann
bilden diese zusammen mit dem Antigenen Agglutinate, die im mikroskopischen
Bild beurteilt werden kénnen (Abbildung 8). Wenn keine spezifischen Antikorper
vorhanden sind, dann ist im mikroskopischen Bild eine reine Leptospirenkultur
erkennbar (Abbildung 9) (GORIS & HARTSKEERL, 2014).
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Abbildung 8: Positiver MAT

Deutliche Agglutinate im mikroskopischen Bild des Dunkelfeldmikroskops,
VergréRerung 100x

Abbildung 9: Negativer MAT

Keine Agglutinate im mikroskopischen Bild des Dunkelfeldmikroskops, reine
Leptospirenkultur, VergréRerung 100x

Die Begutachtung im Dunkelfeldmikroskop ist durch direktes oder indirektes
Ablesen mdglich. Bei der indirekten Methode wird ein kleiner Tropfen aus der
Reaktionsmischung der Mikrotiterplatte auf einen Objekttrager pipettiert und im
Dunkelfeldmikroskop bei 100 bis 200facher VergroRerung beurteilt. Wesentlich
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schneller und vor allem sicherer fiir das Laborpersonal ist die direkte Methode, bei
der die Mikrotiterplatte direkt im inversen Dunkelfeldmikroskop bei 100facher
VergroRerung begutachtet wird (Abbildung 10).

Abbildung 10: Mikrotiterplatte im inversen Dunkelfeldmikroskop

Alle positiv reagierenden Serovare werden anschliefend in einem zweiten Schritt
in einer Serumverdinnungsreihe weiter untersucht. Das Ergebnis des MAT wird
als Titer angegeben. Dieser ist definiert als die hochste Verdiinnungsstufe, bei der
50% oder mehr Leptospiren agglutiniert sind beziehungsweise sich weniger als
50% der Leptospiren noch frei bewegen (GORIS & HARTSKEERL, 2014).

Ab dem achten bis zehnten Tag nach Infektionsbeginn kdnnen spezifische
Antikorper im MAT nachgewiesen werden. Wird eine Blutprobe bereits in einem
sehr frihen Krankheitsstadium entnommen, dann sollte bei anhaltendem
Leptospirose-Verdacht nach etwa ein bis zwei Wochen eine weitere Probe
entnommen werden, um diese auf Serokonversion (im Falle eines negativen MAT-
Ergebnisses bei der ersten Probe) oder hinsichtlich eines Titeranstiegs zu
uberprifen. Wenn in der zweiten Probe nach erfolgreicher Serokonversion
spezifische Antikorper vorhanden sind oder der Titer zwischen der ersten und
zweiten Probe um mindestens das Vierfache (zwei Verdinnungsstufen)
angestiegen ist, dann ist dies ein sehr starker Hinweis auf eine akute Infektion mit
Leptospiren. Ein negatives Ergebnis im MAT, auch bei zweimaliger

Probenentnahme, schliet die Mdglichkeit einer Leptospiren-Infektion allerdings
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nicht aus, da der Patient trotzdem mit einem Serovar infiziert sein kann, welches im
Untersuchungsspektrum nicht berucksichtigt wurde. AuRerdem kann die
frihzeitige Gabe von Antibiotika die Bildung von Antikdrpern gegen Leptospiren
hemmen (PICARDEAU, 2013; GORIS & HARTSKEERL, 2014). Die
Interpretation des MAT-Ergebnisses bei nur einer Serumprobe ist meist nicht
eindeutig und deshalb auch nicht immer aussagekréftig. Laut OIE (2014) wird
bereits ein Titer von 1:100 als positives Ergebnis angesehen, doch gerade ein solch
niedriger Titer kann auch infolge eine vorhergegangenen Infektion oder nach einer
Impfung bestehen. Bei sehr hohen Titern kann in der Regel von einer akuten
Infektion mit Leptospiren ausgegangen werden, wobei hier die Meinungen deutlich
auseinandergehen, welche Antikorperspiegel als ,,hohe Titer* zu bewerten sind —
ob 1:400 oder hoher. Aufgrund gemeinsamer Antigene der Leptospiren kann es
auflerdem zu Kreuzreaktionen innerhalb einer Serogruppe oder auch zwischen
einzelnen Serogruppen kommen. Wahrend der akuten Phase der Infektion sind vor
allem IgM-Antikorper in groRer Menge vorhanden, denen spater die spezifischeren
IgG-Antikorper folgen. Insbesondere die dekavalenten IgM-Antikorper kdnnen
aufgrund ihrer ausgepréagten Aviditéat zu einem gewissen Grad zur Kreuzreaktivitat
beitragen. Nachdem eine Infektion mit Leptospiren Uberstanden ist, sinken die
spezifischen Antikorpertiter unterschiedlich schnell wieder ab. Vor allem nach
einer akuten Infektion kénnen manche Titer noch Uber lange Zeit hinweg sehr hoch
bleiben und erst nach Monaten oder sogar Jahren wieder auf einen niedrigen Titer
absinken. Deshalb ist auch nicht immer der hochste detektierte Titer in einer
Serumprobe das infizierende Serovar (GORIS & HARTSKEERL, 2014).

7 Epidemiologie der Leptospirose

Die Leptospirose ist eine Zoonose, die weltweit auftritt und nicht nur beim
Menschen, sondern auch bei zahlreichen Haus-, Nutz- und Wildtieren zur
Erkrankung fiihren kann. Wéahrend der Mensch flr samtliche Leptospiren-Serovare
als Fehlwirt gilt, sind eine Vielzahl von Serovaren an bestimmte Tierarten adaptiert
und 16sen bei diesen keine schwerwiegende Krankheit aus, werden jedoch tber
lange Zeit mit dem Urin ausgeschieden. Als wichtigstes natirliches Reservoir fir
Leptospiren gelten Nager, vor allem Ratten und Mduse, die somit ein wichtiges

Infektionsrisiko fiir andere Tiere und den Menschen darstellen.
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Beim Hund waren lange Zeit die beiden Serovare Canicola und
Icterohaemorrhagiae Ausloser der Leptospirose, doch mit der Einflihrung
entsprechender Impfstoffe hat sich das epidemiologische Bild verandert und neue
Serovare wie beispielsweise Grippotyphosa oder Australis traten als
Krankheitsursache auf (ELLIS, 2010; GREENE et al., 2012). Nachdem auch gegen
diese neuen Serovare Impfstoffe entwickelt wurden, ist allgemein ein Riickgang an
Leptospirose-Féllen bei Hunden zu verzeichnen.

Von Katzen dachte man lange Zeit, dass sie nicht fiir Leptospiren empfanglich sind.
Mittlerweile konnte dies widerlegt werden, doch Berichte tiber klinisch manifeste
Erkrankungen bei diesen Tieren kommen nur sehr sporadisch vor (SCHULLER et
al., 2015; WEIS et al., 2017).

Die Leptospirose beim Pferd wird vor allem durch die Serovare Kennewicki und
Grippotyphosa verursacht, wobei sich der Grofteil der Tiere haufig nur subklinisch
mit der Infektion auseinandersetzt. Neben dem Auftreten von Aborten und dem
somit potentiellen Verlust wertvoller Fohlen wird aufRerdem ein Zusammenhang
von Leptospiren-Infektionen mit der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU)
diskutiert (ELLIS, 2015).

Bei Nutzieren wie Schweinen, Rindern, Schafen und Ziegen stehen Stérungen in
der Reproduktion mit Aborten und der Geburt lebensschwacher Jungtiere sowie
nachfolgende wirtschaftliche Schaden im Vordergrund (ELLIS, 2015). Die
Leptospirose bei Schwein und Schaf ist in Deutschland nach Anlage (zu 81) der
Verordnung tber meldepflichtige Tierkrankheiten meldepflichtig (BMJV, 2015),
ebenso wie die humane Leptospirose nach §7 des Infektionsschutzgesetzes (BMJV,
2019).

