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l. EINLEITUNG

Die Equine rezidivierende Uveitis (ERU), bekannt als eine intraokulare Leptospireninfektion
(Wollanke et al., 2004), zeigt sich durch wiederkehrende, fur das Pferd sehr schmerzhafte
Entzundungsschibe des inneren Auges. Diese fiihren im weiteren Verlauf, durch Zerstérung
intraokularer Strukturen, schlieflich zur Erblindung des betroffenen Auges (Gerhards u.
Wollanke, 2001). Leptospiren konnen nach der normalerweise subklinisch verlaufenden
bakteriamischen Phase jahrelang persistieren. Die chronische Infektion betrifft neben den

proximalen Nierentubuli auch den Glaskdrper (Quinn, 1994).

Eine mdgliche Erklarung fir die jahrelange Persistenz der Leptospiren im Glaskorper, trotz
hoher Antikorpertiter in der Mikroagglutinationsreaktion (MAR) und der Anwesenheit
immunkompetenter Zellen ist die intraokulare Biofilmbildung von Leptospiren. Hinweise
darauf liefern friihere histologische Untersuchungen von Glaskorperproben aus an ERU
erkrankten Augen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich bei Leptospiren, die in
Glaskorperproben gefunden wurden, eine amorphe Masse um die Leptospiren bildet
(Niedermaier, 2002).

Die Bildung mikrobieller Biofilme spielt sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Tiermedizin eine bedeutende Rolle. Die Beteiligung von Biofilm bei chronischen bakteriellen
Infektionen in der Humanmedizin wird auf ca. 80 % geschétzt (Joo u. Otto, 2012). Bakterien
im Biofilm kénnen sich schnell an sich &ndernde Umweltbedingungen anpassen. Des Weiteren
dient der Biofilm als “Versteck”, sodass die Bakterien vor antimikrobiellen Wirkstoffen durch
therapeutische MalRnahmen aber auch vor der Eliminierung durch Phagozytose geschiitzt sind.
Die Bakterien im Biofilm konnen durch das kdrpereigene Immunsystem oft nicht vollstandig
eliminiert werden. Demzufolge ist ihnen ein Langzeitiiberleben im Wirt gesichert, wodurch
bakterielle Infektionen ihren chronisch rezidivierenden Charakter erlangen und die
Bek&dmpfung dieser Bakterien massiv erschwert wird (Costerton, 1999, Costerton et al., 1999,
Lewis, 2001, Jefferson, 2004).

Fur viele unterschiedliche Bakterien, z.B. Pseudomonas aeruginosa, Treponema denticola und
Borrelia burgdorferi konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass sie im Stande sind,
Biofilm zu bilden (Donlan u. Costerton, 2002, Vesey u. Kuramitsu, 2004, Sapi et al., 2012).
Bei pathogenen und apathogenen Leptospiren konnte bereits durch in vitro Versuche



I. Einleitung 2

nachgewiesen werden, dass auch bei dieser Gattung die Bildung von Biofilm mdglich ist
(Ristow et al., 2008). Morphologisch sehr dhnliche rundliche Strukturen finden sich in der
Arbeit von Brandes und Mitarbeitern, die dort zwar nicht entsprechend interpretiert worden

waren, bei denen es sich jedoch auch um Biofilm handeln kénnte (Brandes et al., 2007).

Ziel dieser Dissertation war es, die Biofilmbildung pathogener Leptospiren in vivo im
Pferdeauge zu untersuchen. Hierzu wurden im Rahmen von Vitrektomien gewonnene

Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen verwendet.



1. Literaturiibersicht 3

1. LITERATURUBERSICHT
1. Biofilm
1.1. Definition von Biofilm

Durch die zunehmende medizinische Bedeutung bakterieller Biofilme in den letzten
Jahrzehnten hat sich auch die Definition von Biofilm stdndig weiterentwickelt. Die ersten
Beschreibungen von Biofilm reichen bis ins 17. Jahrhundert zuriick (Jamal et al., 2018). Im
Jahr 1976 beobachtete Marshall die Beteiligung von sehr feinen extrazellularen, polymeren
Fibrillen, die es Bakterien ermdglicht haben, sich an Oberflachen zu verankern (Marshall,
1976). Costerton und Mitarbeiter beobachteten Bakterienkolonien, umhullt von einer
Glykokalix-Matrix, bestehend aus Polysacchariden, welche wiederum fir die Adhésion an
einer Oberflache verantwortlich sind (Costerton et al., 1978). Einige Jahre spater beobachteten
Costerton und Coautoren, dass Biofilm sowohl aus einzelnen Zellen, als auch aus
Mikrokolonien bestehen kann, die in einer stark hydratisierten anionischen extrazellularen
polymeren Matrix eingebettet sind (Costerton et al., 1987). Weitere Untersuchungen zeigten,
dass mikrobielle Zellen in Biofilm nicht nur an Oberflachen und Grenzfldchen, sondern auch
ohne festen Untergrund aneinander haften kénnen (Costerton et al., 1995). 1995 wurde
beschrieben, dass die initiale Adhasion der Bakterien letztendlich die Expression von Genen
auslost, die wiederum die Produktion von Bakterienkomponenten steuern. Diese Komponenten

sind auch fir die Biofilmbildung notwendig (Costerton u. Lappin-Scott, 1995).

Die neueste Definition von Biofilm, die die Vielfalt der Merkmale berlcksichtigt, wird als ein
mikrobielles Zellaggregat beschrieben, welches an einer lebenden oder nicht lebenden
Oberflache haftet und in eine Matrix aus extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS)
mikrobiellen Ursprungs eingebettet ist. Biofilm-assoziierte EPS sind Makromolekiile,
Nukleinsduren, Proteine, Polysaccharide und Lipide (Flemming u. Wingender, 2010). Percival
und Mitarbeiter erganzten die Tatsache, dass die bakteriellen Zellen in den
Mikrokolonienkolonien Uber wassergefiillte Kanéle verbunden sind und so miteinander

kommunizieren kdnnen (Percival et al., 2011).
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1.2. Bildung von Biofilm

Die Bildung von Biofilm lauft generell nach einem definierten Schema ab (Jamal et al., 2018):

1) Initialer Kontakt der Bakterien und Anhaftung an eine Oberflache
2) Entstehung von Mikrokolonien
3) Synthetisierung der Biofilm-Matrix

4) Freisetzung von Bakterien/ Streuung von Teilen des Biofilms

Der initiale Kontakt der Bakterien und die Anhaftung an eine Oberflache flhrt zu einer
sofortigen Verénderung der Genregulation (Kuchma u. O'Toole, 2000, O'Toole et al., 2000).
Die so ausgeldste Signalkaskade in der Genexpression ist ein wesentlicher Schritt der
bakteriellen Biofilmbildung (Davies u. Geesey, 1995, Kodjikian et al.,, 2003). Die
anschlieBende Bildung von Mikrokolonien entsteht durch Zellteilung der Organismen, die

durch chemische Signalwege ausgel6st wird (Jamal et al., 2018).

Die Synthetisierung des Biofilms erfolgt durch die Expression von Genen, die die Produktion
von Bakterienkomponenten steuern. Die Expression dieser Gene wird bereits durch den
initialen Kontakt der Bakterien untereinander ausgelost (Costerton u. Lappin-Scott, 1995). Die
Kommunikation der Bakterien und der Austausch von Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten
innerhalb der Mikrokolonien erfolgt ber interstitielle wassergefillte Hohlraume (Percival et
al., 2011).

Sowohl spontan als auch unter Stressbedingungen kommt es zur Abspaltung von sowohl

einzelnen Bakterien als auch von Anteilen des Biofilms (Jamal et al., 2018).
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1.3. Warum bilden Bakterien Biofilm

Die Bildung von Biofilm ist eine Anpassung an eine sich verdndernde Umgebung. Die
Grundlagen der Biofilmbildung kénnen nach Jefferson in folgende Punkte unterteilt werden
(Jefferson, 2004):

1. Verteidigung gegen eine Stressreaktion

2. Verweilen in einer bevorzugten biologischen Nische
3. Gemeinschaftsverhalten

4. Verharren in einem Standard-Wachstumsmodus

Ad 1.

Biofilme sind gegentber physikalischen Kréften sehr resistent, wie z.B. den Scherkraften, die
vom Blutfluss erzeugt werden, oder gegenuber der Waschwirkung von Speichel. Die Bakterien
innerhalo  eines  Biofilms  konnen  Né&hrstoffmangel, pH-Wert  Verénderungen,
Sauerstoffradikalen, Desinfektionsmitteln und Antibiotika standhalten. Bakterien innerhalb des
Biofilms sind auferdem widerstandsfahig gegenlber der Phagozytose durch
Entzindungszellen des Immunsystems. Es wird sogar angenommen, dass die Phagozyten bei
ihrem Angriff das umliegende Gewebe mehr schédigen als den Biofilm und die darin

enthaltenen Mikroorganismen selbst (Jefferson, 2004).

Bestimmte chronische Infektionen sind unbestreitbar auf die Entwicklung eines
widerstandsfahigen Biofilms zuruckzufiihren (Jefferson, 2004). Fur die Widerstandsfahigkeit
des Biofilms werden unter anderem das langsame Wachstum und die physiologische
Heterogenitat der Bakterien verantwortlich gemacht. Eine weitere wichtige Rolle spielen
hierbei die EPS, welche den (iberwiegenden Bestandteil der Matrix des Biofilms bilden. Diese
EPS spielen eine entscheidende Rolle bei der Abwehr und ermdglichen es dem Biofilm,
physikalischen Scherkraften und der Phagozytose durch Entziindungszellen zu widerstehen
(Donlan u. Costerton, 2002). Des Weiteren wird eine Toleranz gegenuber antimikrobiellen
Wirkstoffen vermutet (Lewis, 2001) (s. Kap. 11.1.4.).
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Ad 2.

Das menschliche und tierische Immunsystem verfolgt das Ziel, pathogene Mikroorganismen zu
bekédmpfen, die fortwahrend versuchen, den Kdrper zu bewohnen. Aufgrund dieser Tatsache
entwickeln Bakterien Strategien, dem Immunsystem zu entkommen (Jefferson, 2004). In
manchen Fallen wird ein Kompromiss gefunden und der Korper wird von einer groen Anzahl
von Kommensalen bewohnt, von denen viele als Biofilm existieren (Yamaguchi et al., 2018).
Eine Strategie von Bakterien, um das Uberleben im menschlichen Kérper sicher zu stellen, ist
die Expression von Oberflachenproteinen. Mit diesen Oberflachenproteinen kénnen Bakterien
an extrazellulare Proteine des Wirtes binden. Damit ist bereits der entscheidende Schritt fur die
Biofilmproduktion, die initiale Anhaftung der Bakterien an eine stabile Oberflache,
gewahrleistet (Patti et al., 1994).

Ad 3.

Eine Hypothese Uber bakterielles Verhalten ist, dass Biofilme als mehrzellige Organismen
betrachtet werden kénnen und die Bakterien innerhalb des Biofilms kooperatives, selbstloses
Verhalten zeigen (Shapiro, 1998). Bakterien kénnen von einer vielzelligen Zusammenarbeit
profitieren, indem sie sich das Prinzip der Arbeitsteilung zunutze machen. So kénnen sie auf
Ressourcen zurtickgreifen, welche von einzelnen Zellen nicht optimal genutzt werden kdnnen
und sich gemeinsam gegen Angriffe verteidigen, um das Uberleben der Population zu sichern
(Jefferson, 2004).

Ad 4.

Viele Bakterienarten scheinen das Wachstum des Biofilm-Modus konstitutiv zu nutzen, wie es
z.B. bei Bakterien in der Mundhohle zu beobachten ist. Vielen oralen Bakterien, z.B.
Streptococcus salivarius oder Streptococcus mutans, fehlt eine Umweltnische und sie kommen
fast ausschlieBlich in der Mundhdhle vor (Burne et al., 2003). Die Bildung von Biofilm ist
uberlebenswichtig, da sie ohne diesen vom Speichel weggewaschen und von der Magenséure
zerstort werden wirden (Burne et al., 2003). Somit ist fir zumindest einige Bakterien der
Biofilm-Wachstumsmodus die Standardeinstellung, um das eigene Uberleben zu sichern
(Jefferson, 2004).



1. Literaturiibersicht 7

1.4. Resistenz von Biofilm gegen antimikrobielle Wirkstoffe

Als Resistenz bezeichnet man in der Medizin im engeren Sinn die Widerstandsfahigkeit eines

Organismus gegeniiber negativen duBBeren Einflussen.

Die strukturellen und physiologischen Eigenschaften der Biofilmorganismen weisen eine
enorme Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen, Desinfektionsmitteln und anderen
Germiziden auf. Die Mechanismen, die dafur verantwortlich sind, sind zum einen die
verzogerte Penetration des antimikrobiellen Wirkstoffes durch den Biofilm und zum anderen

die verringerte Wachstumsrate der Organismen (Donlan u. Costerton, 2002).

14.1. Verzogerte Penetration

Antimikrobielle Molekille missen durch die Biofilmmatrix diffundieren, um die darin
eingeschlossenen Bakterien zu inaktivieren. Die von den Mikroorganismen selbst produzierte
Matrix, welche uberwiegend aus EPS besteht, bildet eine Diffusionsbarriere fur diese Molekule.
Zum einen wird hierdurch die Transportgeschwindigkeit der antimikrobiellen Molekdile zum
Inneren des Biofilms beeinflusst, zum anderen spielt die Reaktion der antimikrobiellen

Molekile mit dem Biofilm selbst eine grof3e Rolle (Donlan u. Costerton, 2002).

Dies konnte fiir die verzogerte Penetration von Ciprofloxacin in Pseudomonas aeruginosa
gezeigt werden. Die normalerweise erforderliche Zeit zur Penetration der Oberflache dauert 40
Sek., die fir eine Biofilm enthaltende Oberflache 21 Min. (Suci et al., 1994). Auch flr
Tobramycin konnte festgestellt werden, dass Bakterienzellen ohne Biofilm 15-mal schneller
eliminiert werden konnten als solche mit intaktem Biofilm (Hoyle et al., 1992). Auch durch
Untersuchungen der Empfindlichkeit von Staphylococcus epidermidis gegentiber Tobramycin
stellten die Autoren fest, dass die Organisation von Zellen innerhalb von Biofilmen teilweise
die Resistenz dieser Mikroorganismen gegen antimikrobielle Wirkstoffe erklaren kann (Duguid
etal., 1992).
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1.4.2.  Verringerte Wachstumsrate

Ein weiterer Mechanismus fur die Resistenz von Biofilmen gegen antimikrobielle Wirkstoffe
ist die Tatsache, dass Bakterien im Biofilm deutlich langsamer wachsen als Bakterien ohne
Biofilm. Hieraus resultiert die langsamere Aufnahme von antimikrobiellen Wirkstoffen und die
daraus folgende schlechtere Wirksamkeit. In Untersuchungen mit Pseudomonas aeruginosa
konnte festgestellt werden, dass altere Bakterien im Biofilm deutlich resistenter gegeniber
Tobramycin und Piperacillin waren als jiingere Biofilm-Zellen (Anwar et al., 1992). Ahnliche
Ergebnisse konnten fur weitere Bakterienarten, wie z.B. Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus und Burkholderia cepacia sowie fur verschiedene antimikrobielle
Wirkstoffe, wie z.B. Ciprofloxacin und Ceftazidim beobachtet werden (Evans et al., 1990,
Duguid et al., 1992, Chuard et al., 1993, Desai et al., 1998, Amorena et al., 1999).

1.5. Resistenz der Biofilmbakterien gegen das Immunsystem des Wirts

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass durch den Biofilm die
Abwehrfunktion des Immunsystems gestort wird und damit keine Eliminierung der Erreger

erreicht werden kann.

In in vitro Versuchen wurde herausgefunden, dass die phagozytische Aktivitat von
Makrophagen durch den von Staphylococcus epidermidis produzierten extrazellularen Schleim
beeintrachtigt wird (Shiau u. Wu, 1998). Fur Patienten mit chronischer Mukoviszidose und
bakterieller Infektion mit Pseudomonas aeruginosa konnte gezeigt werden, dass die
Eliminierung durch Phagozytose von Bakterienzellen, die in einem Biofilm wachsen, nicht

ausreichend wirksam ausgeldst werden konnte (Meluleni et al., 1995).

Ward und Mitarbeiter zeigten 1992 an einem Kaninchenmodell, bei dem ein mit Biofilm
besiedeltes Implantat in die Peritonealhdhle eingesetzt wurde, dass das Bakterienwachstum
innerhalb des Biofilms durch das Immunsystem des Tieres nicht beeinflusst wurde. Die Tiere
hatten im Vergleich mit der Kontrollgruppe einen 1000-fach erhéhten AK-Titer, jedoch
konnten die Antikorper die Bakterienzellen durch den Biofilm nicht erreichen (Ward et al.,
1992). Daraus schlussfolgerten sie, dass Organismen, die in einem Biofilm wachsen, das

Immunsystem leichter iberwinden und somit eine chronische Infektion unterhalten kénnen.
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1.6. Biofilm an medizinischen Geraten

Die Umgebungen, in denen sich Mikroorganismen ansiedeln und Biofilme etablieren kénnen,
sind praktisch unbegrenzt. Fur verschiedene im Folgenden Dbeispielhaft aufgefiihrte
medizinische Gerate konnte gezeigt werden, dass sie von Biofilm besiedelt werden (Costerton
etal., 1999).

1.6.1. Herzklappenprothesen

Derzeit werden zwei Gruppen von Herzklappenprothesen verwendet, zum einen mechanische
Herzklappen, zum anderen Bioprothesen (Braunwald, 1997). Die Infektionsraten der
prothetischen Klappenendokarditis oder der mikrobiellen Infektion der Klappe und auch des
umliegenden Gewebes sind fir beide Klappentypen dhnlich (Braunwald, 1997) und reichen von
0,5 % bis zu 4 % (Douglas, 1992, Hancock, 1994).

Die chirurgische Implantation der Herzklappenprothese fuhrt zu Gewebeschéden, die zur
Ansammlung von Thrombozyten und Fibrin an der Nahtstelle und ubergreifend am
implantierten Material fiihren. Dies bedingt eine groRere Anfélligkeit fur eine mikrobielle
Besiedelung (Douglas, 1992).

Die é&tiologischen Erreger sind durch Blutkultur zu identifizieren, es wird jedoch auch die

transdsophageale Echokardiografie zum Nachweis von Biofilm herangezogen (Douglas, 1992).

1.6.2. Zentralvenenkatheter

Der Zentralvenenkatheter (ZVK) hat im Vergleich mit anderen medizinischen Produkten mit
einer Infektionsrate zwischen 3 und 5 % das hochste Risiko einer gerdtebedingten Infektion
(Maki, 1994).

Rasterelektronenmikroskopische und Transmissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigten Biofilme sowohl auf der Aul3enseite des Katheters, als auch im Lumen
(Raad et al., 1993).
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Mikroorganismen, die den Katheter besiedeln, stammen entweder von der Hautkontaktstelle
auf der AuRenflache des Produktes, oder bilden sich entlang des Lumens aufgrund von
Manipulation des Katheters durch Gesundheitspersonal (Elliott et al., 1997, Raad, 1998).

Da der ZVK in direktem Kontakt mit dem Blutkreislauf steht, wird die Oberflache mit
Blutplattchen, Plasma und Gewebeproteinen wie Albumin, Fibrinogen, Fibronektin und
Laminin beschichtet (Raad, 1998). Diese Produkte wirken als Konditionierungsfilm fur
Mikroorganismen, wie z.B. Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis (Raad,
1998). Die Kolonisierung und Biofilmbildung erfolgt innerhalb von 3 Tagen nach der
Katheterisierung (Anaissie et al., 1995). Katheter, die weniger als 10 Tage gelegen hatten,
neigten dazu, eine stirkere Biofilmbildung auf der &uReren Oberflache des Katheters
aufzuweisen. Bei langerfristigem Einsatz (> 30 Tage) waren hingegen die Biofilme im Lumen
des Katheters deutlich ausgeprégter (Raad et al., 1993). Organismen die ZVK kolonisieren sind
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus
faecalis und Candida albicans (Elliott et al., 1997, Raad, 1998).