Neben den genannten Haus- und Nutztieren sind auch eine Vielzahl von Wildtieren
empfanglich fir Leptospiren. Neben Infektionen von Nagern und anderen kleinen
Sdugetieren wie Igeln und Mardern ist mittlerweile bekannt, dass die Leptospirose
auch bei Wildschweinen, Hirschen und Waschbaren auftritt (JANSEN et al., 2007;
KOIZUMI et al., 2009a; KOIZUMI et al., 2009b). In Stdamerika wurden hohe
Seroprdavalenzen von Leptospira-spp.-Infektionen bei Lamas und Alpakas
nachgewiesen (LLORENTE et al., 2002; ROSADIO et al., 2012); ein Umstand der
nicht zu vernachldssigen ist, da diesen Tieren in unseren Breitengraden immer mehr

Bedeutung in der Hobbytierhaltung zukommt.
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7.1 Leptospirose in Europa

Auch wenn die Leptospirose vor allem in Landern mit tropischem Klima auftritt,
so gibt es doch in den Industrielandern regelmaiiig Meldungen Uber Leptospirose-
Falle. In Deutschland werden dem Robert-Koch-Institut (RKI) jahrlich zwischen
40 und 160 Falle humaner Leptospirose gemeldet, wobei mehr als drei Viertel der
Infektionen ihren Ursprung in Deutschland hatten (RKI, 2015). Die restlichen
Patienten waren auf Reisen im Ausland, haben sich dort infiziert und sind
anschlieBend in Deutschland an den Folgen der Infektion erkrankt. Durch den
direkten Kontakt mit potentiell infizierten Tieren sind bestimmte Berufsgruppen
wie beispielsweise Tierdrzte, Landwirte oder Metzger flr eine Erkrankung
pradisponiert. Daher stammt auch die Bezeichnung ,,Schweinehiiterkrankheit®, die
durch eine Infektion mit dem Serovar Pomona ausgelost wird, fir das unter
anderem das Schwein als Reservoirwirt gilt (SCHMID & GIOVANELLA, 1947).
Eine Ubertragung von Leptospiren uber infizierte Haustiere wie Hunde oder auch
Hausratten auf den Menschen ist mdglich, tritt allerdings selten auf. H&ufiger
kommt es dagegen tber den Kontakt mit kontaminiertem Wasser oder Erdreich zu
Leptospirose-Ausbriichen. Im Jahr 2007 infizierten sich beispielsweise 13
Erdbeerpfliicker bei der Erntearbeit in Deutschland mit dem Serovar Grippotyphosa
(,,Erdbeerpfliickerkrankheit™). Durch den vorhergehenden, uniblich warmen
Winter konnten sich die auf den Feldern gefundenen WihIimduse extrem
vermehren, was das Risiko flr eine Infektion steigerte. Die meisten der Arbeiter
wiesen auBBerdem Riss- oder Schirfwunden an den Handen auf, die den Leptospiren
das Eindringen in den Korper ermdglichten (DESAI et al., 2009). Eine Vielzahl der
gemeldeten Leptospirose-Falle tritt auBerdem in der Freizeit bei der Ausiibung von
Wassersportarten auf (JANSEN et al., 2005). Vor allem nach heftigen Regenfallen
werden Leptospiren vermehrt von den Ufern in Gewasser eingeschwemmt; eine
Konstellation, die sowohl in Deutschland als auch in Osterreich bei Triathlon-
Teilnehmern zur Leptospirose fiihrte (BROCKMANN et al., 2010; RADL et al.,
2011).

7.2 Leptospirose auf Madagaskar

In tropischen Landern wie beispielsweise Madagaskar spielt die Leptospiren-
Ubertragung von Nutzieren auf den Menschen noch eine deutlich groRere Rolle als
in den Industrielandern. Dies liegt unter anderem an den oftmals schlechteren

herrschenden Hygienestandards sowie einem héheren Infektionsrisiko der Tiere, da
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diese héaufig aus gemeinsamen Wasserquellen trinken, in denen Leptospiren
aufgrund des vorherrschenden Klimas ideal tberleben konnen. Studien tber
Leptospirose auf Madagaskar sind allerdings sehr rar, weshalb lange Zeit nicht klar
war, ob auf der Insel Giberhaupt Leptospiren vorhanden sind oder nicht. Der erste
Fall von Leptospirose beim Menschen auf Madagaskar wurde 1956 beschrieben,
gefolgt von weiteren Fallen in den Jahren 1968, 1978 und 2001 (KOLOCHINE-
ERBER & BRYGOO, 1956; SILVERIE et al., 1968; LHUILLIER, 1978;
RALAIARIJAONA et al., 2001). All diese Falle wurden mittels MAT bestétigt,
wobei Reaktionen gegen die folgenden Serogruppen auftraten: Australis, Canicola,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae und Tarassovi. Fir samtliche
Serogruppen fungiert das Rind als Fehlwirt (ELLIS, 2015). In den Jahren 2015 und
2018 gelangen die ersten Nachweise von Leptospiren-DNA mittels PCR in zwei
Fallen von humaner Leptospirose (PAGES et al., 2015; GUILLEBAUD et al.,
2018). HAGEN et al. (2018) hingegen konnten bei 1.009 untersuchten humanen
Fieberpatienten keine Leptospiren-DNA im Blut nachweisen. Allerdings wurden in
dieser Studie keine Urinproben untersucht, was Patienten in einem spéateren
Infektionsstadium unentdeckt lasst und auch der MAT zum Nachweis spezifischer
Antikorper gegen Leptospiren fehlte. Bei den Untersuchungen von
RATSITORAHINA et al. (2015) wurde schlie8lich eine Seroprévalenz von 2,9%
bei gesunden und fieberhaften Humanpatienten (n = 678) nachgewiesen, wobei
Rinder einen signifikanten Risikofaktor darstellten. Aufgrund dieser
Risikofaktoranalyse kann eine Ubertragung von Leptospiren vom Rind auf den
Menschen angenommen werden. Auch zur Leptospirose bei madagassischen
Rindern gibt es nur wenige Informationen. Wie bereits beim Menschen wurden
1956 auch beim Rind Falle von Leptospiren-Infektionen beschrieben und mittels
MAT bestétigt. Dabei handelte es sich sowohl um gesunde als auch um kranke
Tiere, die aus Ost- und Zentralmadagaskar stammten (KOLOCHINE-ERBER &
BRYGOO, 1956; KOLOCHINE-ERBER et al., 1956). Zwolf Jahre spater wurde
bei gesunden Rindern aus Stidmadagaskar eine hohe Seropravalenz von 36% fir
Leptospiren-Infektionen detektiert (SILVERIE et al., 1968). Uber Leptospirose-
Félle bei Rindern aus dem Norden der Insel gibt es aktuell keine Daten.
RALAIARIJAONA et al. (2001) versuchten mittels PCR Leptospiren-DNA in
Rindernieren nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg. Allerdings war die Zahl der
untersuchten Tiere sehr gering und es wurde kein MAT durchgefuhrt, weshalb

unklar bleibt, ob die gepruften Rinder Uberhaupt Kontakt zu Leptospiren gehabt
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hatten. Auch auf Madagaskar spielen Nager (Rodentia) und Spitzméause sowie die
auf Madagaskar heimischen Tenreks eine wichtige Rolle als Reservoirwirte fur
Leptospiren. Bei den Tenreks handelt es sich um eine Sdugetierfamilie, die
ausschlieBlich auf Madagaskar vorkommt und die GrofRe von Spitzméusen oder
Igeln erreicht. Die meisten dieser Tiere sind nachtaktiv und erndhren sich von
wirbellosen Tieren. In Nierengewebe der genannten Tiergruppen konnte
Leptospiren-DNA der Spezies L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri und
L. mayottensis nachgewiesen werden (DIETRICH et al., 2014; DIETRICH et al.,
2018; MOSELEY et al., 2018; RAHELINIRINA et al., 2019). Die Préavalenz lag
zwischen 13% und 33,9%, bei Wanderratten (Rattus norvegicus) sogar bei 44,9%;
alle genannten Werte beziehen sich dabei auf den DNA-Nachweis
(RAHELINIRINA et al., 2010; DIETRICH et al., 2014; RAHELINIRINA et al.,
2019). Bereits vor uber zehn Jahren diskutierten SMYTHE et al. (2002a) die
potentielle Rolle von Flederméusen im Infektionszyklus der Leptospirose. Bei
madagassischen (vorrangig endemischen) Fledermdusen, wurde ebenfalls
Leptospiren-DNA der zuvor genannten Spezies nachgewiesen, wobei die meisten
Proben L. borgpetersenii und L. kirschneri zugeordnet werden konnten (GOMARD
et al., 2016; DIETRICH et al., 2018). LAGADEC et al. (2012) untersuchten neun
verschiedene Fledermausspezies auf Madagaskar und fanden eine Prévalenz von
34,6%.
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Abstract: Leptospirosis is a zoonotic disease of global importance, especially in tropical countries.
The current Leptospira spp. seroprevalence in cattle from central and northern Madagascar is
unknown. Thus, the aim of this study was to determine the seroprevalence resulting from infections
with pathogenic Leptospira spp. in zebu cattle from these areas. Serum samples from 194 animals were
tested by microscopic agglutination test (MAT) using a panel of 12 serovars as antigens. Samples with
a titer of >1:100 were considered positive. The overall seroprevalence was 59.3% (95% CI; 52.0-66.2%)
with titers ranging from 1:100 to 1:1600. Among the seropositive animals, the most frequent antibody
reactions were against serovar L. Tarassovi (serogroup L. Tarassovi) with 40.2% (33.3-47.5%), followed
by L. Hardjo (L. Sejroe) with 13.9% (9.5-19.8%), L. Grippotyphosa (L. Grippotyphosa) with 9.8%
(6.2-15.1%), L. Pomona (L. Pomona) with 7.7% (4.5-12.7%) and L. Autumnalis (L. Autumnalis) with
5.2% (2.6-9.5%). Less than 5% of the samples reacted positively against the remaining serovars.
These results indicate a very high exposure of Malagasy cattle to Leptospira spp. which, consequently,
poses a definite risk for people working with cattle acquiring this zoonotic infection.

Keywords: leptospirosis; Madagascar; cattle; seroprevalence; microscopic agglutination test

1. Introduction

Leptospirosis is an important—but neglected—bacterial zoonosis that occurs worldwide, especially
in tropical regions. Transmission of Leptospira spp. is possible either through direct contact with
infected carrier animals or indirectly through contaminated water sources. The most important source
of human infection is the brown rat (Rattus norvegicus), but many other wild and domestic animals can
be reservoir hosts and shed leptospires [1]. Usually the infection source is urine from infected animals,
but transmission from cattle to humans is also possible through aborted fetuses or vaginal discharges
after abortion or calving [2].

Leptospires are spirochaetes belonging to the genus Leptospira, which is divided into 20 genetically
different genospecies. In addition, there are presently 24 serogroups with nearly 300 serovars described
for pathogenic leptospires [3,4].

Annual cases of human leptospirosis are estimated at 1 million, with 58,900 deaths worldwide,
and the majority of cases occur in the tropical regions. Seventy-three percent of cases and deaths are
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found within the tropical climatic zone between the northern and southern tropics, which includes
Madagascar. This makes the disease one of the leading zoonotic causes of morbidity and mortality in
the human population [5].

In Madagascar, studies about leptospirosis are rare and, for a while, it was not obvious if Leptospira
spp. were present on the island or not. There are a few studies pertaining to leptospiral infection in
humans that have been carried out so far. The earliest evidence of human leptospirosis was reported in
1956 [6], followed by additional described cases in 1968, 1978, and 2001 [7-9]. All cases were confirmed
using a microscopic agglutination test (MAT), which is the gold standard in serological diagnosis.
The results of the MAT showed antibody reactions against the following serogroups: L. Australis,
L. Canicola, L. Grippotyphosa, L. Hebdomadis, L. Icterohaemorrhagiae and L. Tarassovi. Cattle are
incidental hosts for all of these serogroups [2]. In 2015, leptospire organisms were detected and
confirmed in a human case using molecular methods, specifically the polymerase chain reaction (PCR),
for the first time [10]. A cross-sectional study on human leptospirosis in Madagascar from 2015 found
a seroprevalence of 2.9% (1 = 678) in healthy and febrile humans; cattle were a significant risk factor
for seropositivity (odds ratio [OR] = 3.4, p-value = 0.02) [11]. Based on this risk-factor analysis, a cattle
to human transmission pathway can be hypothesized.

Infection by Leptospira spp. can cause severe disease in cattle, such as pyrexia, hemolytic anemia,
jaundice, meningitis, or even death, but these cases are uncommon and very rare. The infection with
serovar L. Hardjo, for which cattle are known to be a maintenance host, is often subclinical. Importantly,
however, the economic losses for farmers resulting from reproductive disorders or abortion are not
negligible, and affected cattle can pose a possible threat to the health of their owners. Moreover,
infection in dairy cows may sometimes show as an acute milk drop syndrome [2].

Data about leptospirosis in Malagasy cattle is very scarce. The only reports on MAT-confirmed
leptospirosis in sick and healthy animals from eastern and central Madagascar were published in
1956 [6,12]. In the southern part of the island, a high seroprevalence in healthy cattle of more than 36%
was found using MAT in 1968 [7]. Information about leptospirosis in cattle from northern Madagascar
is not available. The most recent study tried to detect DNA from Leptospira spp. in bovine kidney
samples with PCR, but without positive results [9]. However, it should be noted that the number of
tested animals was very small and no MAT was performed. Thus, it was not clear whether the tested
animals had any contact with leptospires.

The present study aimed to obtain more information about the current infection status of cattle
from central and northern Madagascar with Leptospira spp. and, in the case of high seropositivity,
reveal a possible public health risk.

2. Materials and Methods

2.1. Animals and Sample Collection

Serum samples from 201 zebu cattle were collected in three different slaughterhouses in the
municipality of Bemasoandro (district of Antananarivo-Atsimondrano) in Madagascar in October 2012.
All blood samples were left to clot at ambient temperature before the serum was collected and stored
at —20 °C. Samples of these animals were investigated prior to the present work in the scope of a study
on different zoonotic diseases [13-15].

Afterwards, the samples were delivered on dry ice to the Institute of Infectious Diseases and
Zoonoses, LMU Munich, Germany for serological analysis and were stored at —80 °C until testing.

2.2. Serological Analysis

To detect antibodies against pathogenic Leptospira spp., all serum samples were tested with the
MAT, in accordance with the methodology of Goris and Hartskeerl [16]. Cultures with living organisms
of 12 Leptospira spp. reference strains were used in this study (Table 1).
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Table 1. Panel of Leptospira spp. strains used as antigens in the microscopic agglutination test (MAT).

Genospecies Serogroup Serovar Strain
Australis Australis Ballico
Autumnalis Autumnalis Akiyami A
Bataviae Bataviae Swart
L. interrogans Canicola ' Canicola ' Hond Utrecht IV
Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae Ictero I
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
Ballum Ballum Mus 127
L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

Serovars were chosen based on previously published data from Madagascar [6,7,12]. All reference
strains were originally supplied by the Federal Institute of Risk Assessment (Berlin, Germany)
except strain Veldrat Batavia 46, which came from the Academic Medical Center (Amsterdam, The
Netherlands). Negative (phosphate-buffered saline, PBS) and positive (rabbit antisera) controls
were included in the test protocol. Rabbit antisera were also supplied by the Academic Medical
Center (Amsterdam, The Netherlands). Leptospiral strains used in the MAT were cultured in liquid
Ellinghausen-McCullough—Johnson-Harris (EMJH) medium (Becton, Dickinson and Company, Sparks,
MD, USA), incubated at 29 °C, and used after 7 to 11 days of culture. For standardization, leptospires
were counted with a Petroff-Hausser counting chamber (Hausser Scientific, Horsham, PA, USA) and
adjusted to approximately 2 x 10° organisms per mL.

To protect the laboratory personnel from infection, all serum samples were heat-inactivated for
30 min in a water bath at 56 °C [16].

All samples were initially screened at a dilution of 1:50 with an inverse dark-field microscope
(Leica DMi8, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) using 100x total magnifying power. Sera with
a positive reaction in this screening were titrated in a serial twofold dilution from 1:50 to 1:6400 to
determine the end-point titer. The antibody titer is defined as the highest dilution containing >50% of
agglutinated leptospires. Samples with a titer of >1:100 were considered positive. If no agglutination
was detectable, the sample was considered negative.

2.3. Statistical Analysis

Data was organized and analyzed with Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA) and OriginPro 9.1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). The overall
seroprevalence, prevalence for each serovar, 95% confidence intervals (CI), and geometric mean
titer for each serovar were calculated [17]. Differences in the Leptospira spp. seroprevalence and
seroprevalences of each serovar according to geographic sampling regions were analyzed by a
chi-square test. A p-value less than 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Description of Study Population and Tested Samples

A total of 201 serum samples were collected from cattle in three slaughterhouses located close to
Antananarivo, the capital of Madagascar. The cattle originated from five different regions in central
and northern Madagascar: Bongolava (1 = 79; 39.3%), Haute Matsiatra (1 = 63; 31.3%), Menabe (1 = 27;
13.4%), Sofia (n = 22; 10.9%) and Vakinankaratra (n = 10; 5.0%) (Figure 1).
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Figure 1. Origin of Malagasy zebu sera.