1.6.3. Kontaktlinsen

Es gibt weiche Kontaktlinsen aus Hydrogel oder Silikon, die so konzipiert sind, dass Sauerstoff
durch das Linsenmaterial diffundieren kann, um die Hornhaut zu versorgen und harte
Kontaktlinsen aus Polymethylmethacrylat, bei denen durch das Blinzeln sauerstoffhaltige
Trénenflissigkeit unter die Linse flieit (Dart, 1996). Bakterien kdnnen an beide Arten von
Linsen leicht anhaften (Miller u. Ahearn, 1987, Stapleton et al., 1993, Stapleton u. Dart, 1995,
Dart, 1996).

Die Anhaftung an Kontaktlinsen wurde bisher fir Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Serratia spp., Escherichia coli, Proteus spp. und Candida
spp. beschrieben (Dart, 1996).

Bei einem Patient mit bakterieller Keratitis, ausgel6st durch P. aeruginosa, zeigten
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Kontaktlinse einen etablierten Biofilm,
bestehend aus einer umfangreichen Exopolymermatrix (Stapleton u. Dart, 1995). In weiteren
Versuchen wurden auf Kontaktlinsen von Patienten mit mikrobieller Keratitis ebenfalls
Hinweise auf einen Biofilm gefunden. Dieser Biofilm enthielt verschiedene Arten von

Bakterien oder sogar Bakterien und Pilze (McLaughlin-Borlace et al., 1998).
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1.7. Kriterien Biofilm-assoziierter Infektionen

Bei allen chronisch-rezidivierend verlaufenden Infektionen sollte zun&chst von einer Biofilm-
assoziierten Infektion ausgegangen werden (Hall-Stoodley et al., 2012). Die Biofilm-
assoziierten Infektionen zeichnen sich hauptsachlich durch ihre progressive Pathologie, sowie
ihre persistierende Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe der Biofilm-Infektion aus.
Die Organfunktion und Lokalisation des betroffenen Gewebes beeinflussen weitere Symptome.
Chronische Infektionen sind Folge der ineffektiven Antibiotika-Therapie und der
unvollstandigen Eliminierung der Erreger durch das Immunsystem (Hgiby et al., 2010, Hgiby
etal., 2015) (s. Kap. II. 1.4. u. 1.5.).

Zum besseren Verstandnis wurden Kriterien zur Bestimmung von Biofilm-assoziierten
Infektionen definiert (Parsek u. Singh, 2003):

1) Anhaftung von infizierenden Bakterien an ein Substrat oder eine Oberflache

2) Direkter Nachweis von Bakterien in Zellclustern oder Mikrokolonien, eingeschlossen
in einer extrazelluldren Matrix aus Bakterienkomponenten

3) Die Infektion ist auf eine bestimmte Lokalisation beschrankt

4) Die Infektion ist schwierig oder unmdglich mit Antibiotika zu eliminieren, trotz

Sensibilitat des planktonischen Gegenspielers gegentiber dem gleichen Antibiotikum
Spater wurden zwei weitere Kriterien hinzugefiigt (Hall-Stoodley u. Stoodley, 2009):

5) Kulturnegativitat trotz starkem Verdacht auf einen Erreger
6) Hinweise auf ineffektive Wirtsclearance durch Nachweis von bakteriellen

Mikrokolonien und Entziindungszellen in der Umgebung
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1.8. Biofilm-assoziierte Infektionen beim Menschen

Wie fiir viele medizinische Geréte konnte auch fir einzelne Bakterien und fiir Bakterien im
Zusammenhang mit chronischen Krankheiten gezeigt werden, dass die Bildung von Biofilm
eine bedeutende Rolle spielt (Costerton et al., 1999).

1.8.1. Parodontitis

Die Parodontitis reicht von leichten reversiblen Entziindungen des Zahnfleisches bis hin zur
chronischen  Zerstérung von Parodontalgewebe (Zahnfleisch, Parodontalband und
Alveolarknochen). Die chronische Parodontitis kann bis zum Zerfall der Z&hne flihren (Lamont
u. Jenkinson, 1998).

Im Falle der menschlichen Parodontalerkrankungen treten Bakterien als gemischte
Populationen auf (Slots u. Genco, 1984). Diese Bakterien leben als komplexe Gemeinschaft an

Oberflachen, die als Biofilm bezeichnet werden (Kolenbrander et al., 2002).

Unmittelbar nach der Reinigung der Zahnoberflache bildet sich ein proteinhaltiger Film, ein
sogenanntes Pellikel, auf den freiliegenden Zahnschmelzoberflachen in der Mundhéhle. Diese
Pellikel bestehen u.a. aus Albumin, Lysozym, Glykoproteinen, Phosphoproteinen und Lipiden
(Marsh u. Bradshaw, 1995). Innerhalb weniger Stunden besiedeln vor allem grampositive
Kokken und stdbchenférmige Bakterien der normalen Mundflora, iberwiegend Streptokokken,
Actinomyces und eine kleinere Anzahl von Haemophilus, diese Oberflache (Characklis u.
Marshall, 1990). Diese Organismen haben die Fahigkeit, durch die Produktion von
extrazellularen Glucanen direkt an die Pellikel zu binden (Kolenbrander u. London, 1993).
Nach wenigen Tagen beginnen die Organismen mit der Produktion einer Polysaccharidmatrix

und ein Biofilm beginnt sich zu entwickeln (Marsh u. Bradshaw, 1995).

1.8.2. Mukoviszidose

Die Mukoviszidose (engl. Cystic Fibrosis, CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbte

Erkrankung, die mehrere Organe betrifft. In den meisten Fallen ist die Lunge am stérksten
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involviert. Dies fiihrt bei ca. 90 % der Patienten zum Tod (Reis u. Damaceno, 1998). Eine
fehlerhafte Proteinregulation fuhrt dazu, dass dicker mukdser Schleim die Atemwege blockiert,
was zu schweren Lungeninfektionen insbesondere mit Pseudomonas aeruginosa fuhren kann
(Govan u. Deretic, 1996). Die Persistenz der Pseudomonaden in der Lunge von Patienten mit
CF flhrt zum mukdsen Phanotyp von P. aeruginosa (Koch u. Hgiby, 1993). Lam und
Mitarbeiter demonstrierten in Untersuchungen, dass dieser Schleim aus Polysacchariden
besteht und spéter als Alginat identifiziert wurde (Lam et al., 1980). Das Sekret aus der Lunge
von Patienten mit CF beinhaltet fur gewohnlich eine grofle Anzahl an neutrophilen
Granulozyten. Aulerdem konnte nachgewiesen werden, dass die entzundlichen
Abwehrmechanismen in der Lunge gegen die mukoiden Pseudomonaden von Granulozyten
und Antikorpern dominiert werden (Mathee et al., 1999). Es stellt sich die Frage, warum
mukoide P. aeruginosa-Infektionen so widerstandsfahig und resistent gegenuber der
Immunabwehr sind. Hierfiir fanden verschiedene Autoren heraus, dass der Biofilm die
Bakterien vor antimikrobiellen Wirkstoffen und der Wirtsabwehr schitzt (Koch u. Hgiby, 1993,
Hgaiby et al., 2010). Die Alginatschicht der mukoiden Stamme von P. aeruginosa scheint eine
Art Abwehr flr die AK darzustellen und blockiert dadurch die Phagozytose (Jensen et al., 1990,
May et al., 1991, Jensen et al., 1992, Meluleni et al., 1995). Es wurde aulRerdem berichtet, dass
der Biofilm von P. aeruginosa sehr resistent gegen Antibiotika ist und zu einer chronischen
Entziindung und Sché&digung des Lungengewebes bei Patienten mit CF fuhrt (Aspe et al., 2012).
Auch das Alter des Biofilms ist entscheidend fiir das Uberleben von P. aeruginosa, da altere

Biofilme weniger anfallig gegen Antibiotika waren als jungere Biofilme (Anwar et al., 1992).

Die erfolgreiche Behandlung einer CF hangt somit entscheidend von einer frihen
antimikrobiellen Behandlung ab, um eine chronische Besiedelung der Lunge mit P. aeruginosa
zu verhindern (Koch u. Hgiby, 1993).

1.9. Biofilm bei Spirochaeten

19.1. Treponema

Treponema denticola ist ein Bakterium der Klasse Spirochaetes und ein wichtiger atiologischer
Vertreter der Parodontitis. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass T. denticola zusammen
mit Porphyromonas gingivalis, ein Bakterium, welches bei aggressiven Formen der

Parodontitis eine groRe Rolle spielt und meistens zum Zahnverlust fuhrt, eine erhéhte Fahigkeit
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zur Bildung von Biofilm und damit eine verlédngerte Lebensfahigkeit zeigt (Vesey u. Kuramitsu,
2004).

1.9.2. Borrelien

Die Lyme-Borreliose ist eine Infektionskrankheit, die durch Spirochaeten der Gattung Borrelia
verursacht wird und durch den Biss infizierter Zecken der Gattung Ixodes Ubertragen wird
(Barbour u. Hayes, 1986). Patienten mit Lyme-Borreliose werden normalerweise mit
verschiedenen Antibiotika behandelt, obwohl die Rezidivraten nach Absetzen der
Antibiotikatherapie sehr hoch sind (Liegner et al., 1993, Dumler, 2001, Steere u. Angelis, 2006,
Berndtson, 2013, Klempner et al., 2013).

Es wird vermutet, dass die Antibiotikaresistenz und die damit verbundene Rezidivneigung der
Lyme-Borreliose auf die Bildung anderer morphologischer Formen von Borrelia burgdorferi
zuruckzufuhren ist (Kurtti et al., 1987, Mursic et al., 1996, Brorson u. Brorson, 1998). B.
burgdorferi zeigt, wie andere Spirochaeten, eine schraubenférmige bzw. korkenzieherartige
Morphologie. In Gegenwart ungunstiger Umweltbedingungen, wie z.B. Nahrungsentzug,
hohen pH-Werten, ungiinstigen Temperaturen sowie antimikrobiellen Wirkstoffen, kann B.
burgdorferi von der beweglichen Spirochaetenmorphologie in eine runde kugel&hnliche
Morphologie wechseln (Hampp, 1951, Alban et al., 2000, Gruntar et al., 2001, Brorson u.
Brorson, 2004, Murgia u. Cinco, 2004, MacDonald, 2006, Miklossy et al., 2008). Neben dieser
runden zystendhnlichen Form wurden auch Agglomerationen von Spirochaeten zu
organisierten Aggregaten beobachtet (Barbour u. Hayes, 1986, Kurtti et al., 1987, Miklossy et
al., 2008, Srivastava u. de Silva, 2009).

1.9.2.1. Biofilm bei Borrelia burgdorferi in vitro

Die Persistenz von Spirochaeten in Gewebe, wie z.B. bei B. burgdorferi ist auf die Bildung von
sog. “round bodies” oder auch Zysten”, “Granula” bzw. “Kokkenkdrper” zuriickzufiihren.
Dieses Wachstum wird durch ungiinstige Umgebungsbedingungen induziert. Die “round
bodies” sind lebensfihig, wachsen und koénnen sich unter gunstigen Bedingungen wieder in

motile Spirochaeten zuriickverwandeln (Brorson et al., 2009).
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In verschiedenen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit
Antibiotika die Ausbildung zystischer Borrelien-Formen und biofilm&hnlichen Kolonien
induziert.  Durch  transmissionselektronische ~ Untersuchungen  konnten  intakte

Spirochaetenanteile in den Zysten nachgewiesen werden (Kersten et al., 1995, Sapi et al., 2011).

Antibiotika haben unterschiedliche Auswirkungen auf die verschiedenen morphologischen
Formen von B. burgdorferi. Die Resistenz und das Wiederauftreten der Lyme-Borreliose steht
im Zusammenhang mit verschiedenen morphologischen Formen, den sog “round bodies” und
biofilmahnlichen Kolonien. Daher ist die Wirkung von Antibiotika auf alle morphologischen
Formen fur eine wirksame Therapie der Lyme-Borreliose entscheidend. Die Persistenz
lebensféhiger Organismen in den sog. “round bodies” und biofilméhnlichen Kolonien kann das
Versagen der Antibiotikabehandlung und die dadurch anhaltenden Symptome der Lyme-

Borreliose erkléaren (Sapi et al., 2011).

Die Biofilmbildung von B. burgdorferi sowie zwei weiteren Borrelia-Arten in vitro konnte
durch die Bildung mikrobieller Gemeinschaften sowie die Ausbildung einer extrazelluldren
polymeren Matrix, die Gberwiegend aus Polysacchariden, Proteinen und Nukleinsduren besteht,
nachgewiesen werden (Sapi et al., 2012, Timmaraju et al., 2015).

1.9.2.2. Biofilm bei Borrelia burgdorferi in vivo

Aufgrund der Beobachtungen der Biofilmbildung bei B. burgdorferi in vitro, lag es nahe, die
Biofilmbildung auch in vivo nachzuweisen, um die Rolle der Uberlebensstrategie in infiziertem

Gewebe zu verstehen.

So wurden vor allem in Hautbiopsien von Patienten mit Borrelien-Lymphozytom sowohl
einzelne Borrelien als auch Borrelien-Aggregate gefunden, die den in vitro gefundenen
Borrelien-Aggregaten auffallend &hnlich sahen und als Biofilm identifiziert werden konnten.

Somit konnte auch der Biofilm fiir B. burgdorferi in vivo gezeigt werden (Sapi et al., 2016).
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1.9.3. Leptospiren

Im Jahr 2008 beobachteten Ristow und Coautoren zum ersten Mal die Biofilmbildung von
Leptospiren in vitro. Die Bildung von Biofilm konnte sowohl bei apathogenen als auch bei
pathogenen Leptospiren und bei verschiedenen Serovaren nachgewiesen werden (Ristow et al.,
2008). Es konnte beobachtet werden, dass die Bakterien nach Anhaftung sowohl an einer
Oberflache als auch an Grenzflachen die Fahigkeit besalien, Biofilm zu bilden. Hierbei zeigte
sich, dass sich der Biofilm bei pathogenen Leptospiren (L. interrogans) langsamer entwickelt

als bei apathogenen Leptospiren (L. biflexa) (Ristow et al., 2008).

Singh und Mitarbeiter untersuchten 2003 Biofilm in Zahnwassersystemen mit verschiedenen
Methoden. Hierbei konnten sie verschiedene Bakteriengattungen nachweisen, die haufigste
waren Spirochaeten der Gattung Leptospira (Singh et al., 2003). Die Bildung von Biofilm bei

Leptospiren kann somit ein wichtiger Faktor beim Langzeittberleben in Gewassern sein.

Leptospiren sind Organismen, die daftr bekannt sind im Boden und in Gewéssern lange Zeit
zu Uberleben. Durch Untersuchungen auf Reisfeldern, Abwasserkandlen und in stehendem
Regenwasser konnte aquatischer  Biofilm  nachgewiesen werden. Mittels  der
Polymerasekettenreaktion (PCR) konnte DNA pathogener Leptospiren in dem gesammelten

Biofilm nachgewiesen werden (Vinod Kumar et al., 2016).

Brihuega und Mitarbeiter konnten 2012 bei einem Feldisolat von L. interrogans Serovar
Pomona, welches aus einem Schweinefotus isoliert wurde zeigen, dass Leptospiren zur
Biofilmbildung fahig sind. Des Weiteren wurde die Biofilmbildung in vivo bei tréchtigen
Meerschweinchen getestet. Im Plazentagewebe der infizierten Meerschweinchen wurden
lichtmikroskopisch Leptospiren-Aggregate gefunden, die mit der Bildung von Biofilm

zusammenhingen (Brihuega et al., 2012).

Bei klinisch gesunden Nagetieren mit chronischer Leptospireninfektion der proximalen
Nierentubuli konnte eine “biofilmartige” Struktur nachgewiesen werden, die die Leptospiren

umgab (Yamaguchi et al., 2018).
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2. Equine Rezidivierende Uveitis

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU), auch heute noch geldufig als “periodische
Augenentziindung” oder “Mondblindheit”, war in der Kaiserlichen Verordnung, betreffend die
Hauptmangel und Gewahrfristen beim Viehandel, vom 27. Mérz 1899 und in der alten Fassung
des deutschen Burgerlichen Gesetzbuches unter den 88481 bis 492 einer der sechs aufgefiihrten
Hauptgewéhrsmangel beim Pferd. Im Zuge der Schuldrechtsmodernisierung wurde diese
Bestimmung zum 01. Januar 2002 hinféllig und fur den Viehhandel gilt seitdem dieselbe

Gewihrleistung wie fiir Sachen.

Dennoch spielt die Krankheit, mit groRen Unterschieden in der Prévalenz zwischen 2 % und
25 %, je nach geografischer Lage (Witmer, 1954, Lavach, 1990, Schwink, 1992, Spiess, 1997,
Szemes, 1999, Gilger u. Michau, 2004) eine grof3e Rolle, da sie die haufigste Augenerkrankung
der Pferdepopulation (Gerhards u. Wollanke, 2001) und die hadufigste Ursache fir eine
Blindheit bei Pferden darstellt (Lavach, 1990, Keller u. Hendrix, 2005, Gilger u. Deeg, 2011).

2.1. Definition der ERU

Die ERU ist definiert durch eine sero-fibrindse und plasmazellulére Entziindung. Sie betrifft
Iris, Ziliarkorper, Choroidea und benachbarte Augenstrukturen. Die Krankheit verlauft
chronisch-rezidivierend und die akuten Schiibe gehen meist mit einer deutlichen Abwehrtrias
einher. Durch eine progressive Zerstorung der Strukturen des inneren Auges kann die ERU zur
Atrophie des Bulbus und schlieRlich zur Erblindung fihren (Gerhards u. Wollanke, 2001,
Gerhards u. Wollanke, 2006). Sie tritt sowohl ein- als auch beidseits auf, wobei sich die
Angaben in der Literatur zur Haufigkeit des beidseitigen Auftretens zwischen 12 % und 30 %
bewegen (Wollanke, 2002, Bartel, 2004, Wiehen, 2012, Kulbrock et al., 2013).

2.2. Atiologie und Pathogenese der ERU

Schon friher wurden verschiedene Ursachen fir die ERU diskutiert. Zum einen stand die

intraokulare Leptospireninfektion im Raum (Gsell et al., 1946, Rimpau, 1947, Hartwigk u.
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Stoebbe, 1952, Witmer et al., 1953), zum anderen wurde eine Autoimmunreaktion vermutet
(Morter et al., 1969, Rebhun, 1979, Gilger et al., 1999).

Durch die Entwicklung der Pars-Plana-Vitrektomie beim Pferd (Werry u. Gerhards, 1992)
konnte man nun regelméRig Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen erhalten und
untersuchen und somit die Theorie der intraokularen Leptospireninfektion belegen (Bremetal.,
1998, Wollanke et al., 1998, Brem et al., 1999, Faber et al., 2000, Wollanke et al., 2000,
Wollanke et al., 2001, Niedermaier, 2002, Wollanke, 2002, Hartskeerl et al., 2004, Wollanke
et al., 2004, Brandes et al., 2007, Loibl, 2009, Borstel et al., 2010, Spiess, 2010, Baake et al.,
2016).

Der kulturelle Nachweis der Leptospiren aus Glaskdrpermaterial erkrankter Pferde gelang in
bis zu 53 % der Félle, wohingegen der kulturelle Nachweis bei der Kontrollgruppe negativ
verlief (Wollanke et al., 2004). Die PCR-Ergebnisse waren in > 70 % der Proben positiv
(Wollanke et al., 2004) und auch die AK gegen Leptospiren konnten in erkrankten Augen zu
ca. 90 % mit der Mikroagglutinationsreaktion (MAR) festgestellt werden (Wollanke, 2002).

Einige Autoren gehen davon aus, dass die Uveitis als eine Spéatfolge einer Leptospireninfektion
anzusehen ist (Gsell et al., 1946, Heusser, 1948, Yager et al., 1950, Heusser, 1952, Roberts et
al., 1952, Selbitz, 2007, Malalana et al., 2015, RKI, 2015, Divers et al., 2019).

Die Blut-Augen-Schranke ist eine physiologische Barriere des Auges und trennt das
immunprivilegierte innere Auge vom zirkulierenden Blut, um das Eindringen von zelluléren
und humoralen Entziindungszellen zu blockieren (Gilger u. Deeg, 2011, Coca-Prados, 2014).
Diese kann durch diverse traumatische oder entziundliche Prozesse so zerstort werden, dass
Bestandteile des Blutes sowie Zellen in das innere Auge gelangen kdnnen und somit auch
Abwehrreaktionen in Form von immunkompetenten Zellen, sowie Antikdrperproduktion
wirtseigener und -fremder Antigene (Ag) im Augeninneren die Folge sind (Wollanke, 2002,
Gilger u. Deeg, 2011).

Vermutlich gelangen die Leptospiren durch ihre aktive Beweglichkeit wahrend der akuten
Leptospiramie Uber die Blut-Augen-Schranke in den Glaskorper und kénnen dann intraokular
persistieren. Diese Persistenz beruht auf der Vermutung, dass sich die Leptospiren mit
wirtseigenem Protein umhallen, sich intrazelluldr aufhalten oder durch die morphologischen
Veranderungen der auferen Hille nicht mehr vom Immunsystem erkannt werden kdnnen
(Niedermaier, 2002, Wollanke, 2002, Gerhards u. Wollanke, 2006, Dahme u. Weiss, 2007).
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Von einigen anderen Autoren wird die ERU als Autoimmunerkrankung eingestuft (Gilger et
al., 1999, Deeg et al., 2001, Deeg et al., 2002, Deeg et al., 2004, Deeg et al., 2006, Deeg, 2008,
Gilger, 2016). Sie wird den organspezifischen T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen
zugeordnet, da CD4(+) T-Lymphozyten in allen Stadien der ERU nachgewiesen werden
konnten (Deeg et al., 2002).

Immunreaktionen von Pferden richten sich gegen die Hauptautoantigene der Netzhaut, das S-
Antigen (S-Ag) (Wacker et al., 1977, Caspi et al., 1988) und interphotoreceptor retinoid-
binding protein (IRBP) (Gery et al., 1986, Caspi et al., 1988). In einer Studie wurde der
Glaskorper vitrektomierter Pferde auf das Vorhandensein von Immunglobulin G (IgG) AK
gegen S-Ag und IRBP untersucht. In diesen Proben konnten autoreaktive T-Zellen, sowie in
uber 70 % 1gG-AK gegen S-Ag und/oder IRBP nachgewiesen werden, welche spezifisch flr
retinale Ag sind (Deeg et al., 2001). Das Vorhandensein von Leptospiren-Ag oder Leptospiren-
AK wurde bei diesen Untersuchungen jedoch nicht berlcksichtigt. Die von Deeg und
Mitarbeitern verwendeten, durch Pars-Plana-Vitrektomie gewonnenen Proben waren identisch
mit denen, die fur Untersuchungen auf das Vorhandensein von Leptospireninfektionen
untersucht worden waren und die ganz Uberwiegend positiv getestet worden waren (Nachweise
von AK gegen Leptospiren in den Proben und positive Kulturergebnisse mit den
Glaskorperproben) (Wollanke et al., 1998, Wollanke et al., 1998, Brem et al., 1999, Wollanke
et al., 2000, Wollanke et al., 2001, Wollanke, 2002).

In einem weiteren Versuch wurde durch eine subkutane Injektion von IRBP bei Pferden eine
ERU-ahnliche Krankheit ausgel6st. Jedoch konnten Rezidive nur durch wiederholte IRBP-
Injektionen ausgeldst werden (Deeg et al., 2002). Damit war die Frage der spontanen Rezidive,
wie sie im Fall der ERU auftreten, noch nicht geklart und die These der Autoimmunerkrankung
nicht belegt. Okulare Autoimmunreaktionen, wie sie von Deeg und Mitarbeitern nachgewiesen
wurden, treten hingegen oft infektionsassoziiert oder auch als Traumafolge auf (Whitcup,
1997).

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie konnten Leptospiren im Glaskdrper von an
ERU erkrankten Pferden gezeigt werden (Niedermaier, 2002, Brandes et al., 2007). Durch
positive PCR Ergebnisse auf Leptospiren-Ag und positive MAR Ergebnisse auf Leptospiren-
AK derselben Probe, konnten diese Ergebnisse untermauert werden. Da in derselben
Glaskorperprobe sowohl Leptospiren-Ag, als auch AK gegen Leptospiren nachgewiesen
werden konnten, ist es offenkundig so, dass die AK nicht alle Leptospiren beseitigen kdnnen.
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Maoglicherweise spielt auch hier die Biofilm-Produktion beim “Verstecken” von Bakterien vor
dem Immunsystem eine grof3e Rolle, wie sie schon fur verschiedene Bakterien beschrieben
wurde (s. Kap. II. 1.6, 1.8, 1.9).

2.3. Klinisch-ophthalmologische Symptome der ERU

Mithilfe der betroffenen anatomischen Strukturen l&sst sich die ERU in folgende Gruppen
einteilen (Gerhards u. Wollanke, 2001) (Wollanke et al., 2004):

Vordere Uveitis (Iritis bzw. Iridozyklitis)

Intermediére Uveitis (Zyklitis)
Hintere Uveitis (Chorioiditis)

Panuveitis

Die Symptome der ERU stellen sich in sehr unterschiedlichen Ausprédgungen dar (Spiess,
1997). Sie konnen von klinisch unauffallig, ber geringgradige Ausprégung, zu hochgradigen
Schmerzen mit Beeintrachtigungen des Allgemeinbefindens fiihren (Gerhards u. Wollanke,
2001). Zur besseren Ubersicht werden die Symptome nach Verlaufsform in ein akutes und das
sich anschlieRende chronische Stadium unterteilt (Witmer et al., 1953, Rebhun, 1979, Spiess,
1997, Gerhards u. Wollanke, 2001, Wollanke, 2002, Gilger u. Michau, 2004, Gerhards u.
Wollanke, 2006, Gilger u. Deeg, 2011).
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Akute Uveitis:

Abwehrtrias (Photophobie, Blepharospasmus, Epiphora)

Odematése Lidschwellung

Enophthalmus

Konjunktivitis

Diffus, hauchig getriibte Hornhaut

Perilimbale, birstensaumartige Vaskularisation der Hornhaut (nach 2-3 Tagen)
Exsudation in die vordere Augenkammer (serds, fibrinds, haemorrhagisch)
Miosis

Rubeosis iridis

Diffuse Glaskorpertriibung

Dieser akute Zustand des Entziindungsschubes kann bis zu 3 Wochen anhalten (Gerhards u.

Wollanke, 2001). Im weiteren Krankheitsverlauf entstehen irreversible VVeranderungen.

Chronisch-rezidivierende Uveitis:

Atrophia bulbi bis hin zu Phthisis bulbi
Vordere Synechie

Hintere Synechie

Irisresiduen auf der Linsenvorderflache
Blaschenformige Katarakt

Prézipitate auf VVorder- und Rickflache der Linse mit einsetzender Linsentribung bis
hin zur maturen Katarakt

Luxation oder Subluxation der Linse
Glaskorperverflussigung

Zunehmende Glaskorpertriibung
Zunehmende Glaskorpereinlagerungen
Partielle oder totale Ablatio retinae
Chorioretinitische Narben
Sekundarglaukom (selten)

Bei einer ERU im Endstadium, mit nicht wiederherzustellender Sehféhigkeit durch

Netzhautabldsung, hochgradige Bulbusatrophie und chronischer Reizung des Auges ist die

Bulbusexstirpation indiziert (Gerhards u. Wollanke, 2001).
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2.4, Diagnose der ERU

Erste Hinweise fiir die Diagnose “ERU” kann man durch eine grindliche Anamneseerhebung,
unter anderem durch das rezidivierende Geschehen, durch die ophthalmologische
Untersuchung, durch das VVorhandensein klinischer Symptome im akuten Entziindungszustand,
oder durch Befunde am betroffenen Auge, die auf vorangegangene Uveitisschiilbe hindeuten
erhalten (Wollanke, 2002, Gilger u. Michau, 2004, Gerhards u. Wollanke, 2006).

Kann hierdurch noch keine sichere Diagnose gestellt werden, gibt es die Mdglichkeit eine
Punktion der vorderen Augenkammer des betroffenen Auges durchzufiihren, um eine
Kammerwasserprobe zu erhalten. Mit der gewonnenen Probe kann durch verschiedene
Labortests das VVorhandensein einer leptospirenbedingten Uveitis bestétigt werden (Wollanke,
2002).

Mit dieser Kammerwasserprobe kann mittels MAR oder ELISA auf das Vorhandensein von
AK gegen Leptospiren und mittels PCR auf Leptospiren-Ag getestet werden. Durch ein
positives Ergebnis von mindestens einem dieser Tests, ist die intraokulare Leptospireninfektion
bestétigt und die Diagnose der ERU gesichert (Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Wollanke et al.,
2004, Wollanke et al., 2018).

Serumuntersuchungen konnten in der Vergangenheit dagegen keine eindeutigen Hinweise flr
die Diagnose der ERU liefern, da sie zu unspezifisch waren. In Seren sowohl von
augengesunden Pferden als auch von an ERU erkrankten Pferden waren Antikorpertiter mittels
MAR feststellbar. Es bestand hierbei kein signifikanter Unterschied fur Vorkommen und Hoéhe
der mittels MAR bestimmten Antikorpertiter gegen Leptospiren. Bei 9,5 % der Pferde, beli
denen die Kaultivierung der Leptospiren aus dem Auge positiv war, konnten keine
Antikdrpertiter mittels MAR im Serum nachgewiesen werden und in Uber 80 % der Seren
augengesunder Pferde konnten in manchen Untersuchungen Antikdrpertiter gegen Leptospiren
mittels MAR nachgewiesen werden. Serumuntersuchungen allein sind somit fiir die
Bestimmung einer leptospirenbedingten Uveitis beim Einzeltier zu ungenau, da zu viele
augengesunde Pferde agglutinierende Antikorper im Serum aufweisen (Wollanke et al., 1998,
Wollanke et al., 1998, Wollanke et al., 2000, Wollanke, 2002, Wollanke et al., 2004).
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2.5. Therapie der ERU

Im akuten Krankheitsstadium ist eine umgehende und intensive konservative Therapie durch
symptomatische Behandlung, die eine Weitstellung der Pupille, eine Schmerzlinderung und ein
Zuruckdréangen der intraokularen Entziindung zum Ziel hat, ausschlaggebend. Dadurch soll die
Entzindung im inneren Auge gestoppt werden, um die Schaden mdglichst gering zu halten
(Gerhards u. Wollanke, 2001).

Die konservative Therapie besteht zum einen aus der Weitstellung der Pupille, durch die lokale
Verabreichung von Mydriatika und Zykloplegika, wie z.B. dem Parasympatholytikum Atropin.
Besteht bereits eine vordere oder hintere Synechie (Verklebung der Iris mit dem
Hornhautendothel oder der Linsenvorderfléche) oder ist eine lokale Behandlung nicht méglich,
kann auf eine subkonjunktivale Injektion mit pupillenerweiternden Wirkstoffen, eine sog.
“Sprengspritze” zurlickgegriffen werden (Lavach, 1990, Schwink, 1992, Gerhards u. Wollanke,
2001).

Des Weiteren kommen lokal glukokortikoidhaltige Praparate und systemisch die Gabe von
nicht-steroidalen Antiphlogistika (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs), wie z.B.
Flunixin-Meglumin oder Phenylbutazon zum Einsatz. Es kénnen im Einzelfall jedoch auch
Glukokortikoide systemisch verabreicht werden (cave: Pododermatitis aseptica diffusa)
(Rebhun, 1979, Spiess, 1997, Gerhards u. Wollanke, 2001, Gilger u. Michau, 2004, Gerhards
u. Wollanke, 2006, Gilger u. Deeg, 2011).

Durch die konservative Therapie kénnen jedoch weitere Entziindungsschiibe nicht vermieden
und die Erblindung des erkrankten Auges nicht abgewehrt werden. Die chronisch
rezidivierenden Verlaufe konnen mit einer Glaskorperspllung, der subtotalen trans-Pars-plana-
Vitrektomie nach Werry und Gerhards, speziell entwickelt fur das Pferd im Jahre 1991,

verhindert werden (Werry u. Gerhards, 1992).

Durch die Entfernung des Glaskorpers und den fir die rezidivierenden Entziindungen
urséchlichen Leptospiren, kann eine Rezidivfreiheit von 98 % erreicht werden (Frihauf et al.,
1998, Gerhards et al., 1998, Gerhards et al., 1999), um somit dem drohenden Sehverlust
entgegen zu wirken (Gerhards u. Wollanke, 2001, Schinagl, 2017).

Ein weiterer Ansatz zur Therapie der ERU ist ein suprachoroidal eingesetztes Implantat,
welches kontinuierlich den enthaltenen Wirkstoff Cyclosporin A freisetzt und durch die lokale

Immunsuppression die Entziindungsschiibe verhindern soll (Keller u. Hendrix, 2005). Es
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werden jedoch lediglich voriibergehend (2 — 3 Jahre lang) abgeschwéchte und zeitlich
begrenztere Entziindungsschibe als vor der Implantation beobachtet, die eventuell den Verlust
der Sehfahigkeit lediglich verzogern (Gilger u. Michau, 2004, Gilger et al., 2006, Gilger u.
Deeg, 2011).

Ebenso wird die intravitreale Injektion von Gentamicin bei wiederkehrender oder anhaltender
Uveitis als weiterer Therapieansatz diskutiert (Fischer et al., 2019). Bei 88,1 % der Pferde nach
vitrealer Gentamicin-Injektion konnten Kontrolluntersuchungen Uber einen Zeitraum von
mindestens 30 Tagen erfolgen. In 8,5 % der Félle konnte eine wiederkehrende Entziindung und
in 3,4 % eine anhaltende Entziindung beobachtet werden. Zu beachten ist jedoch die Tatsache,
dass nur bei 90 % der therapierten Pferde eine PCR auf Leptospiren-Ag durchgefihrt wurde
und in lediglich 29,1 % der Proben ein positives Ergebnis erzielt wurde. Demnach wurde diese
Art der Therapie nicht nur bei leptospirenbedingter Uveitis, sondern offenbar auch bei
Uveitiden anderer Genese durchgefiihrt und stellt somit keinen direkten Vergleich dar. Hinzu
kommt, dass der Beobachtungszeitraum nach der Injektion verhaltnismaRig kurz war und noch

keine Langzeitergebnisse vorliegen.

3. Leptospiren

3.1. Taxonomie und Morphologie

Die Gattung Leptospira gehort zur Familie der Leptospiraceae in der Klasse der Spirochaten.
Die Taxonomie innerhalb der Gattung Leptospira wurde mehrfach neu geordnet. Friiher wurde
zwischen der pathogenen Spezies Leptospira interrogans sensu lato und der saprophytar
lebenden Spezies Leptospira biflexa sensu lato unterschieden, welche aufgrund ihrer antigenen
Eigenschaften in mehrere Serovare unterteilt werden. Die Spezies L. interrogans umfasste mehr
als 50 Serovare, welche in 25 Serogruppen eingeteilt wurden. Nach der neuen Nomenklatur
werden derzeit 21 verschiedene Genomspezies mit neu klassifizierten Serovaren unterschieden,
von denen 14 pathogene Eigenschaften aufweisen. Die ehemalige Einteilung findet immer noch
hauptsachlich bei Klinikern, Epidemiologen und im allgemeinen Sprachgebrauch Verwendung
(RKI, 2015, OIE, 2021).



1. Literaturiibersicht 25

Leptospiren sind gram-negative Bakterien mit einem Durchmesser von 0,1 - 0,2 um und einer
Lange von 6 - 20 pum (Canale-Parola, 1978, Faine et al., 2000). Es handelt sich um
schraubenférmige, bewegliche Bakterien mit ihren unverwechselbaren hakenférmigen Enden
an einer oder beiden Seiten (Farr, 1995, Faine et al., 2000, Levett, 2001). Leptospiren haben
eine typische Doppelmembranstruktur, bei der die zytoplasmatische Membran und die
Peptidoglykan-Zellwand eng miteinander verbunden sind und von einer duBeren Membran
uberlagert werden (Haake, 2000, Cullen et al., 2004). Ein schraubenférmiger Zellzylinder und
zwei periplasmatische Flagellen sind verantwortlich flir die Beweglichkeit und ermdéglichen
den Leptospiren, in Gewebe einzudringen (Goldstein u. Charon, 1988, Farr, 1995, Adler u. de

la Pefia Moctezuma, 2010).

3.2. Epidemiologie

Tiere, die sich von einer Leptospirose erholen, kénnen zu asymptomatischen Trégern werden,
die Uber langere Zeitrdume infektiose Leptospiren in den proximalen Nierentubuli beherbergen
(Levett, 2001). Als ein grof3es Reservoir dienen kleine Nager, wie z.B. Méuse und Ratten, fir
die jeweils wirtsangepassten Serovare. Typisch fir diese Tiere sind geringe
Antikdrperreaktionen und niedrige Gewebsbelastung. Sie beherbergen aber vitale Leptospiren
in den Nieren oder dem Genitaltrakt und werden so zu einer wichtigen Infektionsquelle fur
Mensch und Tier (Bharti et al., 2003, Cibulski, 2016, Cibulski u. Wollanke, 2016).

Uber die Nieren werden die Leptospiren mit dem Urin ausgeschieden und somit kommt es zur
Kontamination von Bdden, stehenden Gewassern, Béchen und Flissen. Infektionen von Tieren
oder Menschen entstehen durch direkten Kontakt mit Urin oder indirekt durch kontaminiertes
Wasser (Faine et al., 2000, Levett, 2001, Bharti et al., 2003).

Leptospiren gelangen durch kleine Schnitte oder Abschirfungen der Haut, sowie (ber
Schleimhdute, wie z.B. die Bindehaut in die Blutbahn, kdnnen sich so in samtlichen Organen
einnisten und es kommt dort zur Vermehrung der Erreger (Hanson, 1982, Thiermann, 1984,
Selbitz, 2007). Der Verlauf der Infektion hangt von der Pathogenitéat der jeweiligen Serovar
bzw. Serovare und der Immunantwort des Wirtes ab (Bernard, 1993). Durch die F&higkeit die
Plazenta zu passieren, kann es zum spontanen Abort kommen (Coghlan u. Bain, 1969, Faine et
al., 1984, Faine et al., 2000, Bharti et al., 2003).
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3.3. Leptospirose beim Menschen

Leptospirose ist eine weltweit verbreitete zoonotische, bakterielle Erkrankung, die Menschen,
Wildtiere und Haustiere betrifft (Hanson, 1982, Thiermann, 1984, Songer u. Thiermann, 1988,
Krauss, 2004, Brem u. Schonberg, 2009, RKI, 2015, Weis et al., 2017, Schafbauer et al., 2019,
Yupiana et al., 2020). Beim Menschen ist die Leptospirose immer durch eine tierische Quelle
erworben, die Mensch zu Mensch Ubertragung ist praktisch nicht existent (Adler u. de la Pefia
Moctezuma, 2010). Die Haufigkeit menschlicher Infektionen ist in den Tropen héher als in
gemaRigten Regionen (Levett, 2001). Die Ubertragung erfolgt jedoch sowohl in Industrie- als
auch in Entwicklungslandern (Bharti et al., 2003). Eine Infektion des Menschen resultiert aus
der Exposition mit infiziertem Urin von sog. ,, Trigertieren®, entweder direkt oder durch
Kontamination von Boden und Wasser (WHO, 1999, Levett, 2001, Bharti et al., 2003). Friher,
in manchen Ldandern auch heute noch, wurde die Leptospirose in erster Linie als
Berufskrankheit angesehen, die mit Aktivitaten wie Bergbau, Kanalinstandhaltung, Viehzucht
und Schlachtung, Tiermedizin und Militirmandvern verbunden war (Krauss, 2004, Brem u.
Schénberg, 2009, Yupiana et al., 2020). Die Bedeutung solcher Berufsrisiken hat jedoch seit
der Einfiihrung von Schutzmalinahmen immer mehr abgenommen und viele Félle treten heute
in Entwicklungslandern im Zusammenhang mit dem Leben in Slums auf (Vinetz et al., 1996,
Ko et al., 1999).

Das Krankheitsbild der Leptospirose, erstmals beschrieben von Weil im Jahr 1886, zeigt sich
klassisch mit einem zweiphasigen Verlauf (Brem u. Schonberg, 2009). Die akute,
leptospiramische Phase, beschrieben mit einer Dauer von ca. 4 - 7 Tagen zeigt sich mit
Symptomen wie z.B. Schiittelfrost, plétzlichem hohem Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und
Kopfschmerzen (Schonberg, 1984, Krauss, 2004, Brem u. Schonberg, 2009), wéhrend die
zweite Phase zu unterschiedlichen Organmanifestationen z.B. in der Leber, den proximalen
Nierentubuli, dem Herzen, im Auge sowie im Zentralnervensystem fuhren kann (Babudieri,
1958, Thiermann, 1984, Levett, 2001, Krauss, 2004, Selbitz, 2007). Die Schwere der
Leptospirose und Auspragung der klinischen Symptome beim Menschen kann jedoch je nach
infizierende Serovar (Ellis et al., 1986, Bernard, 1993, Grooms, 2006), dem Alter, dem
Gesundheitszustand und der immunologischen Kompetenz des Patienten stark variieren (Faine
et al., 2000, Levett, 2001, Bharti et al., 2003).
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3.4. Leptospireninfektion beim Pferd

Bei diversen epidemiologischen Studien in verschiedenen geografischen Lagen gibt es enorme
Unterschiede in Inzidenz und Seroprdvalenz, sowie groRe Unterschiede der beteiligten Serovare
(Baverud et al., 2009, Jung et al., 2010, Houwers et al., 2011, Ebani et al., 2012, Hamond et al.,
2012, Hamond et al., 2013).