All cattle were pure Bos indicus breed and exclusively male with an age between 4 and 20 years.
Two animals were classified as sick during routine veterinary examination; all other cattle were
considered healthy.

From these 201 collected samples, seven samples could not be evaluated due to insufficient serum
quality or small amounts of serum. Finally, 194 samples were tested serologically using MAT.

3.2. Serological Results

Of the 194 tested sera, a total of 115 samples had a positive titer of 1:100 or higher against
one or more serovars, which results in an overall seroprevalence of 59.3% (95% CI; 52.0-66.2%).
The most reactive serovar was L. Tarassovi (serogroup L. Tarassovi) with 40.2% (33.3-47.5%), followed
by L. Hardjo (L. Sejroe) with 13.9% (9.5-19.8%), L. Grippotyphosa (L. Grippotyphosa) with 9.8%
(6.2-15.1%), L. Pomona (L. Pomona) with 7.7% (4.5-12.7%) and L. Autumnalis (L. Autumnalis) with
5.2% (2.6-9.5%). Serovars L. Pyrogenes (serogroup L. Pyrogenes), L. Bataviae (L. Bataviae), L. Australis
(L. Australis), L. Javanica (L. Javanica) and L. Ballum (L. Ballum) showed a seroprevalence of less than
5% each (Table 2). No sample showed a positive reaction against serovar L. Canicola (L. Canicola) or
L. Icterohaemorrhagiae (L. Icterohaemorrhagiae).
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The Leptospira spp. seroprevalence among the five sampling areas showed no statistically
significant difference (p-value = 0.71). Moreover, there were no statistically significant differences
between the seroprevalences of each serovar among the five different sampling regions (Table S1).

Table 2. Number of seropositive samples and seroprevalence of Leptospira spp. serovars using MAT
(titer > 1:100); in total 194 bovine serum samples from central and northern Madagascar were included
in the study.

Serovar Seropositive Samplesn  Seroprevalence % CI 95%
L. Tarassovi 78 40.2 33.3-47.5
L. Hardjo 27 13.9 9.5-19.8
L. Grippotyphosa 19 9.8 6.2-15.1
L. Pomona 15 7.7 4.5-12.7
L. Autumnalis 10 52 2.6-9.5
L. Pyrogenes 9 4.6 2.3-8.9
L. Bataviae 6 3.1 1.3-6.9
L. Australis 2 1 0.2-4.1
L. Javanica 2 1 0.2-4.1
L. Ballum 1 0.5 0.0-3.3
L. Canicola 0 0 -
L. Icterohaemorrhagiae 0 0 -

Reactions with two or more serovars were detected in 42/115 samples (36.5%). Most reactions
against more than one serovar in a single serum sample were observed for L. Tarassovi with L. Hardjo
(Table 3).

Table 3. Number and percentage of positive samples reacting with two, three or more serovars.

PositivaSetevais Samples with Multiple Serovars with Frequent

Reactions 1 (%) Reactions ()
2 32 (27.8)
3 8(7.0) T1+HJ2(9)
4 2(1.7)

! L. Tarassovi, 2 L. Hardjo.

MAT titers ranged from 1:100 to 1:1600, with one sample having a positive titer of 1:1600 against
serovar L. Grippotyphosa (Figure 2, Table S2). The geometric mean titer ranged from 1:100 (L. Ballum)
to 1:247 (L. Grippotyphosa) (Figure 3).
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Figure 2. Number of seropositive samples with titers from 1:100 to 1:1600 for each serovar.
Seroprevalences of some serovars may be overestimated due to cross-reactivity. Serovars included in
the test: L. Tarassovi (T), L. Hardjo (HJ), L. Grippotyphosa (G), L. Pomona (P), L. Autumnalis (AT), L.
Pyrogenes (PY), L. Bataviae (BAT), L. Australis (A), L. Javanica (JAV), L. Ballum (BA), L. Canicola (CAN)
and L. Icterohaemorrhagiae (ICT).

300

Mean titer
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Figure 3. Mean titer of each serovar. Serovars included in the test: L. Tarassovi (T), L. Hardjo (H]),
L. Grippotyphosa (G), L. Pomona (P), L. Autumnalis (AT), L. Pyrogenes (PY), L. Bataviae (BAT),
L. Australis (A), L. Javanica (JAV), L. Ballum (BA), L. Canicola (CAN) and L. Icterohaemorrhagiae (ICT)
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4, Discussion

The aim of this study was to evaluate the seroprevalence of Leptospira spp. in cattle from central
and northern Madagascar, indicating past exposure to leptospires. For all the data presented here, it
has to be considered that we only tested male cattle and the situation may be different for female cattle.
The obtained seroprevalence of 59.3% shows high exposure of cattle to Leptospira spp. and a possible
public health risk for people working with cattle. According to the data presented here, leptospirosis
appears to be a major infectious disease in Malagasy cattle, which is in agreement with data from
Reunion Island (also part of the Western Indian Ocean islands) [18]. In a similar study from 1968 that
focused on leptospirosis in cattle from southern Madagascar, the seroprevalence was 36.1% (n = 72) [7].
Factors associated with such a high seroprevalence in cattle may be due to contact with other animals,
such as domesticated or wild pigs, sheep, rodents or other small mammals, which also carry leptospiral
infections and transmit the organisms via urine. Another important source of infection could be the
common usage of water sources. The transmission of leptospires via venereal spread is also a factor
that should not be underestimated.

Among the five geographic sampling regions, there was no significant statistical difference in
seroprevalence. The main reason for this is probably the sample size, which was not large enough to
detect small differences. Another factor could be the very similar climatic conditions in these regions.
Usually high humidity and rainfall are associated with cases of leptospirosis, because under these
conditions most leptospires have a very high survival rate in the environment. Central and northern
Madagascar is known for its sub-humid to humid climate, in contrast to the (semi-)arid southern
part of the island [19]. The tropical climate on islands in the Western Indian Ocean consists of two
main seasons: A hot and rainy season, the austral summer, and a dry season, the austral winter [18].
As our sampling was conducted during the austral summer, the exposure to leptospires may have
been slightly higher than during the dry winter period.

The most reactive serovar in 40.2% of the tested samples was L. Tarassovi (genospecies
L. borgpetersenii), which corresponds with data from cattle in southern Madagascar [7]. L. Tarassovi is
well-known for infections in beef cattle from New Zealand and Australia, with herd seroprevalences of
74.0% and 13.9%, respectively [20,21]. A recent study in Thailand detected a herd-seroprevalence of
92.9% for L. Tarassovi [22]. Although, in these studies, a MAT cut-off titer of 1:48 or 1:50 was used, both
of which are lower than the one we used in our study. Additionally, pigs and wild boars are known
to be maintenance hosts for serovar L. Tarassovi. In Madagascar, most pigs are located in the central
and northern part of the island; though, data about the population of wild boars are missing [19].
As contact with wild boars or pigs may occur during grazing, their role in the pig—cattle transmission
cycle seems to be quite important. Note that, due to cross-reactivity in the MAT, it is possible that
another serovar indicated the antibody reaction for L. Tarassovi, and therefore its seroprevalence could
be overestimated.

Serovar L. Hardjo (genospecies L. interrogans) is usually associated with cattle, as they are known
to be a maintenance host. The observed seroprevalence of 13.9% shows that L. Hardjo is present in
Malagasy cattle. Currently, information about the genospecies L. interrogans and L. borgpetersenii on
Madagascar is missing. Thus, as these genospecies are likely to cross-react in the MAT, it may be possible
that the detected antibodies are against L. borgpetersenii serovar Hardjo, but not L. inferrogans serovar
Hardjo. Transmission of serovar L. Hardjo is possible through placental infection or direct contact with
urine or fetal membranes from infected cattle [2]. The animals in our study were exclusively male, so
they were probably already infected as a fetus or during birth. Transmission from other infected cattle
may also be possible. In maintenance hosts, infection is often subclinical or the clinical signs are very
mild. Chronic leptospirosis, on the other hand, can lead to abortion, stillbirth or infertility in female
cattle [2]. The economic impact of the infection in cattle from Madagascar is still unknown.