In den meisten Fallen verlduft die systemische Leptospirose bei Pferden inapparent und bleibt
unerkannt (Morter et al., 1969, Roberts, 1969, Schwink, 1992, Krauss, 2004). Zu den milden
Verlaufsformen gehoren Fieber, Lustlosigkeit und Anorexie (Morter et al., 1969). Bei
schwerwiegenden Verlaufsformen treten eine Reihe typischer Anzeichen auf, wie z.B.
Bindehautentziindungen, Ikterus, Andmie, petechiale Blutungen auf der Schleimhaut und
allgemeine Depression bis hin zum Tod (Morter et al., 1969, Roberts, 1969, Schwink, 1992,
Krauss, 2004). Insbesondere bei Fohlen kann es auch zu Nierenversagen kommen (Verma et
al., 2013).

3.5. Intraokulare Leptospireninfektion und Uveitis beim Pferd

Da sich systemische Leptospirosen beim Menschen unter anderem auch durch Uveitisschiibe
gezeigt haben (Weil, 1886, Gsell et al., 1946, Hanno u. Cleveland, 1949, Rathinam u.
Namperumalsamy, 2009), wurde auch bei Pferden mit einer Uveitis ein Zusammenhang
vermutet (Rimpau, 1947, Heusser, 1948, Halliwell et al., 1985, Davidson et al., 1987).

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl experimentelle als auch
natlrliche Infektionen mit Leptospiren 12 bis 24 Monate nach der Infektion zu einer klinischen
Uveitis gefuhrt haben (Heusser, 1952, Morter et al., 1964, Morter et al., 1969, Williams et al.,
1971). Heute ist bekannt, dass sich sowohl bei Menschen als auch bei Pferden nach vielen
Jahren eine ein- oder beidseitige Uveitis nach der Primérinfektion als Spatfolge einer
Leptospirose entwickeln kann (RKI, 2015).

AuBerdem gelang sogar der kulturelle Nachweis von Leptospiren aus dem Glaskorper von an
ERU erkrankten Pferden (Brem et al., 1998, Brem et al., 1999, Faber et al., 2000, Hartskeerl et
al., 2004, Wollanke et al., 2004).
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Das Auftreten von AK gegen Leptospiren konnte in einer umfassenden Studie in 90 % der
intraokularen Glaskorperproben festgestellt werden (Wollanke et al., 2004). Somit konnte
bewiesen werden, dass die Erreger nach hamatogener Infektion die Blut-Augen-Schranke
uberwinden, im Glaskorper persistieren und dort die AK-Bildung stattfindet (Witmer et al.,
1953, Davidson et al., 1987).

Obwohl sehr hohe AK-Titer im Glaskorper von an ERU erkrankten Pferden nachgewiesen
wurden, konnten mit diesen Glaskorperproben gleichzeitig positive Kulturergebnisse erzielt
(Wollanke, 2002) und in elektronenmikroskopischen Untersuchungen derselben Proben
phagozytierte Leptospiren dargestellt werden (Brandes et al., 2007). Schon friher wurden in
denselben  Glaskorperproben  sowohl  Antikdrper gegen  Leptospiren als auch
vermehrungsfahige Leptospiren in der Kultur nachgewiesen (Brem et al., 1998, Brem et al.,
1999). Der Grund dafiir ist noch nicht vollstandig geklart, es wird jedoch vermutet, dass sich
der Erreger intrazellular schiitzen kann und somit sein Uberleben gesichert ist (Gerhards u.
Wollanke, 2006), andere Autoren beschreiben eine Tarnung durch wirtseigenes Protein (Faine
et al., 2000). Solch eine ,,Hiille* konnte durch elektronenmikroskopische Darstellungen von
Glaskorperproben gezeigt werden (Niedermaier, 2002, Niedermaier et al., 2006, Brandes et al.,
2007).

3.6. Labordiagnostik auf eine Leptospireninfektion

3.6.1. Indirekter Nachweis

Der serologische Nachweis mittels AK-Diagnostik spielt bei der Leptospirose eine groRe Rolle.
Im Blut kénnen ab dem flinften bis neunten Tag nach dem Auftreten klinischer Symptome AK

nachgewiesen werden (Levett, 2001, Krauss, 2004). Aber auch Urin, Milch und Liquor, sowie
Nieren- und Lebergewebe kommen hierfur in Frage (Babudieri, 1961, Kayser et al., 2010).

3.6.1.1. Mikroagglutinationsreaktion (MAR)

Die MAR ist das Standardverfahren zum serologischen Nachweis von AK gegen Leptospiren
(Thiermann, 1984, Schwink, 1992, Bernard, 1993, Farr, 1995, Krauss, 2004, Kayser et al.,
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2010) oder zur Spezifitat der Agglutination verschiedener Serovare mit Immunseren zum

Zweck der Identifizierung (Faine et al., 2000).

Als Antigensuspension werden lebende Kulturen der spaten logarithmischen oder friihen
stationdren Wachstumsphase von Leptospiren verwendet, die 4 bis 14 Tage in flissigen Medien
bei 28 °C bis 30 °C gezichtet wurden. Die bevorzugte Dichte an Leptospiren liegt bei
1 - 2 x 108 Leptospiren pro ml. Zudem ist es ratsam, lokal isolierte Ag-authentifizierte Stimme
zu verwenden, um eine hohe Sensitivitét sicher zu stellen (Faine et al., 2000, Levett, 2001,
Kayser et al., 2010).

Die Ag-Suspension wird mit einer Verdinnung des Patientenserums auf eine Mikrotiterplatte
verbracht, durch schwenkende Bewegungen vermischt, fir 2-4 Stunden bei Raumtemperatur
oder 30 °C inkubiert und mit Hilfe der Dunkelfeldmikroskopie auf Agglutination untersucht.
Der Endpunkt ist eine Verdinnung, bei der eine Agglutination der Leptospiren von 50 %
verzeichnet wird, gemessen durch den Vergleich mit der Dichte von nichtagglutinierten

Leptospiren einer Kontrollsuspension (Levett, 2001, Brem u. Schénberg, 2009).

Die MAR besitzt sowohl eine sehr hohe Sensitivitét als auch Spezifitat. Die AK-Titer sind nach
einer Infektion Uber Monate sehr hoch, daher kann ein sehr niedriger Titer ein Hinweis auf eine
bereits lang vergangene Infektion sein (Bernard, 1993). Bei einem negativen MAR-Ergebnis
im Rahmen einer akuten Infektion kdnnte die Probenentnahme an einem zu frihen Zeitpunkt
erfolgt sein, bevor spezifische AK gebildet wurden (Levett, 2001) oder die Immunreaktion des

Organismus auf das ausldsende Ag fiel zu schwach aus (Thiermann, 1984).

Fur den Nachweis einer akuten Leptospireninfektion ist eine Serokonversion (mindestens 4-
facher Titeranstieg) beweisend (Faine et al., 2000, RKI, 2015).

3.6.1.2. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Der Hauptvorteil des ELISASs ist die Tatsache, dass er Informationen Uber den Isotyp des
Antikaorpers, sprich 1gG oder IgM liefern kann, der mit dem leptospiralen Ag reagiert. Dies ist
nltzlich, um herauszufinden, ob der im Serum vorhandene AK des Patienten von einer akuten
Infektion stammen oder das Resultat von friheren Infektionen ist (Adler et al., 1980, Cousins
et al., 1985, Chapman et al., 1988, Bercovich et al., 1990, Woodward et al., 1997). Zudem
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kommt dem IgA-Nachweis als Hinweis auf chronische lokale Infektionen eine grof3e
Bedeutung zu (Loibl, 2009, Loibl et al., 2018).

3.6.2. Direkter Nachweis

Der direkte Nachweis durch die Anzucht der Leptospiren aus Korperflissigkeiten oder Gewebe
bzw. der Nachweis leptospiraler DNA in der PCR ist die sensitivste Methode zum Nachweis
von Leptospiren (RKI, 2015). Leptospiren sollten fiir den direkten Nachweis aus dem Blut
innerhalb weniger Tage im akuten Krankheitsstadium (Fieberphase) entnommen werden, da
der Nachweis vermehrungsféhiger Leptospiren zu einem spéteren Zeitpunkt maoglicherweise
nicht mehr gegeben ist (Levett, 2001). Demnach sollte ab der zweiten Krankheitswoche
betroffenes Gewebe oder Urin fir die Untersuchungen herangezogen werden (Brem u.
Schénberg, 2009).

3.6.2.1. Mikroskopischer Nachweis

Fur den direkten mikroskopischen Nachweis eignet sich am besten die Dunkelfeldmikroskopie
mit einer 200- bis 250-fachen VergroRerung flr eine scharfe Abbildung (Brem u. Schénberg,
2009). Fur die Diagnosestellung ist darauf zu achten, entsprechend dem Krankheitsstadium
angemessenes Material zu verwenden, da die Erreger nur in geringen Mengen vorliegen und
typischerweise schwer auffindbar sind (Schdnberg, 1984). Die Phasenkontrastmikroskopie ist
ebenfalls geeignet zur mikroskopischen Darstellung der Leptospiren ebenso wie der
mikroskopische Nachweis in Gewebeschnitten mit Hilfe geeigneter Farbemethoden
(Straubinger, 2015).

3.6.2.1.1. Elektronenmikroskopischer Nachweis

Die Elektronenmikroskopie von Leptospiren wird hauptséchlich fir die Darstellung der
Morphologie von strukturellen Komponenten durchgefiihrt (Ritchie u. Ellinghausen, 1965,
Birch-Andersen et al., 1973, Hovind-Hougen, 1981, Faine et al., 2000).
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Es existieren zahlreiche in vitro- und in vivo-Untersuchungen von experimentell infizierten
Tieren zur Darstellung von Leptospiren mit Hilfe der Elektronenmikroskopie (Miller u. Wilson,
1962, Cheville et al., 1980, Williams et al., 1981).

3.6.2.2. Kultureller Nachweis

Wichtig fir den kulturellen Nachweis ist, dass geeignetes und dem Krankheitshild
entsprechendes Probenmaterial verwendet wird. So kénnen unter anderem Blut, Liquor, Urin
und Gewebe flr die Anzucht herangezogen werden (Bernard, 1993, Farr, 1995, Levett, 2001).
Blut und Liquor sollten demnach in der ersten Woche nach Erkrankungsbeginn, Urin in der
zweiten Erkrankungswoche herangezogen werden (RKI, 2015). Mit einer Verdopplungszeit
von ca. 8 Stunden vermehren sich Leptospiren in der Kultur nur sehr langsam, was den

Nachweis grundlegend kompliziert und langwierig gestaltet (RKI, 2015).

Fur die Differenzierung der isolierten Leptospiren in die jeweilige Serogruppe, bzw. das
Serovar kommen entweder die bereits beschriebenen serologischen Methoden und
monoklonale Antikérper zum Einsatz (Levett, 2001, Hartskeerl et al., 2004) oder auch aktuell

noch sehr teure molekulargenetische Typisierungen in Frage (Allan et al., 2020).

3.6.2.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Entwicklung einer quantitativen real-time PCR ist dies eine anerkannte Methode, da
die entwickelten LipL32-Primer ausschlieRlich DNA pathogener Leptospiren nachweisen und

dabei jede Genospezies erkennen kénnen (Roczek, 2008).

Von Vorteil ist die hohe Sensitivitdt bei minimalem Zeitaufwand (Roczek, 2008) und die
geringe Probenmenge, die bendtigt wird (Bodaghi u. LeHoang, 2002). Jedoch muss fir die
Bestimmung der Serovare wieder auf weitere Tests zurtickgegriffen werden, da die PCR keine
Serovar-Differenzierung ermoglicht (Levett, 2001). Fir eine Serovar-Differenzierung miissen
spezifischere Methoden verwendet werden, z.B. Multilocus Sequence Typing (MLST)
(Rettinger et al., 2012, Varni et al., 2018, Cilia et al., 2020).
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3.6.2.4. Immunhistochemische Farbung

Durch die Immunhistochemie (IHC) kann eine sehr geringe Anzahl von Leptospiren spezifisch
nachgewiesen werden und gleichzeitig kdnnen einzelne Serovare bestimmt werden (Faine et
al., 2000). Die immunhistochemische Untersuchungsmethode findet sowohl fir Gewebe als
auch fur Flussigkeiten Anwendung, wobei auch tote Leptospiren im vorhandenen Material
detektiert werden kdnnen (Palmer, 1988, Faine et al., 2000). Die IHC wird jedoch h&ufiger mit
Gewebeschnitten durchgefuhrt (sowohl mit menschlichem als auch tierischem Gewebe) (Wild
et al., 2002, Iglezias et al., 2020). Die IHC ist eine haufig verwendete spezifische
Nachweismethode fiir leptospirales Antigen in verschiedenen Gewebeproben und Spezies
(Saglam et al., 2008, Santos et al., 2015, Almeida et al., 2019). An Nierengewebe vom Hund
konnte durch Farbung mit spezifischen Leptospiren-Antigenen gezeigt werden, dass die IHC

eine geeignete Methode ist, um Leptospirose beim Hund zu diagnostizieren (Wild et al., 2002).

3.6.2.5. Silberimpragnierung

Leptospiren sind mit den Ublichen Bakterienfarbungen schwer anzufarben (Blenden u.
Goldberg, 1965), die Silberimpréagnierung stellt jedoch eine geeignete Methode dar, um
Spirochaeten sichtbar zu machen. Der Nachweis gelingt sowohl mit Ausstrichen auf
Objekttragern (Babudieri, 1961), in Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe
(Skilbeck u. Chappel, 1987), sowie bei histologischen Schnitten (Faulkner u. Lilue, 1945). Es
sind schon verschiede Protokolle mit jeweiligen Modifikationen beschrieben worden, wie z.B.
die Silberimpragnierung nach Fontana, die Methode von Levaditi (Babudieri, 1961) und die
Féarbung nach Warthin-Starry (Faulkner u. Lilue, 1945).

Der Hauptvorteil dieser Methode ist der geringe Kostenaufwand und die direkte Visualisierung
von Bakterien in der Probe. Dies konnte in einer Studie gezeigt werden, in der Leptospiren in
Nierengewebe von Rindern mit Leptospirose bei knapp 70 % der Proben durch die Warthin-
Starry Silberimpréagnierung sichtbar gemacht werden konnten. Ein Nachteil dieser Methode ist,
dass bei geringer Leptospirenlast die Bakterien haufig unentdeckt bleiben und damit
maoglicherweise falsch negative Ergebnisse die Folge sind (Azizi et al., 2014). Daher kommen
zum Beispiel auch die Kombination von IHC und Warthin-Starry Silberimprégnierung zum
Einsatz (Zilber et al., 2016).
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3.6.3. Nachweis einer Leptospiren-bedingten rezidivierenden Uveitis bei Pferden

3.6.3.1. Nachweis von Antikdérpern im Serum mittels MAR

Der Zusammenhang zwischen agglutinierenden Serumantikdrpern gegen Leptospiren und einer
leptospirenbedingten Uveitis konnte nicht ausreichend belegt werden, da auch bei
augengesunden Pferden haufig AK gegen Leptospiren nachgewiesen werden konnten und die
Diagnose einer ERU somit inadéquat ist (Davidson et al., 1987, Matthews et al., 1987, Sillerud
et al., 1987, Dwyer et al., 1995, Wollanke et al., 1998, Wollanke et al., 1998, Wollanke et al.,
2000, Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Wollanke et al., 2004, Gilger et al., 2008, Loibl, 2009,
Malalana et al., 2017).

3.6.3.2. Nachweis von Antikdrpern in Kammerwasser- und Glaskdrperproben

Untersuchungen auf AK gegen Leptospiren und Leptospiren-Ag in Kammerwasser- und
Glaskorperproben haben sich im Gegensatz zu den Serumuntersuchungen als nutzlich in der
Diagnosestellung der ERU erwiesen (Brem et al., 1998, Brem et al., 1999, Faber et al., 2000,
Wollanke et al., 2000, Wollanke et al., 2001, Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Hartskeerl et al.,
2004, Wollanke et al., 2004, Brandes et al., 2007, Loibl, 2009, Baake et al., 2016).

Der Nachweis von AK gegen Leptospiren mittels MAR und ELISA ist in Gber 90 % der
Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen moglich (Wollanke, 2002, Wollanke et al.,
2004) Die Sensitivitat und Spezifitat beider Antikérpernachweise ist hier besonders hoch. Die
MAR weist eine Sensitivitat von 93 % und eine Spezifitat von 100 % auf (Wollanke et al., 2000,
Wollanke et al., 2001, Gesell, 2004, Loibl, 2009, Wollanke et al., 2018). Der ELISA weist im
Vergleich mit der MAR sogar eine hohere Sensitivitat (98 %) auf (Loibl, 2009).

Mit PCR-Untersuchungen konnten in tber 70 % der untersuchten Glaskorperproben positive
Ergebnisse erzielt werden (Wollanke, 2002, Wollanke et al., 2004) und obwohl auch der
kulturelle Nachweis in vielen Féllen positiv ausfallt (Brem et al., 1998, Brem et al., 1999, Faber
et al., 2000, Wollanke et al., 2000, Wollanke et al., 2001, Wollanke, 2002, Gesell, 2004,
Hartskeerl et al., 2004), ist die PCR eindeutig die schnellere und zuverléssigere Variante.



1. Literaturiibersicht 34

3.6.3.3. Nachweis von Antikorpern mittels ,,Snap-Lepto®« -ELISA

In friiheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass ELISA-Untersuchungen im Gegensatz
zu MAR-Untersuchungen beim Nachweis intraokularer AK gegen Leptospiren sensitiver
waren. Insbesondere dem Nachweis von IgA-Antikérpern kommt hier eine besondere
Bedeutung zu (Loibl, 2009, Loibl et al., 2018). Nun stellt der ELISA-Schnelltest (Snap-Lepto®)
der Firma IDEXX eine kostengiinstigere und schnellere Variante der Laboruntersuchungen dar.
Dieser Schnelltest, welcher Spezies-unabhéngig gegen das Oberflachenprotein LipL32
gerichtete AntikOrper nachweist, ist jedoch nicht Serovar-spezifisch. In einer Studie ergab der
Schnelltest bei 97 % der an ERU erkrankten Pferde ein positives Ergebnis bei Verwendung
intraokularer Proben und wies im Vergleich mit der MAR ein sensitiveres Ergebnis auf
(Wollanke et al., 2018, Geiger, 2019). Dadurch ist es in zweifelhaften Fallen einer
leptospirenbedingten Uveitis oft moglich, innerhalb kiirzester Zeit ein Ergebnis zu erhalten.
Somit kann bei den betroffenen Pferden die Parazentese der vorderen Augenkammer und die
bei positivem Ergebnis des Schnelltestes anschlieBende Vitrektomie innerhalb einer Narkose
durchgefuhrt werden. Es muss im Falle eines positiven Schnelltestergebnisses nicht mehr auf
den Probenversand und die Ubermittlung des Laborergebnisses gewartet werden (Wollanke et
al., 2018, Geiger, 2019).

Der Snap-Lepto® hat sogar bei Serumuntersuchungen eine relativ hohe Sensitivitit (79 %) und
Spezifitdt (95 %) ergeben und konnte als Screeningtest fiir eine leptospireninduzierte

rezidivierende Uveitis bei Pferden herangezogen werden (Geiger, 2019).
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I1. MATERIAL UND METHODEN

1. Ubersicht

Klinische Diagnose:
Equine Rezidivierende Uveitis (ERU)

[ ) Labordiagnostische
Therapie: Untersuchung des
Vitrektomie W Glaskdrpermaterials

Immunhistochemische Farbung

Auswertung

Abb. I11-1: Grafische Darstellung der VVorgehensweise von der Untersuchung des Pferdes iber
die Probennahme bis zu den unterschiedlichen Untersuchungen der Probe und der Auswertung
der Ergebnisse. (Erstellt mit BioRender.com)
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2. Patientengut

Das Patientengut umfasst 149 Glaskorperproben von 139 Pferden, die im Zeitraum von Mai
2018 bis Oktober 2020 an der Klinik fir Pferde der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU)
Miinchen mit Verdacht auf eine ERU, bzw. mit der Diagnose ERU vorgestellt und daraufhin

vitrektomiert wurden.

Von diesen 149 Glaskorperproben der 139 Pferde waren 79 Proben von 76 Pferden positiv in
der quantitativen real-time PCR fur den Nachweis des lipL32-Gens pathogener Leptospiren (s.
Kap. IX.3.).

Diese 76 Pferde setzen sich aus 27 Stuten, 46 Wallachen und 3 Hengsten zusammen. Das Alter

der erkrankten Patienten lag zwischen 2 und 24 Jahren und betrug im Durchschnitt 7,9 Jahre.

Unter den PCR-positiven Pferden waren 44 Warmbldter, 10 Isl&ander, jeweils 4 Friesen und
PREs, 3 Trakehner, 2 Quarter Horses und jeweils 1 Pony, Appaloosa, Cruzado, Kaltblut,

Lusitano, Paint Horse, Tinker, Traber und Vollblut.

Drei Glaskorperproben von Pferden mit klinisch gesunden Augen dienten als
Negativkontrollen. Die Pferde wurden euthanasiert, was jedoch nicht in Verbindung mit der
ERU oder einer anderen Augenerkrankung stand. Alle drei Proben waren negativ in der
quantitativen real-time PCR fur den Nachweis des lipL32-Gen pathogener Leptospiren (s. Kap.
1X.3.).

Die drei augengesunden Pferde waren ein 8-jahriger und ein 17- jahriger Warmblut Wallach,

sowie eine 23-jahrige Haflinger Stute.

3. Diagnosestellung

Es folgte eine eingehende klinische sowie ophthalmologische Untersuchung die durch die

Verfasserin an der Klinik fur Pferde der LMU durchgefiihrt und dokumentiert wurde.

Nach grundlicher Anamneseerhebung, wobei besonderes Augenmerk auf den Zeitpunkt des
Erscheinens der Augenerkrankung, die Anzahl der bereits abgelaufenen Entziindungsschiibe

und die zeitlichen Absténde der vergangenen Entziindungsschiibe gelegt wurde, folgte bei allen
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Patienten eine Augenuntersuchung des betroffenen Auges, die in einem verdunkelten, ruhigen

Raum stattfand.

Begonnen wurde mit dem Drohreflex, um die Sehfahigkeit zu Uberpriifen, danach folgte
seitenvergleichend die Adspektion der Augen und okularen Adnexe. Hierbei wurde auf
Schwellung der Lider, Tranenspur oder eine bereits makroskopisch sichtbare VergréRerung
bzw. Verkleinerung des Augapfels geachtet. Danach wurden Konjunktiven, Kornea, vordere
Augenkammer, Iris, und der Pupillarreflex unter Zuhilfenahme einer fokalen Lichtquelle
(,,Hammerlampe*, Fa. Carl Zeiss) untersucht. Zudem wurden die Linse, Glaskorper, Netzhaut
und Sehnerv mit einem Ophthalmoskop (Fa. Carl Zeiss) beurteilt. Hierftr wurde die Pupille,
falls nicht zuvor schon ein Mydriatikum verabreicht worden war, mit entweder dem
Mydriatikum Tropicamid (,,Mydriatikum Stulln®, Fa. Pharma Stulln) oder mit Atropin
Augentropfen (Atropin-POS® 0,5 %, Fa. Ursapharm) weitgestellt, um moglichst weitraumig
die hinteren Segmente des Auges einsehen zu konnen. Wenn aufgrund eines starken
Pupillenkrampfes, vorderen oder hinteren Synechien, einer getriibten Linse (mature Katarakt)
oder eines hochgradig getribten Glaskorpers der Augenhintergrund nicht oder nur
unzureichend beurteilt werden konnte, folgte eine ultrasonografische Untersuchung des
Augapfels (Ultraschallgerét der Fa. GE Healthcare LOGIQ P6, Linearscanner, 12MHz).

Konnte die Diagnose ,,ERU* anhand der Anamnese, den klinischen Symptomen oder den
ophthalmoskopischen Befunden am Auge bestatigt werden, erfolgte nach medikamentdser
Vorbehandlung (Atropin und Dexamethason enthaltende Augensalben sowie die Gabe eines
nicht steroidalen Antiphlogistikums per os) uUber drei Tage die Pars-Plana-Vitrektomie unter
allgemeiner Anasthesie. Die Vitrektomien wurden nach der von Gerhards und Wollanke (2005)
beschriebenen Methode durchgefiihrt (Gerhards u. Wollanke, 2005).

Die folgenden Bilder zeigen Augen von Pferden, die nach der klinischen Untersuchung die
Diagnose ,,ERU* erhielten. In allen Glaskorperproben aus diesen an rezidivierender Uveitis
erkrankten Augen waren Hinweise auf eine intraokulare Leptospireninfektion vorhanden. Es
konnten entweder mittels MAR agglutinierende Antikdrper gegen Leptospiren und/ oder
mittels Snap-Lepto® gegen LipL32 gerichtete Antikorper und/ oder mittels Real-time PCR das

lipL32-Gen direkt nachgewiesen werden.
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Abb. 111-2: Pferdeauge mit chronischer ERU; Entzlindungsfreies Intervall einer chronisch
rezidivierenden Uveitis bei einem 4-jahrigen Friesenwallach mit typischen Befunden im Sinne
der ERU: diffuse Hornhauttribung, Pupille durch Gabe eines Mydriatikums ca. 2/3 weit,
Dyskorie der Pupille durch multiple hintere Synechien (roter Pfeil), ventro-temporal rauchige
Tribung im Bereich der Linsenvorderflache, diffuse Glaskdrpertriibung.

Abb. 111-3: Pferdeauge mit akutem Schub einer ERU; abklingender klassischer akuter
Uveitisschub im Verlauf einer ERU bei einem 10-jahrigen Warmblutwallach: geringgradige
diffuse Hornhauttriibung mit Neovaskularisation (ventral), vordere Augenkammer zu 2/3 mit
frischem entzundlichem Exsudat geftllt und ventral im Bereich der Blutgefalie zusatzlich
alteres zusammengezogenes Gerinnsel, Pupille durch Gabe eines Mydriatikums ca. 2/3 weit,

griin-gelblicher Fundusreflex aufgrund der hochgradigen diffusen Glaskdrpertriibung.
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Abb. 111-4: Pferdeauge mit chronischer ERU; Entzlindungsfreies Intervall einer chronisch
rezidivierenden Uveitis bei einem 14-jahrigen Englischen Vollblutwallach mit typischen
Befunden im Sinne der ERU: geringgradige diffuse Hornhauttriibung, multiple hintere
Synechien (rote Pfeile), dorsal und nasal des Blitzreflexes auf der Hornhaut sind entzindliche
Einlagerungen im Glaskorper zu sehen.

Abb. 111-5: Pferdeauge mit chronischer ERU; entziindungsfreies Intervall einer chronisch
rezidivierenden Uveitis bei einem 6-jadhrigen Lusitanowallach mit Birkauge und typischen
Befunden im Sinne der ERU: hintere Synechien (ventral und temporal), zwei Irisresiduen
(nasal-zentral) (roter Pfeil) auf der Linsenvorderflache, mittelgradige entzlndlich bedingte
Glaskorpereinlagerungen, Pupille durch Gabe eines Mydriatikums ca. 2/3 weit.
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Abb. 111-6: Pferdeauge mit ERU im Endstadium; entziindungsfreies Intervall einer chronisch
rezidivierenden Uveitis bei einer 8-jahrigen Hannoveraner Fuchsstute: ERU im Endstadium mit
Bulbusatrophie, sehr flacher vorderer Augenkammer, groR3flachigen hinteren Synechien in
Miosisstellung (Seclusio pupillae), fortgeschrittene Katarakt.

Abb. 111-7: Vorderansicht eines Pferdes mit chronischer ERU; Die Stute aus Abb. I11-6 von

vorne: die hochgradige Atrophia bulbi des linken Auges ist bereits makroskopisch erkennbar.
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4. Probenmaterial

4.1. Kulturleptospiren

Die Kulturstamme der pathogenen Leptospiren (L. interrogans) wurden vom Bayerischen
Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) OberschleiRheim zur Verfligung
gestellt (DAkks-akkreditiertes Priflaboratorium nach DIN EN ISO 17025, Reg.-Nr.: D-PL-
19082-02-00). Die Bakterien waren vom LGL mit der MAR serotypisiert worden. Es wurden
sechs verschiedene Serovare als Vergleichsgruppe verwendet (L. Australis, L. Autumnalis, L.
Bratislava, L. Grippotyphosa L. Icterohaemorrhagiae, L. Pomona). Die Leptospiren wurden
noch vor Ort im LGL nach Ausstreichen auf Objekttrager durch Hitze inaktiviert und danach
fiir weitere Untersuchungen an dem Lehrstuhl fur Anatomie, Histologie und Embryologie der
Tierdrztlichen Fakultat der LMU Miinchen verbracht.

4.2. Glaskdrperproben

Im Zuge der bei an ERU erkrankten Augen therapeutisch indizierten Pars-Plana-Vitrektomie
wurden zu Beginn der Operation ca. 3 ml unverdiinntes Glaskorpermaterial steril Gber einen
Dreiwegehahn gewonnen. Daflir wurde das Vitrektom 14 mm dorsal vom Limbus, im Bereich

der Ora serrata, tber die Sklera in den Glaskorperraum eingefuhrt.
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Abb. 111-8: Ausgangssituation fir die Vitrektomie: Infusionsleitung (weiller Pfeil) und

Vitrektom (roter Pfeil) befinden sich tber einen Zugang in der Sklera im Glaskorperraum.

Abb. 111-9: Probenentnahme im Zuge der Vitrektomie (Ansicht auf Monitor Ubertragenes
Bild); Blick durch Pupillen6ffnung in den Glaskorperraum. Das Vitrektom wurde Uber den
dorsalen Zugang in der Sklera in den Glaskdrperraum eingefiihrt. Am Ende des
Operationsgerates befindet sich die Offnung (weiRer Pfeil), die das Glaskdérpermaterial und die
darin enthaltenen Entzlindungsprodukte ansaugt, zerschneidet und absaugt. Auf dem Bild sind
deutlich erkennbare Glaskorpereinlagerungen zu sehen, die durch das Vitrektom angesaugt

werden (roter Pfeil).
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4.3. Negativkontrollen

Drei Glaskdrperproben von Pferden mit klinisch gesunden Augen dienten als Kontrollen. Nach
der Euthanasie dieser Pferde, dessen Ursache nicht in Verbindung mit der ERU oder einer
anderen Augenerkrankung stand, konnte das Glaskorpermaterial ebenfalls steril, (ber eine

Kanile (Einmal-Kanile, SUPRA, Vivomed GmbH, Deutschland) entnommen werden.

5. Probenbearbeitung

5.1. Labordiagnostische Untersuchungen

Die unverdunnt gewonnene Glaskorperfliissigkeit aus an ERU erkrankten Augen wurde zur
Untersuchung an ein Fremdlabor geschickt, um sicherzustellen, dass es sich tatsachlich um eine
leptospirenbedingte Uveitis handelt (IVD GmbH Innovative Veterindrdiagnostik mbH, Seelze-
Letter, Deutschland). Hierfiir wurde zum Nachweis der Bakterien-DNA eine PCR, sowie zum
Nachweis von Antikorper gegen Leptospiren die MAR mit 11 verschiedenen Serovaren der
Serogruppen Australis, Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Tarassovi und
Sejroe durchgefihrt. Bei der verwendeten PCR handelt es sich um eine quantitative real-time

PCR zum Nachweis des lipL32-Gens, welches bei allen pathogenen Leptospiren vorhanden ist.

Die Glaskorperproben der Negativkontrollen wurden fur die gleichen labordiagnostischen
Untersuchungen an das oben genannte Fremdlabor geschickt. Die MAR und PCR fielen hier

negativ aus.

5.2. Herstellung der Ausstriche fir die histologischen Farbungen

Fur die Herstellung der Ausstriche aus den Glaskorperproben stand nach Abzug eines Teiles
der Probe flr die labordiagnostischen Untersuchungen nur noch knapp 1 ml unverdiinntes
Glaskorpermaterial zur Verfiigung. Dieses geringe VVolumen entspricht nur einem Bruchteil des
Glaskorpers beim Pferd, der physiologischerweise ein Volumen von ca. 28 ml aufweist. Die
Glaskorperprobe wies zudem eine inhomogene Konsistenz auf (wéssrige Anteile sowie zum

Teil schleimige oder sehr viskdse Anteile), was das Ausstreichen problematisch gestaltete und
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zu unregelmafiigen Ausstrichen fuhrte. Von jeder Glaskorperprobe konnten ca. 10 Ausstriche

angefertigt werden.

Fur die histologischen Farbungen wurden sowohl die Kulturstdimme direkt nach Erhalt aus der
Kultivierung und das Glaskorpermaterial direkt im Anschluss der Probengewinnung auf
Objekttrager (OT) (Thermo Scientific, Superfrost Ultra Plus®, Menzel, Deutschland)
ausgestrichen, luftgetrocknet und zur Hitzefixierung 3x durch die Bunsenbrennerflamme

gezogen. Die Hitzefixierung der Kulturstdmme erfolgte im Labor des LGL (s. Kap. 4.1.).

5.2.1.  Silberimpréagnierung

Fur die Silberimpréagnierung wurde das modifizierte Protokoll nach Warthin-Starry verwendet
(Riedelsheimer u. Bichl-Zimmermann, 2015). Alle verwendeten Lésungen wurden mit saurem
Aqua dest. pH 3,7 - 4,0 angesetzt (s. Kap. IX.1.). Die Losungen wurden vor Beginn auf 60 °C

erhitzt. Die einzelnen Schritte sind im folgenden Protokoll stichpunktartig aufgefuhrt.

Protokoll der Warthin-Starry-Silberimpragnierung:

1. OT 3 x fur jeweils 10 Sek. in Aqua dest. schwenken

2. OT in 1%iger Silbernitratlosung (Fa. Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland)
fur 30 Min. bei 60 °C im Dunkeln inkubieren

3. OT fiir 10 Sek. bei 60 °C in Aqua dest. schwenken

Entwickler-Losung (Ansatz fur 5 OT):

- 7 ml 5 %ige Gelatine (Difco Laboratories Inc., USA)
- 4 ml Silberverstarker Stammldsung B (Fa. Morphisto, Frankfurt am Main,
Deutschland)

- 3ml 2 % Silbernitratlésung

Alle Komponenten der Entwickler-L6sung wurden separat abgemessen und erst kurz vor

Verwendung zusammengegeben.
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4. Entwickler-L6sung flr ca. 2 - 3 Min. bei 60 °C auf die OT geben und unter
Sichtkontrolle entwickeln lassen

5. OT 2 x fir jeweils 1 Min. bei 60 °C mit Aqua dest. spulen

6. 5 % Natriumthiosulfat (Fa. Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland) flr 2 Min.
bei Raumtemperatur inkubieren

7. 3 Min. unter flielendem Wasser spulen

8. Nochmal ca. 20 Min. wéssern

Die Positivkontrollen waren die vom LGL bereitgestellten Kulturstimme der pathogenen
Leptospiren sowie Gewebeschnitte vom Kleinhirn einer Wachtel. Die Negativkontrollen waren

folgende:

- Ausstriche von Glaskdrperproben augengesunder Pferde

- Ausstriche von an ERU erkrankten Pferden, die PCR-negativ waren

Bei keiner der Negativkontrollen konnten Hinweise auf Leptospiren oder Formen der

Biofilmbildung gefunden werden.

5.2.2. Immunhistochemische Farbung

Der verwendete Primarantikorper fir die immunhistochemische Farbung (Anti-Leptospira
rabbit antiserum) wurde vom Academic Medical Center (amc) aus Amsterdam, Niederlande
bereitgestellt (s. Kap. 1X.2.). Er richtet sich spezifisch gegen Lipopolysaccharide der
Oberflache pathogener Leptospiren. Der verwendete Sekundarantikorper (Biotinylated Anti-
rabbit 1gG) ist von der Firma Biozol in Eching, Deutschland. Die Antigen-Antikdrper-Reaktion
wurde durch DAB-LGsung (Detektorsystem) (Fa. Leica) sichtbar gemacht. Es kam lediglich

eine Charge der verwendeten Antikdrper zum Einsatz.

Fur die Immunhistochemische Farbung wurden alle Inkubationsschritte bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Waschschritte wurden in Phosphate Buffered Saline (PBS)-Puffer (pH 7,4)

durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte sind im folgenden Protokoll stichpunktartig aufgelistet.
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Protokoll der immunhistochemischen Farbung:

1. Ausstriche 1 x fiir 4 Min. in PBS-Puffer waschen

2. Blocken unspezifischer Bindungen fir Antikérper mit Dako Protein-Block-Serum-
Free (Dako GmbH, Jena, Deutschland) 5 Min. inkubieren, danach nur abgiefl3en

3. Primarantikorper (Anti Leptospira rabbit antiserum, Academic Medical Center,
Amsterdam, Niederlande) Verdunnung: 1:5120 in Dako Antibody Diluent (Dako

GmbH, Jena, Deutschland) fur eine Stunde inkubieren

4. 2 x fur jeweils 1 Min. in PBS-Puffer waschen

5. Sekundarantikorper (Biotinylated Anti-Rabbit 1gG, Biozol, Eching, Deutschland),
Verdinnung 1:300, fur 30 Min. inkubieren

6. 2 x fur jeweils 1 Min. in PBS-Puffer waschen

7. Markierung des Sekundérantikérpers mit Streptavidin Horseradish-Peroxidase

(Streptavidin-HRP, Leica, Deutschland) fir 20 Min.

8. 2 x fur jeweils 1 Min. waschen

9. Entwicklung der Reaktion in DAB-L6sung (Dako GmbH, Jena, Deutschland) fir 5
Min.

10. 1 x in PBS-Puffer und anschliefend 1 x in Leitungswasser waschen

11. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (1 x Ethanol 70 %, 1 x Ethanol 96 %,
2 X Isopropanol), OT jeweils kurz spilen

12. Entfernen des Alkohols mit Xylol

13. Eindecken der Ausstriche mit Eukitt® (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland)

14. Lufttrocknen

Die Positivkontrollen waren die vom LGL bereitgestellten Kulturstimme der pathogenen

Leptospiren. Die Negativkontrollen waren folgende:

- Ausstriche von Kulturleptospiren, die ohne Primarantikorper inkubiert wurden
- Ausstriche von Glaskdrperproben augengesunder Pferde

- Ausstriche von an ERU erkrankten Pferden, die PCR-negativ waren

Bei keiner der Negativkontrollen konnten Hinweise auf Leptospiren oder Formen der

Biofilmbildung gefunden werden.
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5.3. Auswertung

Die mikroskopische Auswertung und fotografische Dokumentation der Warthin-Starry
Féarbung sowie der immunhistochemischen Farbung erfolgte mit einem Mikroskop der Firma
Leica (Leica DM 5000B), welches mit einer Kamera gekoppelt war (Leica DFC 3000G, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar). Es wurden Objektive mit 40-facher und 100-facher
VergroRerung verwendet. Jeder Objekttrager wurde standardmalig zunéchst mit dem 40x
Objektiv und anschlieBend mit dem 100x Objektiv mit Ol mianderformig untersucht. Bereiche
mit positivem Befund wurden markiert, dokumentiert und schlie3lich fotografiert. Zur besseren
Ubersicht wurden die Ergebnisse im weiteren Verlauf der Untersuchungen in Gruppen

unterteilt (s. Kap. 1V.2.). Im Ergebnisteil werden representative Abbildungen verwendet.
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V. ERGEBNISSE

1. Morphologische Darstellung der Kulturleptospiren

1.1. Silberimpragnierung

Die Versilberung nach Warthin-Starry stellt eine Ubersichtsfarbung fiir die Darstellung von
Leptospiren dar. Da weder Leptospiren noch andere Spirochaeten durch die Ublichen
histologischen  Standardfarbungen  sichtbar gemacht werden koénnen, ist die
Silberimpréagnierung nach Warthin-Starry der Goldstandard zum Nachweis von Spirochaeten.
Die folgenden Abbildungen zeigen verschiedene Serovare pathogener Kulturleptospiren (L.

interrogans), die mit dieser Technik sichtbar gemacht wurden.