The obtained seroprevalence of 9.8% for the rodent-associated serovar L. Grippotyphosa
(genospecies L. kirschneri) shows that this classical transmission pathway, perpetuated by small
mammals, also plays a role in Malagasy cattle. Madagascar, with its diversity of ecosystems and
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mammal populations, provides a very wide range of potential hosts for Leptospira spp. [18]. Additionally,
endemic small mammals (e.g., rodents, tenrecs and shrews) and bats may have a role in the transmission
cycle that includes cattle, as they harbor leptospires from the same genospecies like the ones found in
our study [23,24].

Exposure to two or more serovars, or exposure to one serovar with cross-agglutinations, was found
in 36.5% of the tested samples. Cross-reactions may occur, since several common antigens are found
among leptospires. During the acute phase of an infection, IgM antibodies may be present at elevated
levels, followed later by the production of more specific IgG antibodies. IgM may also contribute to a
certain degree of antibody cross-reaction. After an infection has been overcome, antibody titers can
decline at very different rates. Especially following a case of acute infection, some titers may remain
high for a long time and may take months or even years to decline to lower levels. Thus, if a sample
shows cross-reactions, the highest titer does not necessarily indicate the infecting serovar. However,
as shown previously, it does indicate that the animal was at least, at one time, infected by a strain
belonging to this serogroup [25]. Infecting serovars can only be identified with isolates from infected
tissues or fluids, which is rather difficult, or with PCR, which can be run directly from urine or tissues.
The research community is divided regarding the interpretation of MAT results. Some argue that
data obtained with MAT only provide a general impression about the presence of serogroups within
a population or within the environment [26]. However, if the epidemiology of leptospirosis is well
known, and the MAT validated in the context of a country, MAT results can be serovar-specific [27].
Given the unknown epidemiology in Madagascar, MAT interpretation regarding serovars should be
made with caution.

Antibody titers in our study ranged from 1:100 to 1:1600. According to the OIE (Office International
des Epizooties, World Organization for Animal Health) a titer of >1:100 is considered positive [28]. Yet,
clinically relevant titers in cases of acute leptospirosis are usually much higher [26]. In our study, all
animals were considered healthy during routine veterinary examination with two exceptions, from
which one showed an antibody titer against serovar L. Tarassovi of 1:200. As the titer of this case is
reasonably low, acute leptospirosis is not expected.

Most of the antibody levels we detected were low (<1:400). They probably resulted from
earlier infections with antibodies remaining in the sera or very early infections without clinical signs.
High titers of 1:800 or 1:1600 were found for serovars L. Grippotyphosa, L. Hardjo, L. Pomona,
L. Pyrogenes and L. Tarassovi. The affected animals could have had acute leptospirosis without
obvious clinical signs, or the titers may have resulted from older infections with slowly decreasing (but
remaining) antibody levels. Another reason could be a reinfection, wherein antibodies from an older
infection were still present, and thus the titer was boosted because of the production of new antibodies.
High antibody titers are also possible during the early weeks after vaccines have been applied. As this
latter scenario is not practiced in Madagascar, vaccination can be excluded as a possible reason for the
antibody positivity.

With 194 samples, the sample size was large enough to precisely estimate an apparent prevalence
of 15%, with a precision of 0.05 and confidence of 95%. Hence, our sample size was too small to get
a precise estimate for the existing prevalence, which was reflected in the wider confidence intervals.
A limitation of the study is the small and varying number of samples from each geographic region.
Further, as the samples were collected in slaughterhouses, the origin of the animals was unknown and
equal distribution of the areas was not possible. Therefore, we did not calculate the seroprevalence for
each sampling region, but for the central and northern part of Madagascar in total.

From our study, we can show that cattle from central and northern Madagascar have been exposed
to Leptospira spp., but the number of cattle suffering from leptospirosis with clinical signs is still
unknown. Moreover, the importance of leptospirosis in humans in Madagascar is not clear, as there are
only a few reports; for example, a recent study in fever patients (1 = 1009) did not detect leptospiral
DNA with real-time PCR [15]. In particular, areas with rice cultivation, where cattle and rodents occur,
infection in humans can be suspected.
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To evaluate the public health relevance, the detection of leptospiral DNA in bovine kidney or urine
samples and the status of cattle as shedders of pathogenic leptospires is highly recommended as the next
steps in future research. Additionally, insight on the seroprevalence in female cattle and the economic
impact of Leptospira spp. infection on Malagasy cattle may also assist in assessing the importance of
future leptospirosis control in Madagascar. Finally, further studies on leptospirosis in humans are
highly recommended to evaluate the current infection status of this widespread zoonotic disease.

5. Conclusions

A seroprevalence of 59.3% is strong evidence for exposure of cattle from central and northern
Madagascar to pathogenic leptospires. Hence, transmission of Leptospira spp. from livestock to humans
is possible and should be considered as a risk factor relevant for public health aspects. Based on these
findings, we recommend further studies focusing on detection of leptospire organisms in Malagasy
cattle, rodents and humans to reveal and characterize the shedding status of affected animals and herds,
and to determine the relevance for humans. Beyond the detection of leptospires, it is also advised to
search for possible causes of Leptospirosis on Madagascar. Moreover, humans on Madagascar should
be informed adequately about this zoonotic disease and how they can prevent themselves from being
infected. For example, by avoiding contact with rodents or the urine of cattle, or the use of protective
gloves during work with cattle.
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V. DISKUSSION

Leptospirose ist eine durch Bakterien verursachte Zoonose, die weltweit bei Tier
und Mensch auftritt und vor allem in Gegenden mit tropischem Klima von grofer
Bedeutung ist. Beim Rind stehen vorrangig Stérungen in der Reproduktion und
Fruchtbarkeit sowie eventuelle wirtschaftliche Folgeschaden im Vordergrund
(ELLIS, 2015). Die Datenlage ist je nach Region unterschiedlich. Madagaskar
beispielsweise zahlt zu jenen L&ndern, aus denen nur wenig hinsichtlich dieser
zoonotischen Erkrankung bekannt ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, den
Infektionsstatus von Rindern aus dem Zentrum und Norden Madagaskars zu
bestimmen, da solche Daten bisher fehlten. Epidemiologische Studien zur
Leptospirose werden in der Regel mittels MAT durchgefiihrt, da dieser Test
Aufschluss dartiber gibt, ob untersuchte Individuen bereits Kontakt zum Erreger
hatten und wenn ja, in welchem Ausmal und mit welchen Serogruppen. Auch in
der vorliegenden Arbeit wurden die Serumproben von Zeburindern (n = 194) aus
Zentral- und Nordmadagaskar mittels MAT auf spezifische Antikorper gegen
Leptospira spp. hin untersucht. Dabei wurden alle Proben in einem ersten Schritt
bei einer Anfangsverdiinnung des Serums von 1:50 voruntersucht. Jene Proben, die
hier positiv reagierten, wurden anschlie3end titriert und ab einem Titer von 1:100
als positiv beurteilt (WHO, 2003; OIE, 2014). In einer anfanglichen
Voruntersuchung wurden die Proben zudem bei einer Verdiunnung von 1:25
uberprift. Jedoch fiihrte dieser Ansatz bei sehr vielen Proben zu unspezifischen
positiven Reaktionen. Als die Anfangsverdinnung auf 1:50 erhéht wurde, konnten
eindeutig positive Agglutinate ausgewertet werden, weshalb in der Folge alle

weiteren Serumproben erst ab einer Verdiinnung von 1:50 untersucht wurden.

Mit einer Seropravalenz von 59,3% wird eine klare Exposition von madagassischen
Rindern aus den untersuchten Regionen gegenuber Leptospiren erkennbar. In der
Folge kann dies ein Infektionsrisiko fur jene Menschen darstellen, die mit Rindern
arbeiten oder auf dichtem Raum zusammenleben. SILVERIE et al. (1968) fanden
bei Rindern aus Sudmadagaskar ebenfalls eine hohe Seropravalenz von 36,1%
(n=72). Leptospirose scheint somit auf Madagaskar eine weitverbreitete
Infektionskrankheit beim Rind zu sein, deren Bedeutung nicht unterschétzt werden
sollte. Dies stimmt Giberein mit Daten aus La Réunion, das ebenfalls zur Gruppe der
westlichen Inseln des Indischen Ozeans gehért. Dort ist bereits seit 1980 bekannt,
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dass die Leptospirose eine der wichtigsten Infektionskrankheiten beim Rind ist
(MOUTOU, 1980), wobei die Serogruppe Sejroe am h&ufigsten bei Milch- und
Fleischrindern zirkuliert (DESVARS et al., 2013b). Hauptursache fir Aborte bei
Milchrindern auf La Reéunion sind die Serogruppen Sejroe und Hebdomadis
(GARES, 2003).