Die Kulturleptospiren sind zwischen ca. 6 um und 25 um lang. Bei allen Serovaren kann man
sowohl einzeln liegende Bakterien als auch Paarungen von zwei oder mehreren
zusammenliegenden Bakterien erkennen. Diese liegen dann entweder sich tiberkreuzend, aber
auch langs oder hintereinander zusammen. Bei Akkumulationen von mehreren Leptospiren gibt
es zum Teil Ansammlungen, bei denen die einzelnen Mikroorganismen noch klar voneinander
abgrenzbar sind, aber auch Haufen von Bakterien, in denen sie so dicht aneinander und
umeinander verschlungen liegen, dass die einzelnen Leptospiren nicht mehr eindeutig
voneinander zu trennen sind und die genaue Anzahl nicht bestimmt werden kann. Vor allem
bei den einzeln liegenden Leptospiren sind die typischen hakenférmigen Enden an einem oder

auch an beiden Enden zu erkennen.

Die einzeln liegenden Bakterien stellen sich teilweise S-formig, U-formig oder L-formig dar
oder haben lediglich einen leicht gebogenen Verlauf. Andere wiederum sind komplett

langgestreckt, wobei dann auch das hakenférmige Ende nicht mehr zu erkennen ist.

Wenn zwei einzelne Bakterien hintereinander liegen erscheinen sie teilweise wie eine einzelne
sehr lange Leptospire. Bei genauerer Betrachtung kann man jedoch eine kleine Liicke oder ein

hakenférmiges Ende zwischen den beiden Mikroorganismen erkennen.

Die ,,Haufen* ohne erkennbare einzelne Leptospiren sind teilweise sehr dicht gepackt und

erscheinen als Knéuel. An den Randern sind die Enden von einzelnen Leptospiren zu erkennen.
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Abb. IV-1: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Australis; Warthin-Starry-Farbung

L. Australis: Das Verteilungsmuster bei dieser Serovar ist willkirlich, es ist keine gerichtete
Anordnung zu erkennen und die Bakteriendichte ist sehr regelmaRig. Das Langenverhaltnis ist
ebenfalls sehr gleichméaRig verteilt, es sind gleichviele kirzere, mittellange und lange
Leptospiren zu erkennen. Die einzelnen Bakterien stellen sich als sehr diinne fadige Strukturen

dar. Es sind eher weniger dicht gepackte Haufen zu sehen.
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Abb. IV-2: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Autumnalis; Warthin-Starry-Farbung

L. Autumnalis: Bei dieser Serovar stellen sich die Leptospiren ebenfalls als feine fadige
Strukturen dar. Die Bakteriendichte ist geringfugig héher als bei der Serovar Australis. Hier
uberwiegen die langeren Leptospiren (20 um -25 pm). Einzelne Leptospiren sind etwas seltener
vorhanden. Die Akkumulation zu dichten Bakterienhaufen, bei denen die einzelnen
Mikroorganismen nicht zu mehr eindeutig auseinanderzuhalten sind, ist hier deutlich haufiger.

Das Verteilungsmuster ist auch hier sehr willkdrlich.
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Abb. IV-3: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Bratislava; Warthin-Starry-Féarbung

L. Bratislava: Hier besteht ein sehr ausgewogenes Bild hinsichtlich einzeln liegender und
zusammengelagerter Leptospiren. Auffallend ist das seltenere Auftreten von groRen dichten
Zellhaufen. Manche Leptospiren liegen so gekrimmt aneinander, dass sie sich irgendwann
wieder treffen und so eine kreisformige Struktur bilden. Die Bakteriendichte ist vergleichbar
mit der der Serovar Australis. Auch hier gibt es keine deutliche Ausrichtung der Leptospiren,
die Anordnung ist willkdrlich.
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Abb. 1V-4: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Grippotyphosa; Warthin-Starry-Féarbung

L. Grippotyphosa: Bei dieser Serovar (berwiegen deutlich die einzeln liegenden
Mikroorganismen. Auch hier sind S-formige Bakterien zu erkennen, der GroRteil liegt jedoch
gestreckt in der Mitte mit mehr oder weniger starken Kriimmungen und zu Haken eingerollten
Enden vor. Sie wirken etwas gedrungener als die anderen gezeigten Vertreter und erscheinen
somit geringgradig dicker. Es tberwiegen deutlich die kirzeren Leptospiren zwischen 6 pm
und 15 um. Es sind vereinzelt sich Uberkreuzende oder aneinander liegende Bakterien zu
beobachten, wobei die Leptospiren immer deutlich voneinander abgrenzbar sind. Die
Haufenbildung fehlt bei dieser Serovar komplett.
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Abb. 1V-5: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae; Warthin-Starry-
Féarbung

L. Icterohaemorrhagiae: Hier ist die Verteilung &hnlich regelmaRig wie bei der Serovar
Autumnalis. Es sind jeweils durchschnittlich gleich viele einzeln liegende Bakterien, sowie
Akkumulationen als auch dichte Zellhaufen zu erkennen. Die Anordnung ist willkirlich wie

bei den anderen Serovaren.



1V. Ergebnisse 54

Abb. IVV-6: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Pomona; Warthin-Starry-Farbung

L. Pomona: Liegen die Bakterien als einzelne Organismen vor, so sind sie fast ausschliellich
in lang gestreckter Form zu sehen. Nur vereinzelt sind kleinere Krummungen zu erkennen. Aber
auch hier sind die Bakterienhaufen vieler Leptospiren vorhanden, ohne dass bei dieser

Ansammlung einzelne Leptospiren zahlbar sind.
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1.2. Immunhistochemische Farbung

Durch die spezifische Bindung des Antikdrpers an Lipopolysaccharide auf der Oberflache
pathogener Leptospiren, konnen hier die verschiedenen Serovare der pathogenen

Kulturleptospiren sichtbar gemacht werden.

Die verschiedenen Serovare zeigen in der Versilberung und in der Immunhistochemie (IHC)
die gleiche Morphologie (s. Kap. IV.1.1.).

Abb. IVV-7: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Australis; IHC
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Abb. IV-8: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Autumnalis; IHC

Abb. IV-9: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Bratislava; IHC
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Abb. 1VV-10: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Grippotyphosa; IHC

Abb. IVV-11: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Icterohaemorrhagiae; IHC
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Abb. IVV-12: Kulturleptospiren: L. interrogans Serovar Pomona; IHC
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2. Morphologische Darstellung von Leptospiren in Glaskorperproben

aus an ERU erkrankten Augen

Die Bildung von Biofilm lauft generell nach einem definierten Schema ab (Jamal et al., 2018)
(s. Kap.1.1.2.):

1) Initialer Kontakt der Bakterien und Anhaftung an eine Oberflache
2) Entstehung von Mikrokolonien

3) Synthetisierung der Biofilm-Matrix

4) Freisetzung von Bakterien/ Streuung von Teilen des Biofilms

Zur besseren Ubersicht wurden die Ergebnisse der histologischen Farbungen der

Glaskorperproben anhand dieses Schemas in drei Gruppen unterteilt:

Gruppe I: Abbildungen von einzelnen Leptospiren (Schritt 1 oder 4 der Biofilmbildung)

Gruppe II: ~ Abbildungen von Leptospiren, die sich zu unterschiedlich gro3en Zellclustern,

bzw. sog. Mikrokolonien zusammenfinden (Schritt 2 der Biofilmbildung).

Gruppe I1l:  Abbildungen, bei denen ein ausgereifter Biofilm, bzw. eine Biofilm-&hnliche
Struktur deutlich zu erkennen ist. Leptospiren sind dann meist anhand ihrer
Morphologie am Rand der kugeligen Biofilm-ahnlichen Srukturen zu erkennen
(Schritt 3 der Biofilmbildung).

Die folgenden Abbildungen sind reprasentativ fir die jeweils gefundenen Strukturen der
verwendeten Glaskorperproben dieser Studie. Von den gewonnenen Glaskérperproben wurde
nach den erfolgten labordiagnostischen Untersuchungen eine Stichprobe fir die histologischen
Farbungen verwendet (s. Kap. 1X.3.). Durch die geringe Probenmenge im Vergleich zum
gesamten Glaskorpervolumen, sowie die inhomogene Beschaffenheit der Glaskorperprobe,
liefern die Ergebnisse lediglich einen kleinen Einblick in die Vorgdnge im gesamten

Glaskorper.
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Auf manchen Abbildungen sind die Strukturen von zwei oder allen drei Gruppen gleichzeitig
zu sehen. Die Zuordnung zu den Gruppen | bis Il erfolgte dann jeweils anhand des
uberwiegenden Bildes der Leptospirenkonformation.

2.1. Silberimpréagnierung

Ubersicht:

Auf den Ubersichtsaufnahmen (s. Abb. 13, 14 u. 15) der silberimprégnierten Glaskorperproben
aus an ERU erkrankten Augen zeigen sich deutlich dunkel gefarbte Leptospiren. Auch die fir
diese Bakterien typischen hakenférmigen Enden sind bereits in dieser VergroRerung zu
erkennen, werden aber in folgenden Abbildungen noch einmal vergroRRert dargestellt. Ebenso
sind Ansammlungen von mehreren Leptospiren in Form von ,,Mikrokolonien* zu erkennen, die
sich als dichtere schwarze ,,Haufen* darstellen. Komplett verdichtetes Material (schwarze,
rundliche Strukturen) koénnten Hinweise auf eine Biofilm-&hnliche Struktur darstellen, da
randstandig einzeln liegende Leptospirenanteile aus dem dicht gepackten Material herausragen.
Durch die Silberimpragnierung wird Hintergrundmaterial ebenfalls angeféarbt und stellt sich
hell bis dunkelbraun dar, die schwarz gefarbten Bakterien sind jedoch eindeutig davon zu

differenzieren.

Alle Abbildungen in Kap. IV.2.1. sind von derselben Glaskorperprobe. Das klinische Bild
zeigte eine hochgradige diffuse Glaskorpertriibung mit wolkigen Einlagerungen. Die Serovar
mit dem hochsten Titer in der MAR war Pomona (1:3200) und es lag ein positives PCR

Ergebnis vor.
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Abb. 1V-13: Ubersichtsaufnahme: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge.

In der Detailansicht ist eine einzelne Leptospire zu erkennen, hier sind die schraubenférmigen
Windungen des Bakterienkorpers zu sehen.

Abb. 1V-14: Ubersichtsaufnahme: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge.

Die Abbildung zeigt zwei prominente rundliche Strukturen. Am Rand dieser Strukturen
schauen Teile von Leptospiren heraus.
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Abb. 1V-15: Ubersichtsaufnahme: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Zentral in dieser Abbildung zeigt sich eine kugelformige Struktur, bei ,,2 Uhr* schaut eine
Leptospire aus dieser Struktur heraus. Weiter zeigen sich mehrere einzeln liegende Leptospiren,
aber auch Ansammlungen von mehreren Leptospiren.

Gruppe | (einzelne Leptospiren):

Auf den Abbildungen in dieser Gruppe sind einzelne Leptospiren durch die Versilberung nach
Warthin-Starry dargestellt. Die Leptospiren zeigen eine Lange von 5 um bis zu ca. 20 um. Die
fiir Leptospiren typischen hakenférmigen Enden sind sowohl an einem als auch an beiden
Enden der Einzelorganismen deutlich zu sehen. Teilweise liegen zwei oder mehrere
Leptospiren aneinander oder kreuzen sich, wobei die Einzelorganismen dabei gut voneinander
abzugrenzen sind. In dieser Farbung ist die unterschiedliche Dicke einzelner Leptospiren
eindeutig zu sehen (s. Abb. 16 - 20).
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Abb. 1V-16: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Auf der Abbildung sind Uberwiegend einzeln liegende Leptospiren zu sehen, die teilweise sehr
dick erscheinen.

Abb. IV-17: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Detailansicht von mehreren, lose zusammengelagerten Leptospiren. Die typischen
hakenférmigen Enden sind deutlich zu erkennen.
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Abb. 1V-18: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Die Abbildung zeigt Gberwiegend einzeln liegende Leptospiren, die teilweise sehr dick
erscheinen.

Abb. 1VV-19: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge
Es sind mehrere einzelne Leptospiren zu sehen die sich gleichméaRig verteilen.



1V. Ergebnisse 65

Abb. IV-20: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge
Die Abbildung zeigt einzelne, sehr dicke Leptospiren.

Gruppe Il (Leptospiren-Kluster bzw. Mikrokolonien):

Auf den Abbildungen zu dieser Gruppe sind Leptospiren abgebildet, die sich durch Formation
zu kleinen Mikrokolonien zusammengelagert haben. Es sind aber auch weiterhin einzeln
liegende Bakterien in unmittelbarer Nahe dieser Mikrokolonien zu sehen, die Gruppe |
zugeordnet werden konnen. Die Bakterien in den Mikrokolonien bilden anndhernd runde,
teilweise auch ovale Strukturen. Innerhalb dieser Struktur liegen die Leptospiren dicht
aneinander und Ubereinander, so dass nur an wenigen Stellen der Hintergrund (hellbraun) zu
erkennen ist. Die Kolonien sind inhomogen gefarbt, teilweise sind schwarze oder dunkelbraune
»griesdhnliche® Kornungen zu sehen. Strukturen der Leptospiren sind hier nur noch am Rand
zu erkennen (s. Abb. 21 - 31).
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Abb. 1V-21: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Ansammlung von mehreren Leptospiren. In der Detailansicht ist die lockere Konformation
dieser Ansammlung zu sehen, wobei die einzelnen Leptospiren noch gut voneinander zu
trennen sind.

Abb. IVV-22: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Zentral liegt ein kompaktes Konstrukt aus mehreren Leptospiren. In der Peripherie liegen
vermehrt einzelne Leptospiren.
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Abb. 1V-23: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Die Abbildung zeigt mehrere einzelne Leptospiren, die sich an manchen Stellen zu ,,Haufen*
zusammenlagern.

Abb. IVV-24: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Vergrolerte Ansicht eines Leptospiren-Konstruktes. Am Rand sind die einzelnen Leptospiren
sehr deutlich erkennbar. Zusétzlich viele einzeln liegende Leptospiren.
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Abb. IVV-25: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Zentral liegender ,,Haufen, aus dem einzelne Leptospiren am Rand herausragen.

Abb. IVV-26: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge
Am oberen Bildrand ist eine kleine und sehr lockere Leptospiren-Ansammlung zu erkennen.
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Abb. I\V-27: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Im Zentrum dieser Abbildung zeigt sich eine rundliche und bereits relativ dichte Ansammlung
von Leptospiren. In der Peripherie liegen tiberwiegend einzelne Leptospiren.

Abb. 1VV-28: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Die zentral liegende Struktur zeigt eine rundliche dichte Struktur, wobei am unteren linken
Rand einzelne Leptospiren-Anteile erkennbar sind.
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Abb. 1VV-29: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Links in der Abbildung ist eine grof3e rundliche und bereits sehr dichte Ansammlung von
Leptospiren erkennbar. Die Enden einzelner Leptospiren sind gut identifizierbar.

Abb. 1VV-30: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge
Diese Abbildung zeigt mehrere kleine unterschiedlich dichte Ansammlungen von Leptospiren.
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Abb. IVV-31: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Neben den Leptospiren, die hier sowohl einzeln als auch in schon relativ dichten rundlichen
Ansammlungen erkennbar sind, sind hier noch 2 neutrophile Granulozyten erkennbar.

Gruppe 111 (ausgereifter Biofilm oder Biofilm-ghnliche Struktur):

Auf den Abbildungen der Gruppe 111 der Silberimpragnierung (s. Abb. 32 - 36) sind weitere
Verdichtungen der gebildeten Mikrokolonien zu sehen. Die Strukturen verlieren ihre
dunkelbraune Farbung und erscheinen durch die dichtere Packung des Materials schwarz.
Ebenso geht die Kérnung verloren. Die Strukturen formieren sich weiter und werden zu runden
Gebilden (s. Abb. 36). Vereinzelt kann man auch hier erkennen, dass am Rand der runden
Strukturen ein oder mehrere Enden von Leptospiren herausragen (s. Abb. 32 - 35). Es ist daher

anzunehmen, dass sich die Bakterien auch innerhalb dieser Strukturen befinden.
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Abb. 1V-32: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Zentral in dieser Abbildung ist eine grofe dichte Struktur erkennbar, einzelne Leptospiren sind
randstandig zu sehen.

Abb. 1VV-33: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Im Zentrum dieser Abbildung ist ein rundliches dichtes Gebilde zu sehen, aus dem besonders
bei ,,1 Uhr* und bei ,,3 Uhr* Leptospiren herausragen.
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Abb. 1V-34: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Am unteren Bildrand ist ein anndhernd rundes dichtes Gebilde zu sehen, bei ,,6 Uhr* ist eine
einzelne Leptospire zu erkennen.

Abb. IVV-35: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge

Am linken Bildrand zeigt sich ein dichtes Gebilde, auch hier ragen einzelne Leptospiren gut
erkennbar hervor (,,1 Uhr* u. ,,5 Uhr®).
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Abb. 1V-36: VergréRerung von Abb. 1V-15: Glaskérperprobe aus einem an ERU erkrankten
Auge

2.2. Immunohistochemische Farbung

Bei der immunhistochemischen Féarbung erfolgte dieselbe Zuordnung zu den Gruppen (s. Kap.
IvV.2).

Ubersicht:

Auf den Ubersichtsaufnahmen der immunhistochemischen Farbung mittels des Antikorpers
gegen Oberflachenlipopolysaccharide (s. Abb. 37 u. 38) sind ebenfalls einzelne Leptospiren
unterschiedlicher Lange, sowie Mikrokolonien und runde Biofilm-ahnliche Strukturen zu
erkennen. Zur besseren Beurteilung sind in den folgenden Gruppen VergrofRerungen der
einzelnen Strukturen abgebildet.
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Abb. IV-37: Ubersichtsaufnahme: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC;
klinischer Befund: mittelgradige diffuse Glaskorpertribung mit fadenférmigen entziindlichen
Einlagerungen; MAR negativ; PCR positiv

Es sind tberwiegend einzelne Leptospiren, aber auch kleinere Ansammlungen von Bakterien
zu erkennen.

Abb. 1V-38: Ubersichtsaufnahme: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC;

klinischer Befund: mittelgradige diffuse Glaskorpertriilbung mit fadenférmigen entziindlichen
Einlagerungen; MAR negativ; PCR positiv

Auf dieser Abbildung sind massenhaft einzelne Leptospiren, kleine Ansammlungen sowie
zentral eine runde Struktur zu erkennen, aus der Leptospiren herausragen.
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Gruppe | (einzelne Leptospiren):

Auch mit Hilfe der immunhistochemischen Féarbung mit dem Antikorper (Anti-Leptospira
rabbit antiserum) gegen Lipopolysaccharide der Oberflache pathogener Leptospiren konnten
Leptospiren in den Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen nachgewiesen werden.
Auf den Abbildungen, die der Gruppe | zugeordnet wurden, sind die einzelnen Leptospiren
zwischen 5 um bis zu ca. 20 um lang und zeigen unterschiedliche Formationen. Auch hier
lagern sich teilweise mehrere einzelne Leptospiren aneinander oder tberkreuzen sich (s. Abb.

39 u. 40). Die Morphologie der einzelnen Bakterien bleibt dabei dennoch eindeutig erkennbar.

20 ym

Abb. 1V-39: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; klinischer Befund:
Glaskorper ohne pathologischen Befund IHC; Serovar mit hdochstem Titer in der MAR:
Grippotyphosa (1:400); PCR positiv

Diese Abbildung zeigt einzelne Leptospiren.
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20 pm

Abb. 1V-40: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; klinischer Befund:
Glaskorper ohne pathologischen Befund IHC; Serovar mit hdochstem Titer in der MAR:
Grippotyphosa (1:400); PCR positiv

In dieser Abbildung sind sowohl einzelne Leptospiren aber auch eine kleine rundliche
Ansammlung von Bakterien im linken oberen Bildrand zu erkennen.

20 ym

Abb. 1V-41: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; Klinischer Befund:
Glaskorper ohne pathologischen Befund IHC; Serovar mit hochstem Titer in der MAR:
Grippotyphosa (1:400); PCR positiv

Diese Abbildung zeigt eine willkirliche Anordnung einzeln liegender Leptospiren.
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Gruppe Il (Leptospiren-Kluster bzw. Mikrokolonien):

Auf den Abbildungen in dieser Gruppe ist die Formation der mittels IHC gefarbten pathogenen
Leptospiren zu ,,Mikrokolonien“ zu erkennen. Die positiven Leptospiren liegen dicht
zusammen. Einige Bereiche dieser Kolonien sind dunkler gefarbt. Dies ist ein Hinweis auf sehr
dicht beieinander liegende Bakterien (s. Abb. 43), andere Bereiche sind etwas heller als Zeichen
einer lockeren Konformation (s. Abb. 44). Bei den weniger dichten Konformationen sind die
Leptospiren als einzelne Bakterien sehr gut zu identifizieren (s. Abb. 44). Bei den dichter
gepackten Strukturen sind einzelne Bakterien nur randstandig zu sehen, das in der Mitte

liegende Material erscheint als homogene Masse (s. Abb. 42 u. 43).

20 ym

Abb. 1V-42: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
hochgradige diffuse Glaskdrpertriibung mit wolkigen Einlagerungen; Serovar mit hdchstem
Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:3200); PCR positiv

Zentral in dieser Abbildung befindet sich eine lockere Ansammlung von mehreren Leptospiren.
Unterhalb dieser Ansammlung ist ein einzelnes Bakterium erkennbar.
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Abb. 1V-43: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
mittelgradige diffuse Glaskorpertribung mit dicken membranartigen Einlagerungen; Serovar
mit hochstem Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:1600); PCR positiv

Hier liegt zentral eine Ansammlung von Bakterien die schon etwas dichter erscheint. Ebenso
sind einzelne Bakterien auf dieser Abbildung zu sehen.

Abb. 1V-44: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; klinischer Befund:

Glaskorper ohne pathologischen Befund IHC; Serovar mit hochstem Titer in der MAR:
Grippotyphosa (1:400); PCR positiv

Diese Abbildung zeigt eine lockere Ansammlung von mehreren Leptospiren.
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Gruppe 111 (ausgereifter Biofilm oder Biofilm-ahnliche Struktur):

Die Abbildungen, die Gruppe Il zugeordnet wurden, zeigen Leptospiren, die sich in Biofilm-
ahnlicher Konformation darstellen. Da der Biofilm von den Leptospiren gebildet wird, zeigt die
aus Leptospiren-Material bestehende amorphe Masse, die die Leptospiren umgibt, ebenfalls
eine positive Reaktion in der immunhistochemischen Férbung. Dieses amorphe Material
(=Biofilm) nimmt teilweise eine nahezu runde, kugeldhnliche Form an (s. Abb. 46, 47, 52 u.
53). Dass sich darin Leptospiren befinden, zeigen einzelne Bakterien, die am Rand dieser
Strukturen eindeutig zu identifizieren sind (s. Abb. 52). Die Biofilm-ahnliche Struktur liegt als

,.freischwimmender Biofilm vor.

Zu Beginn einer Biofilmbildung kann eine etwas lockerere Formation beobachtet werden (s.
Abb. 51), dltere Biofilme zeigen sich viel dichter und mit eingeschlossenen Leptospiren (s. Abb.
52).

Auf Abb. 48 ist die homogene feinkornige Struktur des Biofilms in einem friihen Stadium zu
sehen. Die rundliche Morphologie kann man bereits erahnen. Ebenfalls deutlich erkennbar sind
die randstdndigen Bakterien, die mit dieser Struktur verbunden sind, sowie weiter auf3erhalb

dieser Struktur liegende Leptospiren, die keinen Kontakt dazu haben.

Durch die dicke dreidimensionale Struktur der Biofilmformation sind die kugeldhnlichen
Biofilm-Strukturen, einzelne Leptospiren dieser Formation oder die Leptospiren in der
Peripherie teilweise nicht alle gleichzeitig scharf darzustellen, da sie sich auf unterschiedlichen
Ebenen befinden (s. Abb. 45, 46 u. 47).

Teilweise sind die einzelnen Bakterien in den &lteren und sehr dichten Biofilmkugeln nicht
mehr zu erkennen, sondern nur dann, wenn ein Bakterium aus dieser amorphen Masse
herausragt (s. Abb. 52). Durch den leptospiralen Ursprung des Biofilms wird er jedoch mit der
gleichen Farbung, die spezifisch fur Lipopolysaccharide der Oberflache pathogener
Leptospiren ist, angefarbt (s. Abb. 53). Auf Abb. 52 ist zudem die hakenférmige Endung der

Leptospiren gut zu erkennen.
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20 ym

Abb. 1V-45: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:

mittelgradige diffuse Glaskorpertribung mit fadenférmigen entziindlichen Einlagerungen;
MAR negativ; PCR positiv

Zentral in dieser Abbildung ist eine runde Struktur zu erkennen, aus der Leptospiren
herausragen mit peripher liegenden einzelnen Leptospiren.

20 pm

Abb. 1V-46: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:

mittelgradige diffuse Glaskorpertriibbung mit fadenférmigen entziindlichen Einlagerungen;
MAR negativ; PCR positiv

Zentral in dieser Abbildung ist ein rundes Konstrukt zu sehen aus dem Leptospiren herausragen.
In der Peripherie sind viele einzelne Leptospiren erkennbar.
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Abb. 1V-47: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
mittelgradige diffuse Glaskorpertribung mit fadenférmigen entziindlichen Einlagerungen;
MAR negativ; PCR positiv

Auf dieser Abbildung sind massenhaft einzelne Leptospiren zu erkennen, zusatzlich ein rundes
Gebilde, aus dem Leptospiren herausragen.

20 um

Abb. 1V-48: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
hochgradige diffuse Glaskorpertriibung mit wolkigen Einlagerungen; Serovar mit hdochstem

Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:3200); PCR positiv

Zentral in dieser Abbildung ist eine dichte Struktur zu erkennen. Seitlich ragen vereinzelt
Leptospiren aus dieser Struktur. Oberhalb und unterhalb liegen vereinzelt wenige Leptospiren.
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Abb. 1V-49: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
hochgradige diffuse Glaskorpertriibung mit wolkigen Einlagerungen; Serovar mit hdchstem
Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:3200); PCR positiv

Im Zentrum dieser Abbildung ist ein anndhernd rundes Gebilde, aus dem von allem Seiten viele

Leptospiren herausragen. Zusatzlich sind einzelne Leptospiren in der Peripherie verteilt zu
erkennen.

Abb. IVV-50: VergrélRerung von Abb. 1V-49
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20 pm

Abb. 1V-51: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
hochgradige diffuse Glaskorpertribung mit wolkigen Einlagerungen; Serovar mit hochstem
Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:3200); PCR positiv

Diese Abbildung zeigt eine dichte Struktur im Zentrum, an allen Seiten ragen Enden von
Leptospiren heraus. Zusétzlich liegen einzelne Leptospiren unterhalb dieser Struktur.

én

@A

20 pm

Abb. 1V-52: Glaskdrperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:
hochgradige diffuse Glaskorpertribung mit hochgradigen Einlagerungen; Serovar mit
hdchstem Titer in der MAR: Grippotyphosa (1:3200); PCR positiv

Auf dieser Abbildung ist lediglich an einem einzelnen Bakterium das Vorhandensein von
Leptospiren im Inneren dieser Struktur zu erahnen.
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Abb. 1V-53: Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Auge; IHC; klinischer Befund:

Glaskorper ohne pathologischen Befund; Serovar mit hochstem Titer in der MAR: Australis
(1:3200); PCR positiv

In der Detailansicht ist eine runde Struktur zu erkennen. Am Rand zeigen sich weitere
Strukturen, die dort herausragen.
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V. DISKUSSION

1. Hintergrund der vorliegenden Arbeit

Seit Mitte des 20. Jahrhunderts gab es Hinweise darauf, dass Leptospiren urséchlich an der
Entstehung der equinen rezidivierenden Uveitis beteiligt sind (Gsell et al., 1946). In den
vergangenen Jahrzehnten konnte nachgewiesen werden, dass eine chronische intraokulare
Leptospireninfektion bei an ERU erkrankten Pferden vorhanden ist (Faber et al., 2000,
Wollanke et al., 2001, Niedermaier, 2002, Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Wollanke et al., 2004,
Niedermaier et al., 2006, Brandes et al., 2007, Roczek, 2008, Loibl, 2009, Popp et al., 2013).

In vielen Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen sind sehr hohe agglutinierende
Antikorpertiter nachweisbar. Erstaunlicherweise sind gleichzeitig mit denselben Proben
erfolgreiche kulturelle Anzlichtungen von Leptospiren moglich, so dass agglutinierende
Antikorper und vermehrungsféhige Bakterien nebeneinander vorkommen (Wollanke, 2002,
Wollanke et al., 2004). Diese Tatsache legte den Verdacht nahe, dass die Leptospiren sich im
Glaskorper erfolgreich vor dem Immunsystem schitzen konnen. Ein Grund kann die im
Glaskorperraum vorhandene ,,immunologische Nische® sein. Weitere unterstiitzende Faktoren
wie die verschiedenen im Auge physiologischerweise immer  vorhandenen
immunsupprimierenden Mechanismen, die bemiht sind, jede Entziindungsreaktion zu
unterdruicken, kdénnen ebenfalls eine entscheidende Bedeutung fur die jahrelange Leptospiren-
Persistenz im Auge darstellen. Dennoch war bisher wenig tiber die Mechanismen bekannt, die

es den Leptospiren ermdglichen, eine chronische Infektion innerhalb des Auges zu unterhalten.

Frihere transmissionselektronenmikroskopische ~ Untersuchungen (Niedermaier, 2002,
Niedermaier et al., 2006) haben aufgezeigt, dass die im Glaskorper von an ERU erkrankten
Pferden befindlichen Leptospiren von einer Schicht umgeben sind, die damals noch nicht als
,,Biofilm“ bezeichnet wurde. Diese Schicht ist bei den Leptospiren aus der Kultur nicht
nachweisbar gewesen. Es war vermutet worden, dass diese Schicht einen Schutz vor dem

Immunsystem darstellt.
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Abb. V- 1: Elektronenmikroskopische Darstellung von L. Grippotyphosa aus der Kultur,
welche experimentell in den Glaskérperraum augengesunder Pferde injiziert wurden
(Niedermaier, 2002).

Abb. V-1: Elektronenmikroskopische Darstellung von Leptospiren aus Glaskorpermaterial von
an ERU erkrankten Augen (Niedermaier, 2002).

Brandes und Mitarbeiter haben dann bei weiteren transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen mit Glaskdrperproben aus an ERU erkrankten Augen eine Leptospire
innerhalb eines Makrophagen gesehen (Brandes et al., 2007). Auf dieser Abbildung finden sich
sehr dichte kugelige Strukturen, die nicht angesprochen wurden — die jedoch den von Ristow
und Mitarbeitern publizierten Bildern von in vitro produziertem Leptospiren-Biofilm sehr
ahneln (Ristow et al., 2008). Der Verdacht, dass es sich auch bei den kugelférmigen dichten
Strukturen auf den Bildern von Brandes und Mitarbeitern um Biofilm-Konstrukte handelte, ist

naheliegend.
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Abb. V-2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Phagozyten mit eingeschlossener
Leptospire; Skala: 2um (Brandes, 2020).
Auf dieser Abbildung ist zusétzlich ein groRes Biofilm-dhnliches kugeliges Gebilde (1) fast
vollstandig von dem Makrophagen umgeben, weitere etwas kleinere kugelige Gebilde, (2 - 6)
werden ebenfalls teilweise von dem Makrophagen umgeben (Phagozytose-Versuch?). Bei
diesen kugeligen Strukturen kénnte es sich um ausgereiften Leptospiren-Biofilm handeln. Im

rechten oberen Bildrand deuten sich weitere grolRe kugelige Gebilde an.

Hinzu kam ein rasterelektronenmikroskopisches Bild, welches eine dreidimensionale kugelige
Struktur zeigt (Wollanke, 2020). Weil nach Leptospiren gesucht wurde, die aus der Kugel
herausragenden diinnen Strukturen jedoch nicht als Leptospiren identifiziert werden konnten,
war diesem Bild damals keine weitere Beachtung geschenkt worden. Mit neuen Erkenntnissen
und publizierten Bildern von Leptospiren-Biofilm (Ristow et al., 2008) wurde diesem Bild

jedoch eine neue Bedeutung beigemessen.
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Abb. V-3: Rasterelektronenmikroskopisches Bild, das im Jahr 1999 mit einer unverdinnten
Glaskorperprobe aus einem an ERU erkrankten Pferdeauge erstellt wurde (Wollanke, 2020).

Der Pfeil weist auf eine aus dem kugelférmigen Gebilde herausragende Struktur hin, die das

fiir Leptospiren typische hakenférmige Ende gut erkennen l&sst.

Es wird vermutet, dass es sich bei der kugelférmigen Struktur um ein ausgereiftes Biofilm-
Konstrukt handelt. GréRe und Morphologie dieser Struktur wirden sehr gut passen. An
mehreren Stellen scheinen Teile von Leptospiren aus der Struktur herauszuragen, worauf die
Hakenform (s. Abb. V-4) hinweist (Wollanke, 2020).

Der Glaskorper mit seinem hohen Wassergehalt (98%) (Wollanke, 2002), einem niedrigen
Proteingehalt (in gesunden Pferdeaugen < 2 g/l) (Wollanke, 1995), den Glaskdrperfibrillen
(Niedermaier, 2002) und der viskésen Konsistenz (bedingt durch Hyaluronsaure und Fibrillen)
ist ein ideales Medium fir die Biofilm-Bildung von Leptospiren. Die Biofilm-Bildung von
Leptospiren ware wiederum eine sehr gute Erklarung fur das Auftreten und den Verlauf der
ERU, da die rezidivierenden Schilbe, die jahrelang bestehende lokale Infektion, die
insuffiziente Immunabwehr und die im Laufe der Zeit zunehmende Schadigung der
angrenzenden Strukturen typische Merkmale fur Infektionen sind, die mit einer Biofilm-
Bildung einhergehen (Parsek u. Singh, 2003, Hall-Stoodley u. Stoodley, 2009, Geililer, 2021).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Biofilmbildung von Leptospiren im Glaskérper von an

ERU erkrankten Pferden nachzuweisen.

2. Methode

Fur die vorliegende Untersuchung wurden etablierte und anerkannte Farbemethoden fur
Spirochaeten verwendet (Babudieri, 1961). Sowohl mittels Warthin-Starry-Farbung als auch
immunhistochemisch mit Hilfe des spezifischen Antikdrpers konnten erstmals zuverl&ssig
Leptospiren in Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen nachgewiesen werden. Alle
vorausgegangenen Versuche, Leptospiren immunhistochemisch in den Glaskdrperproben
nachzuweisen, waren nicht zufriedenstellend verlaufen (Wollanke, 2020), weshalb in friiheren
Untersuchungen die Elektronenmikroskopie eingesetzt wurde (Niedermaier, 2002, Brandes et
al., 2007).

Die Silberimpragnierung gilt als Goldstandard zum Nachweis von Spirochaeten (Babudieri,

1961). Die Silberimprégnierung ist somit eine geeignete Methode zum Nachweis der
Leptospiren in den Glaskorperproben. Sie ist mit ihrer kostengunstigen und einfachen
Durchfihrung mit geringen finanziellen Mitteln sowie einer technischen Grundausstattung
ausfihrbar. Alle benétigten Materialien wurden durch den Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie

und Embryologie der tierdrztlichen Fakultat der LMU zur Verfligung gestellt.

Die immunhistochemische Farbung ist durch den spezifischen Antikdrper eine ideale Methode

fiir den Nachweis von Leptospiren, sowie fur den von den Leptospiren gebildeten Biofilm.
Sowohl der Biofilm als auch die Leptospiren wiesen die mit der IHC markierbaren Antigene
auf.

Die morphologischen Eigenschaften der Leptospiren in Glaskoérperproben aus an ERU
erkrankten Augen wurden mit verschiedenen Serovaren pathogener Kulturleptospiren (mit
denselben Farbemethoden) verglichen, die aus einem fur sie idealen N&hrmedium stammten

und somit keine Veranlassung hatten, Biofilm zu bilden.

Die in der vorliegenden Arbeit erstmals zuverlassig und reproduzierbar gelungene Darstellung
der Leptospiren in Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen sowie die Darstellung der
verschiedenen Stadien der Leptospiren-Biofilmbildung in diesen Proben beweist, dass die fiir

diese Arbeit verwendete Methode sehr gut geeignet war.
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3. Interpretation der Ergebnisse
3.1. Nachweis von Leptospiren in den Glaskorperproben aus an ERU erkrankten
Augen

Mit Hilfe beider Farbemethoden waren die Leptospiren zweifelsfrei in den Glaskérperproben
darstellbar. Auf den Objekttragern waren Leptospiren entweder massenhaft oder teilweise auch
sehr vereinzelt (eine einzeln liegende Leptospire in einem Sichtfeld des Mikroskops, bzw. eine
Leptospire auf dem gesamten Objekttrager) zu sehen. Zum Grof3teil waren auch komplett leere
Objekttrager dabei. Die Suche nach Leptospiren verlief teilweise sehr mihevoll und
zeitaufwéndig. Dies konnte ein Grund sein, warum vorausgegangene Untersucher, die

maoglicherweise weniger hartnéckig waren, hier gescheitert sind.

Der Nachweis und die Darstellung von Leptospiren in Glaskorperproben aus an ERU
erkrankten Augen gelang bereits durch vorausgegangene
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen (Niedermaier, 2002, Niedermaier et
al., 2006). In derselben Arbeit konnten auch Kulturleptospiren, welche in Pferdeaugen injiziert
worden waren, elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden. Auch die ultrastrukturellen
Details konnten mit Hilfe dieser Untersuchungsmethode abgebildet werden (Brandes et al.,
2007). In der vorliegenden Arbeit gelang es mit zwei weiteren Methoden erneut, Leptospiren

in Glaskorpermaterial aus an ERU erkrankten Augen darzustellen.

3.2. Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Warthin-Starry-Farbung und der

Farbung mit Hilfe des spezifischen Antikorpers

Da durch die ublich gebrauchlichen Farbemethoden fiir Bakterien Leptospiren nicht oder nur
sehr schwer nachweisbar sind, stellt die Warthin-Starry-Farbung den Goldstandard zur
Detektion von Spirochaeten dar (Babudieri, 1961, Blenden u. Goldberg, 1965). Durch die
immunhistochemische Farbung mit spezifischen Antikdrpern konnen die Leptospiren hingegen
gezielt detektiert werden, daher ist dies die zuverlassigere und spezifischere der beiden
Methoden, um das VVorkommen von Leptospiren zu beweisen. Mit beiden Methoden ist jedoch
die Darstellung von Spirochaeten bzw. Leptospiren gleichermalien moglich gewesen.
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Die Biofilmbildung kann ebenfalls durch beide Methoden nachgewiesen werden. Durch die
positive Reaktion des Biofilms auf den verwendeten Antikérper konnte bei der
immunhistochemischen Untersuchung nachgewiesen werden, dass der gebildete Biofilm von
den Leptospiren selbst produziert wird (Nachweis der gleichen Antigene) und stellt somit die

zuverléssigere Methode in Bezug auf die Biofilmbildung dar.

3.3. Stadien der Biofilmbildung der Leptospiren im Glaskorper

In den Glaskorperproben aus verschiedenen an ERU erkrankten Augen wurden jeweils
unterschiedliche morphologische Erscheinungsbilder der Leptospiren gefunden. Es gab sowohl
einzeln liegende Leptospiren (s. Abb. 16 - 20 u. 39 - 41) als auch beginnende und
fortgeschrittene Aggregate von Leptospiren (s. Abb. 21 - 31 u. 42 - 44) bis hin zu mehr oder
weniger dichten kugelférmigen Strukturen, in denen sich Leptospiren nachweisen lielen (s.
Abb. 32 - 36 u. 45 - 52). Die Detektion der Leptospiren und ihrer unterschiedlichen
morphologischen Varianz war unabh&ngig von der klinischen Erscheinung der ERU. Die
verschiedenen beobachteten Biofilm-Auspragungen entsprechen den Schritten in der
Entstehung von Biofilm (Jamal et al., 2018) (s. Kap. 11.1.2.).