1 Vergleich der untersuchten Regionen

Samtliche Proben der vorliegenden Arbeit wurden an drei verschiedenen
Schlachthdfen im  Bezirk Antananarivo-Atsimondrano entnommen. Die
geschlachteten und beprobten Rinder stammten urspriinglich aus finf
verschiedenen Regionen aus Zentral- und Nordmadagaskar. Hinsichtlich der
Seropravalenz fur Leptospira-spp.-Infektionen konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gebieten festgestellt werden. Auch die
Seropravalenzen der einzelnen Serovare in den fiinf untersuchten Regionen
unterschieden sich statistisch nicht signifikant. Die Hauptursache daflr ist
vermutlich die nicht angemessen hohe Probenanzahl, die in der Folge nicht
ausreicht, um eindeutige Unterschiede darzustellen. Ein weiterer Grund konnten die
klimatischen Bedingungen sein, die in allen fiinf untersuchten Regionen sehr
ahnlich sind. VVor allem bei Regen und damit einhergehender hoher Luftfeuchtigkeit
werden hdufig Falle von Leptospirose verzeichnet, da die meisten Leptospiren
gerade unter diesen klimatischen Bedingungen sehr lange in der Umwelt tberleben
kdénnen (GREENE et al., 2012). Madagaskar wird grob in zwei klimatische Zonen
eingeteilt, wobei der Norden und das Zentrum eher humid sind, der Stiden hingegen
arid ist (FAO, 2005). Somit lagen alle funf Beprobungsgebiete in der gleichen,
feuchten Klimazone. Auf Madagaskar und den weiteren westlichen Inseln des
indischen Ozeans gibt es klassischerweise zwei Hauptjahreszeiten: den stdlichen
Sommer (,,austral summer*) und den siidlichen Winter (,,austral winter*). Wahrend
der Sommer sehr hei und verregnet ist, ist der Winter geprégt von einer
Trockenperiode (DESVARS et al., 2013a). Die Proben der vorliegenden Arbeit
wurden wahrend des Stdsommers entnommen, also wahrend der regenreichen
Periode, weshalb die Exposition der Rinder gegeniiber Leptospira spp. eventuell

ein wenig hoher war, als dies wéhrend der Trockenzeit der Fall wére.
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2 Untersuchte Serovare im MAT und die durch deren

Infektion hervorgerufenen Pravalenzen
Die Auswahl der Serovare, die im vorliegenden MAT verwendet wurden, basierte
auf zuvor publizierten Daten aus Madagaskar. KOLOCHINE-ERBER et al. (1956)
untersuchten erkrankte und gesunde Rinder von der Ostkiste und aus
Zentralmadagaskar. Am héufigsten fanden sie Titer gegen die Serovare Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Mitis Johnson (= Tarassovi), Bovis
(= Hardjo), Bataviae, Canicola und Australis. Im gleichen Jahr fanden
Untersuchungen am Schlachthof in Antananarivo statt; hier waren die
auffallendsten Titer jene gegen die Serovare Ballum, Australis, Mitis Johnson
(= Tarassovi) und Sentoti (KOLOCHINE-ERBER & BRYGOO, 1956). Die dritte
und vorerst letzte Studie zu spezifischen Antikérpern gegen Leptospiren fiihrten
SILVERIE et al. (1968) bei gesunden Rindern aus der Region Tulear
(Sudmadagaskar) durch. Hier war der MAT vor allem bei den Serovaren Tarassovi
und Bataviae positiv, gefolgt von Icterohaemorrhagiae, Javanica, Ballum,

Pyrogenes, Cynopteri, Autumnalis und Grippotyphosa.

Das Serovar, das in der vorliegenden Arbeit mit 40,2% der Serumproben und somit
am haufigsten reagierte, war Tarassovi (Genospezies L. borgpetersenii). Auch bei
SILVERIE et al. (1968), die Rinder aus dem Suden Madagaskars auf Antikorper
gegen Leptospiren untersuchten, war Serovar Tarassovi mit einer Seropravalenz
von 46,2% das am meisten reagierende Serovar. Studien aus anderen Landern
zeigen dhnliche Zahlen wie beispielsweise Mexiko mit 53,3% (MAT cut-off Titer
1:100; SEGURA-CORREA et al., 2003). In Neuseeland und Australien ist Serovar
Tarassovi bekannt fur seine Infektionen bei Fleischrindern und tritt mit Herden-
Seropravalenzen von 74,0% beziehungsweise 13,9% auf (HEUER, 2006;
MANNEWALD, 2016). Bei einer aktuellen Studie aus Thailand lag die Herden-
Seropravalenz fur das Serovar Tarassovi sogar bei 92,9% (YATBANTOONG &
CHAIYARAT, 2019). Allerdings wurde in den zuvor genannten Studien ein cut-
off Titer von 1:48 beziehungsweise 1:50 verwendet, was niedriger ist als jener in
der vorliegenden Arbeit. Die wichtigsten Reservoirwirte fiir Serovar Tarassovi sind
Schweine und Wildschweine (BOLIN, 2000). Auf Madagaskar wird der Grofteil
der Schweine im Zentrum und dem ndérdlichen Teil der Insel gehalten (FAO, 2005),
also genau jenen Gebieten, in denen die Proben fir die vorliegende Arbeit

entnommen wurden. Uber die Verteilung der Wildschweinpopulationen auf
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Madagaskar gibt es aktuell keine Daten. Da Rinder beim Weiden durchaus Kontakt
mit Schweinen und deren wildlebenden Artgenossen haben, ist eine Ubertragung
der Leptospiren vom Schwein auf das Rind moglich und scheint in Anbetracht der

hohen Seropravalenz fiir Serovar Tarassovi eine wichtige Rolle zu spielen.

Mit einer Seroprdvalenz von 13,9% folgte Serovar Hardjo (Genospezies
L. interrogans), fir das neben dem Schaf auch das Rind einer der Reservoirwirte
ist (BOLIN, 2000; ELLIS, 2015). Uber die beiden Genospezies L. interrogans und
L. borgpetersenii gibt es aktuell noch keine Daten aus Madagaskar. Da diese zwei
Genospezies im MAT oft kreuzreagieren, konnten die detektierten Antikorper
moglicherweise auch gegen L. borgpetersenii Serovar Hardjo und nicht
L. interrogans Serovar Hardjo gebildet worden sein. Die Ubertragung von Serovar
Hardjo ist neben dem klassischen Weg mittels Urin auch tber den direkten Kontakt
mit Eihduten oder Nachgeburt moglich. Der Fetus selbst kann aulRerdem ber die
Plazenta mit Leptospiren infiziert werden (ELLIS, 2015). Bei Reservoirwirten
verlauft die akute Infektion mit Leptospira spp. meist subklinisch oder die
klinischen Veranderungen sind nur mild ausgepragt. Die chronische Leptospirose
hingegen fuhrt beim weiblichen Rind hdufig zu Stérungen in der Reproduktion, wie
beispielsweise Aborten, Totgeburten oder Unfruchtbarkeit (ELLIS, 2015). In der
vorliegenden Studie konnte zwar gezeigt werden, dass madagassische Rinder
spezifische Antikdrper gegen das Serovar Hardjo aufweisen, doch die tatsachlichen
Auswirkungen dieser Infektionen sowie deren potentieller wirtschaftlicher Einfluss
sind nach wie vor unbekannt. Der GroRteil der Ubertragung von Serovar Hardjo
findet sicherlich innerhalb der Rinderherden statt, doch auch eine Ubertragung von
domestizierten oder wildlebenden Schafen auf das Rind sind nicht vollends

auszuschlieRen.

Serovar Grippotyphosa (Genospezies L. kirschneri) folgte mit einer Pravalenz von
9,8%. Leptospiren dieses Serovars werden klassischerweise von Nagern, vor allem
Mausen, ausgeschieden (GREENE et al., 2012). Madagaskar bietet mit seiner
Vielfalt an Okosystemen den unterschiedlichsten Saugetieren Lebensraum, die
wiederum als potentielle Wirte fiir Leptospiren in Frage kommen (DESVARS et
al., 2013a). DIETRICH et al. (2014) konnten zeigen, dass die auf Madagaskar
heimische S&dugetierfamilie der Tenreks mit Leptospiren der Genospezies
L. kirschneri infiziert ist. Auch bei Flederméusen auf Madagaskar konnten bereits
Infektionen mit L. kirschneri nachgewiesen werden (GOMARD et al., 2016).
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Neben der genannten Genospezies wurden zusétzlich Infektionen mit
L. borgpetersenii und L. interrogans bei Nagern, Tenreks und Flederm&usen
gefunden (LAGADEC etal., 2012; GOMARD et al., 2016; DIETRICH et al., 2018;
MOSELEY et al., 2018). Alle aufgefiihrten Genospezies wurden auch in den
Serumproben der Rinder aus der vorliegenden Studie gefunden, weshalb
anzunehmen ist, dass die genannten Tiere im Leptospiren-Infektionszyklus von

madagassischen Rindern ebenfalls von Bedeutung sind.

Fur das Serovar Pomona (Genospezies L. interrogans), das eine Seroprévalenz von
7,7% aufwies, sind Rinder, Schafe und Schweine als Reservoirwirte bekannt
(BOLIN, 2000). Wie bereits oben erwahnt, wird der Grof3teil der Infektionen mit
Leptospiren innerhalb der Rinderherden stattfinden und ein Kkleinerer Teil kann

durchaus durch eine Ubertragung von Schafen oder Schweinen moglich sein.

Leptospiren des Serovars Autumnalis (Genospezies L. interrogans), die in der
vorliegenden Arbeit mit einer Seroprdavalenz von 5,2% verzeichnet wurden,
vermehren sich vor allem in Méusen und werden von diesen ausgeschieden. Hier
spielt erneut der klassische Ubertragungsweg von kleinen Saugetieren auf das Rind

eine Rolle.

Von den restlichen sieben untersuchten Serovaren reagierten weniger als 5% der
Serumproben im MAT positiv. Daraus l&sst sich folgern, dass Leptospiren auf
Madagaskar vor allem tiber die zuvor genannten Saugetiere auf das Rind ibertragen

werden kdnnen.

3 Kreuzreaktionen und Interpretation der Titer

Insgesamt 36,5% der untersuchten Rinderseren reagierten im MAT mit zwei
(27,8%), drei (7,0%) oder vier (1,7%) Serovaren. Kreuzreaktionen treten im MAT
h&ufig zwischen Serovaren der gleichen Serogruppe auf, wobei die Titer dann
haufig bei allen Serovaren gleich hoch sind. Doch auch Serovare unterschiedlicher
Serogruppen koénnen kreuzreagieren, vor allem bei Proben, die in der akuten
Krankheitsphase entnommen wurden. Wahrend der akuten Phase der Leptospirose
werden vor allem IgM-Antikorper gebildet, denen anschliel3end die spezifischeren
IgG-Antikorper folgen. Da im MAT sowohl IgM- als auch IgG-Antikorper

nachgewiesen werden, kann dies zu einem gewissen Grad zu Kreuzagglutinationen
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fuhren. Eine weitere Ursache flr das Auftreten von Kreuzreaktionen sind die
zahlreichen Antigene, die auf mehreren Leptospiren zu finden und nicht Serovar-
spezifisch sind (LEVETT, 2001). Nachdem eine Leptospiren-Infektion einmal
Uberstanden ist, sinken die Titer mit sehr unterschiedlicher Geschwindigkeit wieder
ab. Vor allem nach einer akuten Infektion kdnnen die Titer noch lange sehr hoch
bleiben und brauchen oft Monate oder in manchen Féllen sogar Jahre, bis sie wieder
auf ein niedriges Niveau absinken. Wenn bei einer untersuchten Probe
Kreuzreaktionen auftreten, dann muss deshalb auch nicht immer das Serovar mit
dem hochsten Titer das infizierende Serovar sein. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass das betroffene Tier mindestens einmal mit einem Stamm infiziert war,
der zu dieser Serogruppe gehort (BLANCO et al., 2016). Eine eindeutige
Identifizierung des infizierenden Serovars ist Uber die Isolierung von Leptospiren
aus infiziertem Gewebe oder infizierten Korperflissigkeiten (Blut oder Urin)
mdoglich, wobei dies sehr aufwendig ist, oft Monate dauert und nicht immer
erfolgreich ist. Deutlich einfacher ist der Nachweis mittels PCR, die direkt aus
infiziertem Gewebe oder infizierten Korperflissigkeiten durchgefiihrt werden

kann. Diese Methoden kamen in der vorliegenden Studie aber nicht zum Einsatz.

Die MAT-Titer in der vorliegenden Arbeit lagen zwischen 1:100 und 1:1600. Laut
OIE (2014) werden alle Titer ab 1:100 als positiv beurteilt. Aus der Praxis weil}
man allerdings, dass klinisch relevante Titer im Fall einer akuten Leptospirose
deutlich héher sind. Alle Rinder in der vorliegenden Arbeit wurden am Schlachthof
wéhrend der routinemaRigen tierdrztlichen Untersuchung als ,,gesund* beurteilt.
Mit zwei Ausnahmen, wobei bei einem dieser Tiere im MAT ein Antikorpertiter
gegen Serovar Tarassovi von 1:200 festgestellt werden konnte. Da dieser Titer
allerdings eher niedrig ist, kann von einer nicht-akuten Leptospiren-Infektion

ausgegangen werden.

Der GroBteil der untersuchten Proben wies einen niedrigen Titer (< 1:400) auf.
Solche niedrigen Titer sind hdufig das Ergebnis einer vorangegangen und
Uberstandenen Leptospiren-Infektion, aus der noch verbleibende Antikdérper im
Serum nachgewiesen werden konnen. Eine weitere Moglichkeit ist eine akute
Leptospirose in einem sehr friihen Krankheitsstadium, in dem noch keine klinischen
Verdnderungen sichtbar werden und die Rinder deshalb als ,,gesunde Tiere zur
Schlachtung gehen. Die hochsten Titer lagen bei 1:800 und 1:1600 und waren gegen
die Serovare Grippotyphosa, Hardjo, Pomona, Pyrogenes und Tarassovi gerichtet.
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Da auch diese betroffenen Tiere am Schlachthof als ,,gesund* beurteilt wurden, ist
erneut eine akute Leptospirose ohne auffallende klinische Zeichen denkbar. Auch
altere, bereits uberstandene Infektionen mit Antikorpertitern, die nur sehr langsam
abnehmen, sind denkbar. Bei einer Reinfektion sind oftmals noch Antikérper aus
einer vorhergehenden Infektion vorhanden und durch die Bildung von neuen
Antikorpern kann es zu einem Anstieg des Antikdrperspiegels und somit des Titers
kommen. Aullerdem treten in den ersten Wochen nach Verabreichung eines
Impfstoffes klassischerweise sehr hohe Titer auf. Da dies bei Rindern auf
Madagaskar allerdings nicht praktiziert wird, scheidet die Impfung als Ursache fir

die detektierten hohen Antikorpertiter aus.

4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Rinder aus Zentral- und
Nordmadagaskar deutlich Leptospiren verschiedener Serovare ausgesetzt sind.
Weiterhin unbekannt ist allerdings die Zahl der Rinder, die tats&chlich nach einer
Infektion mit Leptospiren erkranken und klinische Veréanderungen zeigen. Auch die
Situation der humanen Leptospirose auf Madagaskar ist noch nicht ausreichend
erforscht. In einer kirzlich durchgefiihrten Studie bei Fieberpatienten (n = 682)
wurde lediglich bei einem der Patienten Leptospiren-DNA mittels PCR
nachgewiesen (GUILLEBAUD et al., 2018). Eine weitere Studie aus dem gleichen
Jahr untersuchte 1.009 Blutproben von Patienten mit Fieber unbekannter Genese
und konnte bei keinem der Patienten DNA von Leptospiren im Blut nachweisen
(HAGEN et al., 2018). Dem gegenuber steht das Ergebnis der Untersuchungen von
RATSITORAHINA et al. (2015), die bei 678 untersuchten humanen Blutproben
aus Moramanga eine Seropravalenz von 2,9% fanden. Gerade in Gegenden, in
denen Reis angebaut wird und in denen Rinder und Nager vorkommen, kdnnen

Falle humaner Leptospirose vermutet werden.

Kunftige Studien sollten sich mit dem Nachweis leptospiraler DNA mittels PCR
aus Nieren oder Urin von madagassischen Rindern befassen, um den Status der
Tiere als Leptospiren-Ausscheider beurteilen zu kénnen. Des Weiteren sollten die
wirtschaftlichen Folgen aufgrund von chronischen Infektionen mit Leptospira spp.
evaluiert werden. Daflr bietet sich beispielsweise die Untersuchung weiblicher

Rinder nach Abort oder bei Fruchtbarkeitsstérungen generell an. Da nun bereits in
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mehreren Studien auf Madagaskar eine hohe Seroprévalenz von Serovar Tarassovi
festgestellt wurde, empfiehlt sich ebenfalls eine Untersuchung von Haus- und
Wildschweinen, um deren potentielles Infektionsrisiko fur den Menschen zu
evaluieren. Zuletzt sind weitere Studien zur Leptospirose beim Menschen
notwendig, um zum aktuellen Infektionsstatus dieser wichtigen Zoonose
ausreichend Informationen zu erhalten. Dies ermdglicht in Zukunft eine ad&quate
Bekdmpfung der Leptospirose unter Einbezug zielgerichteter Hygiene- und
Préaventionsmalinahmen auf Madagaskar.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Leptospirose handelt es sich um eine bakterielle Zoonose, die tiberwiegend
in Landern mit tropischem Klima zu einer Vielzahl von Krankheits- und
Todesféllen bei Mensch und Tier fuhrt. Die Seropravalenz der Leptospira-spp.-
Infektion bei Rindern aus Zentral- und Nordmadagaskar ist bisher nicht bekannt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Seroprévalenz infolge einer Infektion
mit pathogenen Leptospiren bei Zebu-Rindern aus diesen Gebieten zu bestimmen.
Goldstandard in  der serologischen  Leptospiren-Diagnostik  ist  der
Mikroagglutinationstest (MAT), weshalb dieser auch verwendet wurde, um die 194
Serumproben auf Antikdrper gegen Leptospiren zu untersuchen. Dabei dienten
insgesamt 12 verschiedene Leptospiren-Serovare als Antigene. Alle Proben mit
einem Titer von >1:100 wurden als positiv eingestuft. Die Gesamtseropravalenz
betrug 59,3% (95% KI; 52,0-66,2%), wobei die Titer zwischen 1:100 und 1:1600
lagen. VVon jenen Rindern, deren Seren im MAT positiv reagierten, fanden die
meisten Antikdrperreaktionen mit einer Seropravalenz von 40,2% (33,3-47,5%)
gegen das Serovar Tarassovi (Serogruppe Tarassovi) statt, gefolgt von Hardjo
(Sejroe) mit 13,9% (9,5-19,8%), Grippotyphosa (Grippotyphosa) mit 9,8%
(6,2-15,1%), Pomona (Pomona) mit 7,7% (4,5-12,7%) und Autumnalis
(Autumnalis) mit 5,2% (2,6-9,5%). Gegen die verbleibenden sieben Serovare
reagierten weniger als 5% aller untersuchten Proben positiv. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen somit eine sehr hohe Exposition von madagassischen
Rindern gegenliber Leptospira spp. auf, was vor allem ein Infektionsrisiko fur jene
Menschen auf Madagaskar bedeutet, die mit Rindern arbeiten und zusammenleben.
Basierend auf diesen Erkenntnissen sollten weitere Studien durchgefiihrt werden,
um den Infektions- und Ausscheidungsstatus von Rindern und Nagern auf
Madagaskar zu bestimmen und potentielle Risiken fir die menschliche
Bevolkerung aufzudecken. AulRerdem mussen die Menschen vor Ort adaquat Gber
diese zoonotische Erkrankung informiert werden und aufgeklart werden, wie sie
Infektionen verhindern kénnen, beispielsweise durch die Vermeidung von Kontakt
mit Nagern oder dem Urin von Rindern sowie der Verwendung von

Schutzhandschuhen bei der Arbeit mit Rindern.
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VI. SUMMARY

Leptospirosis is a bacterial zoonosis of global importance that causes disease and
death in humans and animals, especially in countries with tropical climate. The
current seroprevalence of Leptospira spp. infection in cattle from central and
northern Madagascar is unknown. Therefore, the aim of the present study was to
determine the seroprevalence resulting from an infection with pathogenic
Leptospira spp. in zebu cattle from these two areas. The microscopic agglutination
test (MAT), which was used to detect antibodies against leptospires in all 194 serum
samples, is the gold standard in serological diagnosis. Twelf Leptospira spp.
serovars were used as antigens in the MAT. Samples with a titer of >1:100 were
considered positive. The overall seroprevalence was 59.3% (95% CI; 52.0-66.2%)
with titers ranging from 1:100 to 1:1600. Among all seropositive animals, the most
frequent antibody reactions were against serovar Tarassovi (serogroup Tarassovi)
with 40.2% (33.3-47.5%), followed by Hardjo (Sejroe) with 13.9% (9.5-19.8%),
Grippotyphosa (Grippotyphosa) with 9.8% (6.2-15.1%), Pomona (Pomona) with
7.7% (4.5-12.7%) and Autumnalis (Autumnalis) with 5.2% (2.6-9.5%). Less than
5% of all samples reacted positively against the remaining seven serovars. These
results indicate a very high exposure of Malagasy cattle to pathogenic Leptospira
spp., which documents the potential infection risk for people who work and live
together with cattle. Based on these findings, further studies focusing on the
detection of leptospires in Malagasy cattle and rodents are necessary, to reveal the
shedding status of affected animals and herds, and to determine the relevance for
humans. Moreover, humans on Madagascar should be informed adequately about
this important zoonotic disease and how they can protect themselves from being
infected, for example by avoiding contact with rodents or the urine of cattle, or the
use of protective gloves during their work with cattle.
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VIII.

ANHANG

Tabelle A 1: Seropravalenzen (%) der einzelnen Serovare in den jeweiligen
geografischen Regionen mit Angabe des p-Werts

Bongolava | Hauté | menape | Sofia | Vakinan-|
Serovar Matsiatra karatra
(%) (%) %) | ) | o) | Ve
L.! Tarassovi 32,9 48,4 36,0 38,1 50,0 0,29
L. Hardjo 13,2 14,5 12,0 19,1 0,0 0,93
L. Grippo? 13,2 12,9 0,0 4.8 0,0 0,45
L. Pomona 10,5 3,2 0,0 19,1 10,0 0,10
L. Autumnalis 9,2 1,6 4.0 4.8 0,0 0,17
L. Pyrogenes 5,3 4.8 8,0 0,0 0,0 0,75
L. Bataviae 1,3 4,8 4,0 4,8 0,0 0,73
L. Australis 1,3 1,6 0,0 0,0 0,0 0,97
L. Javanica 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 -
L. Ballum 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 -
L. Canicola 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
L. Ictero® 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -

! Leptospira, 2 Grippotyphosa, ® Icterohaemorrhagiae
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Tabelle A 2: Anzahl der positiven Proben (n) und relative Pravalenz (%) der

einzelnen Serovare fur jede MAT-Titerstufe

%

MAT Titer 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 | 1:1600 | 1:3200 | 1:6400
n 81 62 20 5 1 - -
Alle Serovare
% 41,8 32,0 10,3 2,6 0,5 - -
) n 31 33 13 1 - - -
L.! Tarassovi
% 16,0 17,0 6,7 0,5 - - -
) n 11 9 5 2 - - -
L. Hardjo
% 57 4.6 2,6 1,0 - - -
) n 9 7 2 - 1 - -
L. Grippo?
% 4.6 3,6 1,0 - 0,5 - -
n 11 3 - 1 - - -
L. Pomona
% 57 1,6 - 0,5 - - -
) n 6 4 - - - - -
L. Autumnalis
% 3.1 2.1 - - - - -
n 5 3 - 1 - - -
L. Pyrogenes
% 2,6 1,6 - 0,5 - - -
) n 5 1 - - - - -
L. Bataviae
% 2,6 0,5 - - - - -
n 2 - - - - - -
L. Australis
% 1,0 - - - - - -
. n - 2 - - - - -
L. Javanica
% - 1,0 - - - - -
n 1 - - - - - -
L. Ballum
% 0,5 - - - - - -
. n B - - - B B B
L. Canicola
% - - - - - - -
n - - - - - - -
L. Ictero3

! Leptospira, 2 Grippotyphosa, ° Icterohaemorrhagiae
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