Die einzeln liegenden Leptospiren stellen sowohl den ersten Schritt der Biofilmbildung dar
(initialer Kontakt und Anhaftung an eine Oberflache und / oder benachbarte Zellen), kénnen
aber ebenso die Abtrennung und Streuung von Teilen des Biofilms und Freisetzung von
Bakterien zeigen, was den vierten und letzten Schritt der Biofilmbildung darstellt (s. Abb. 16 -
20 u. 39 - 41). Die einzelnen Leptospiren sind somit entweder kurz davor untereinander in
Kontakt zu treten, bzw. nutzen die biotische Oberflache, was im Falle des Glaskorpers die

Glaskorperfibrillen darstellen kénnten, um sich mit weiteren Bakterien zusammen zu lagern.

Der initiale Kontakt stellt eine Wechselwirkung zwischen den Leptospiren und dem
Wirtsorganismus dar. Die Bindung von Leptospiren an verschiedene Wirtszellen konnte durch
in vitro-Studien nachgewiesen werden. Die Bindungskapazitat ist hierbei abh&ngig von der
Virulenz des entsprechenden Erregers (Tsuchimoto et al., 1984, Murray, 2015). Die
Leptospiren kdnnen an die extrazellulare Matrix, wie z.B. Glykosaminoglykane, Kollagen,
Fibronektin und Faserproteine binden (Murray, 2015).

Man kann auRerdem beginnende und fortschreitende Aggregate von Leptospiren, sogenannte
Mikrokolonien beobachten (s. Abb. 21 - 31 u. 42 - 44). Einzelne Leptospiren sind zwar noch
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eindeutig zu erkennen, jedoch liegen mehrere Bakterien in ,,Haufen zusammen und bilden

somit eine kleine Kolonie.

Diese Bildung von Mikrokolonien stellt den zweiten Schritt in der Entstehung eines Biofilms
dar (Jamal et al., 2018) (s. Kap. 11.1.2.).

Des Weiteren sind mehr oder weniger dichte und annéhernd kreisférmige Strukturen abgebildet
(s. Abb. 32 - 36 u. 45 - 52). Die immer noch erkennbaren Leptospiren sind von einer Masse aus

amorphem Material umgeben und es entstehen neue morphologische Strukturen.

Diese Gebilde sehen der von Ristow und Mitarbeitern beschriebenen Biofilmbildung bei
Leptospiren sehr &hnlich. Die Biofilmbildung von pathogenen Leptospiren konnte hier bereits
in vitro nachweisen werden (Ristow et al., 2008). Dies stimmt mit dem dritten Schritt der
Entstehung eines Biofilms (berein (Jamal et al., 2018) (s. Kap. 11.1.2.).

3.4. Vergleich der Kulturleptospiren mit den in den Glaskérperproben

nachgewiesenen Leptospiren

Die Kulturleptospiren, die aus einem fir sie optimalen Nahrmedium stammen, stellen sich als
lange dunne Bakterien dar. Mit ihren schraubenférmigen Windungen und den hakenférmigen
Enden an einer oder beiden Seiten, weisen sie die fiir Spirochaeten charakteristische
Morphologie auf (s. Abb. IV-1 - 1V-12).

Die transmissionselektronenmikroskopisch  dargestellten  Kulturleptospiren,  welche
experimentell in den Glaskorper von augengesunden Pferden injiziert wurden, weisen eine sehr
ahnliche Morphologie auf. Im Querschnitt sind sie als diinne Bakterien und im L&ngsschnitt
durch ihre charakteristischen schraubenférmigen Windungen eindeutig zu identifizieren
(Niedermaier, 2002). Da sich die Kulturleptospiren nur eine kurze Zeit in einer fur sie nicht
optimalen Umgebung befanden, ist die Morphologie vergleichbar mit denen, die direkt aus der

Kultur stammen.

Anhand der bisher einmaligen histologischen Bilder konnte mit der vorliegenden Untersuchung
erstmals eine Leptospiren-Biofilmbildung in vivo in Glaskérperproben aus an ERU erkrankten

Augen nachgewiesen werden.

Einzeln liegende Leptospiren aus den Glaskorperproben sind geringgradig kirzer und dicker
(s. Abb. 16 - 20 u. 39 - 41) als solche, die aus der Kultur stammen (s. Abb. IV-1 - IV-12). Die
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Zusammenlagerung zu sogenannten Mikrokolonien zeigt, dass die Bakterien von einer
amorphen Masse umgeben sind, welche durch die Leptospiren selbst produziert wurde, da diese
ebenso wie die Leptospiren selbst eine positive Reaktion in der immunhistochemischen
Untersuchung zeigte (s. Abb. 21 - 31 u. 42 - 44). Teilweise nehmen die Bakterienkolonien mit

der gebildeten amorphen Masse eine annéhernd runde Morphologie an.

Die amorphe Masse konnte schon durch transmissionselektronische Untersuchungen
dargestellt werden (Niedermaier, 2002). Auch hier ist im Quer- und Langsschnitt amorphes
Material zu erkennen, welches beginnt, sich um die Leptospiren anzulagern. Die runde
Morphologie  der  Bakterien-Biofilmstruktur ~ ist auch  in  vorausgegangenen
transmissionselektronischen und rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen zu
erkennen (Brandes et al., 2007, Wollanke, 2020).

Die weitere Verdichtung der Mikrokolonien und die zunehmende amorphe Masse, die auf den

Bildern dieser Arbeit zu sehen ist, kdnnten ein ausgereiftes Biofilm-Gerust darstellen.

Durch in vitro Versuche konnte bei verschiedenen pathogenen Leptospiren eine Biofilmbildung
nachgewiesen werden (Ristow et al., 2008). Die Morphologie der in vitro-Biofilmbildung

entspricht der in der vorliegenden Arbeit gefundenen in vivo Morphologie.

Diese morphologische Varianz der Leptospiren im Glaskdrper konnte schon in friiheren
Untersuchungen fur verschiedene Spirochaeten festgestellt werden und bestétigt, dass die
typische spiralférmige Morphologie der Spirochaeten nicht die einzige Erscheinungsform ist,
die diese Organismen annehmen kdnnen (Fantham, 1916, Czekalowski u. Eaves, 1954, Sapi et
al., 2012).

In den Glaskorperproben wurden teilweise zystenartig abgegrenzte Strukturen beobachtet, in
denen Leptospiren eingeschlossen waren. Ahnliche Gebilde konnten bei Treponemen
beobachtet werden. Diese ,,Zysten* waren zur ,,Fortpflanzung* beféhigt und es entstanden neue
lebensféhige Organismen (DeLamater et al., 1950). Auch aus sog. ,,Granula“, welche aus
Leptospirenkulturen isoliert wurden, wuchsen Einzelzellen des gleichen Organismus
(Bessemans et al., 1942).

Dies spricht sehr dafiir, dass die in den aktuellen Untersuchungen gefundenen kugelférmigen
Gebilde keine Artefakte, Produkte der Degeneration oder des Zerfalls von Leptospiren sind.
Vielmehr stellt die Bildung dieser kugeligen Strukturen ein Teil des Lebenszyklus der

Leptospiren dar. Die Biofilm-Konstrukte der Leptospiren stellen sowohl ein Ruhestadium als
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auch eine Form der (langsamen) Vermehrung der Bakterien unter weniger glnstigen

Bedingungen dar.

4, Biofilmbildung im Glaskérperraum

Leptospirenkulturen werden in speziellen Nahrlésungen gehalten, in denen optimale
Bedingungen fiir die Leptospiren bestehen. Nur so ist z.B. die Durchfuhrung der MAR und die
Beurteilung des Prozentsatzes agglutinierender Leptospiren mdglich. In dieser optimalen
Umgebung gibt es keinen Anlass fur die Leptospiren, Biofilm zu bilden. Somit liegen sie in
ihrer charakteristischen Form, als lange, diinne Bakterien mit korkenzieherartigen Windungen
vor (s. Abb. IV-1 - IV-12). Der Glaskorper stellt hingegen ein nahrstoffarmes Milieu dar, so
dass die Leptospiren hier unguinstigere Umweltbedingungen vorfinden als in der Kultur und
sich entsprechend anpassen mussen, um zu Uberleben. Die Biofilmbildung wird typischerweise
dann initiiert, wenn die Leptospiren in einer fur sie nicht optimalen wéssrigen Umgebung

versuchen zu Uberleben (Jefferson, 2004).

Durch die Biofilmbildung im Glaskdérperraum gelingt es den Leptospiren, sich weitgehend
sowohl vor dem Immunsystem des Pferdeauges als auch vor einer Behandlung mit Antibiotika
zu schiutzen (Meluleni et al., 1995, Shiau u. Wu, 1998, Donlan u. Costerton, 2002). Daher liegt
die Vermutung nahe, dass Leptospiren auf diese Weise jahrelang im Glaskdrperraum uiberleben

konnen.

5. Weitere Mechanismen, die die Leptospiren-Persistenz im
Glaskorperraum begtinstigen kénnen

5.1. Hamatookulare Barriere

Die hamatookulare Barriere (= Blut-Augen-Schranke) setzt sich aus der Blut-Kammerwasser-
Schranke und der Blut-Netzhaut-Schranke zusammen. Sie verhindert, dass Plasmaproteine und
Entzindungsmediatoren uneingeschrankt in das Auge eindringen konnen (Grisanti, 1998,
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Coca-Prados, 2014). Somit ist es mdglich, dass sich die Leptospiren im Glaskorper aufhalten

und vermehren kénnen, ohne vom Immunsystem eliminiert zu werden.

Es kann jedoch durch traumatische oder entziindliche Prozesse zur Beschadigung der Blut-
Augen-Schranke kommen. Durch den damit verbundenen mdglichen Ubertritt von
Blutbestandteilen und Zellen ins Innere des Auges kann eine Abwehrreaktion durch
korpereigene und -fremde Antigene stattfinden, die zuvor vom Immunsystem abgeschottet
waren (Wollanke, 2002).

5.2. Der Glaskorper als ,immunologische Nische oder immunologisch

privilegierter Ort

Das Immunsystem kann sich sowohl mit der angeborenen als auch mit der erworbenen

Immunantwort gegen spezifische Antigene schiitzen.

Das Auge ist mit der Fahigkeit zur Regeneration betréchtlich eingeschrankt. Um sich vor
schadigenden  Immunreaktionen zu schitzen, entwickelte sich im  Auge ein
immunregulatorischer Mechanismus, das ,,Immunprivileg des Auges* (Grisanti, 1998). Dies
beschreibt die Tatsache, dass ,,Fremdgewebe®“ mit unterschiedlichen immunologischen

Eigenschaften im Auge langer tberleben kénnen (Grisanti, 1998).

5.3. Immuntoleranz des inneren Auges

5.3.1. Anterior chamber associated immunodeviation

Die Vorderkammer-assoziierte abweichende Immunantwort (engl.: anterior chamber
associated immunodeviation, ACAID) wird als abweichende Immunantwort (Kosiewicz et al.,
1994) im Sinne einer systemischen antigenspezifischen Immuntoleranz bezeichnet (Grisanti,
1998).

Dies konnte an Experimenten mit Mdausen gezeigt werden. Hierfur wurden die gleichen
Tumorzellen sowohl subkutan als auch in die vordere Augenkammer von M&usen implantiert.
Bei den Mé&usen mit der subkutanen Implantation kam es zu AbstoRungsreaktionen durch

zelluldre Immunantwort. In der vorderen Augenkammer erfolgte keine ImplantatabstoRung,
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sondern vielmehr eine Proliferation der Zellen. AuRerdem waren im Serum dieser Méause
zytotoxische T-Zellen, sowie antigenspezifische Antikorper nachweisbar (Ksander et al., 1992,
Grisanti, 1998).

5.3.2. Vitreous chamber associated immunodeviation

Auch fiir den Glaskorper- und Subretinalraum konnte eine abweichende Immunantwort gezeigt
werden (= Glaskorper-assoziierte abweichende Immunantwort, engl.: vitreous chamber
associated immunodeviation) (Jiang u. Streilein, 1991, Jiang et al., 1994). Auch hier konnte an
einem Experiment mit Mausen, nach Injektion eines Antigens in den Glaskorper, eine
verringerte Immunantwort beobachtet werden (Sonoda et al., 2005). Diese verringerte
Abwehrreaktion konnte jedoch nicht bei akutem Entzlindungsgeschehen, einer beschadigten
Kornea oder bei direkter Applikation der Antigene in die BlutgefalRe beobachtet werden
(Sonoda et al., 2005).

Die unter 5.3. beschriebenen Aspekte geben Grund zur Annahme, dass die Leptospiren, welche
in den Glaskdrper eingedrungen sind, durch die Immunsuppression im Auge nicht oder nur
unzureichend vom Immunsystem eliminiert werden kdnnen. Somit kénnen die Leptospiren, die

im Glaskorper persistieren und die rezidivierenden Entziindungsschiibe hervorrufen.

5.4. Besonderheiten der Grenzflachengewebe = Locus minoris resistentiae

Avaskuldre Organbestandteile von Augen, Nieren, Gelenken, Herzklappen, Arterien und der
Haut haben keine entziindliche Abwehrbereitschaft, die an Gefal3- und Bindegewebsstrukturen
gebunden ist. Keime konnen diese Bestandteile von Organen leicht besiedeln und dort
persistieren. Durch unterschiedliche Erregervirulenz und genetische Disposition fallen die
Wechselwirkungen zwischen Erreger und Gewebe sehr individuell aus (Schulz u. W., 1989).
Die hdmostatischen Prozesse an den Endstromgebieten spielen bei rheumatoiden Erkrankungen

eine entscheidende Rolle, wobei das Auge oft mitbetroffen ist (Schulz u. W., 1989).

Somit ist es bei einer systemischen Leptospirose mdglich, dass Bakterien vom Endstromgebiet
des Ziliarkorpers in das innere Auge gelangen. Da das Auge eine immunologische Nische

darstellt (s. Kap.V.5.2.) kénnen diese Antigene an immunprivilegierten Orten im Organismus
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langer Uberleben. Die Persistenz der Leptospiren im Glaskoérperraum verleiht der ERU ihren

chronisch-rezidivierenden Charakter.

6. Bedeutung des Nachweises der Biofilmbildung fiir die ERU

6.1. Chronisch rezidivierende Uveitis

Im Jahr 2012 postulierten Hall-Stoodley und Mitarbeiter, dass bei allen chronisch rezidivierend
verlaufenden Infektionen von einer Biofilm-assoziierten Infektion ausgegangen werden soll
(Hall-Stoodley et al., 2012). Da sich Biofilm-Infektion in erster Linie durch ihre progressive
Pathologie sowie persistierende Entziindungsreaktionen im umliegenden Gewebe auszeichnen

(Heiby et al., 2015), kénnen hier Parallelen zum Krankheitsverlauf der ERU gezogen werden.

Die akuten Entziindungsschilbe der ERU sind h&ufig mit erheblichen Schmerzen und einer
Abwehrtrias verbunden. Nach einem abgeklungenen akuten Entziindungsschub und ggf.
erfolgreicher konservativer Therapie (s. Kap. 11.2.5.) treten im weiteren Krankheitsverlauf die
Entziindungsschube immer wieder und oft in immer kirzeren Intervallen auf. Diese
Entzindungsschibe hinterlassen irreversible Schaden am inneren Auge, die schlieBlich zu
erheblichen Synechien, Kataraktbildung, Netzhautablésung und Phthisis bulbi und damit zur
irreversiblen Erblindung des betroffenen Auges fihren kénnen. Der chronisch-rezidivierende
Krankheitsverlauf und die chronische intraokulare Leptospireninfektion sprechen dafur, dass

es sich auch bei der ERU um eine Biofilm-assoziierte Infektion handelt.

6.2. Jahrelange Persistenz

Die jahrelange Persistenz der Bakterien in Biofilm ist ein weiterer Punkt, der auf das
Krankheitsbild der ERU Ubertragen werden kann. So konnte in einer klinischen Studie gezeigt
werden, dass zwischen einer Leptospireninfektion und dem Auftreten klinischer Symptome (im
Sinne einer Uveitis) Monate bis Jahre liegen kénnen (Williams et al., 1971). Durch Kultivierung

von Glaskorpermaterial von an ERU erkrankten Pferden gelang es bei einem Pferd, das bereits
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seit 7 Jahren an einer ERU litt und in diesem Zeitraum 21 Entziindungsschibe durchgemacht

hatte, Leptospiren mit einer Glaskorperprobe aus diesem Auge anzuziichten (Wollanke, 2002).

Biofilm wird definiert als Zellaggregat, das von EPS mikrobiellen Ursprungs umgeben ist
(Flemming u. Wingender, 2010). Dieses Zusammenlagern der Bakterien und die Produktion
einer schiitzenden ,,Hiille” konnte unter anderem ein iiberlebenswichtiger Mechanismus sein.
Durch diese Biofilm-, Hiille* kénnen sich Leptospiren vor ablaufenden Immunreaktionen
schiitzen. Die Leptospiren in Biofilm werden vom Immunsystem durch ihre ,,Maskierung*
nicht oder nur unzureichend erkannt oder innerhalb der Biofilm-Strukturen auch gar nicht

erreicht und kdnnen somit nicht effektiv eliminiert werden.

7. Fazit

Es ist mit der vorliegenden Arbeit erstmals gelungen, die von Jamal et al. beschriebenen Schritte
der Biofilmbildung von Leptospiren in vivo in Glaskdérperproben aus an ERU erkrankten Augen
morphologisch darzustellen. Damit ist ein weiterer und ganz entscheidender, bisher jedoch
unberiicksichtigter Faktor der Atiopathogenese der ERU gefunden worden. Die Biofilmbildung
erklart, warum die mechanische Spilung des Glaskdrperraumes (Vitrektomie) die effektivste
Maoglichkeit darstellt, die Infektion aus dem Auge zu beseitigen und damit weiteren
Entzlindungsschuben vorzubeugen. Es erklart auch, warum andere lediglich immunsuppressiv
wirkende Behandlungsanséatze (Gilger u. Michau, 2004, Gilger et al., 2006), sowie die
Behandlung mit Antibiotika (Popp et al., 2013, Fischer et al., 2019) keine langfristige Lésung
darstellen. Die Eliminierung der im Biofilm befindlichen Leptospiren ist mit Ciclosporin nicht
maoglich und mit der Gentamicin-Injektion weniger zuverlassig im Hinblick auf die im Biofilm
befindlichen Leptospiren (Hoyle u. Costerton, 1991, Duguid et al., 1992, Hoyle et al., 1992,
Suci et al., 1994).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung

Die Bildung von Biofilm konnte bereits fur viele chronisch verlaufende bakterielle Infektionen
nachgewiesen werden. Da Bakterien in einem Biofilm langer Giberleben kénnen als solche ohne
Biofilm, spielt dieses Phdnomen eine bedeutende Rolle in der Medizin. Durch die Fahigkeit der
Biofilmbakterien sich vor duf3eren Einfllissen, wie z.B. antimikrobiellen Wirkstoffen oder dem

Immunsystem zu schiitzen, erlangen Krankheiten ihren chronischen und progressiven Verlauf.

Bei der Equinen rezidivierenden Uveitis konnten Parallelen im Krankheitsverlauf, der
Diagnostik und im Therapieansatz zu denen Biofilm-assoziierter Infektionen aufgezeigt

werden. Zudem konnte die Biofilmbildung fur Leptospiren in vitro nachgewiesen werden.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Biofilmbildung bei der leptospirenbedingten Uveitis
in vivo im Glaskorper von an ERU erkrankten Pferden nachzuweisen. Hierfir wurde die
Morphologie pathogener Kulturleptospiren mit der Morphologie von Leptospiren in

Glaskorperproben aus an ERU erkrankten Augen mit Hilfe zweier Farbemethoden verglichen.
Material und Methoden

149 Glaskorperproben von 139 Pferden wurden im Zuge der therapeutisch indizierten
Vitrektomie von an ERU erkrankten Pferden gewonnen. Davon waren 79 Glaskorperproben
von 76 Pferden in der quantitativen real-time PCR gegen das lipL32-Gen pathogener
Leptospiren positiv getestet worden. Die PCR-positiv getesteten Glaskdrperproben, die drei
Negativkontrollen, sowie sechs verschiedene Serovare pathogener Kulturleptospiren wurden

auf Objekttrager ausgestrichen, luftgetrocknet und mit Hitze fixiert.

Die Objekttrager mit den Kulturleptospiren, den Glaskérperproben und den Negativkontrollen
wurden zunéchst fir die Silberimpragnierung mit einem modifizierten Protokoll nach Warthin-
Starry gefarbt. Zusétzlich wurde eine immunhistochemische Féarbung mittels eines
Primérantikorpers (Anti-Leptospira rabbit antiserum) durchgefiihrt, der sich gegen

Oberflachenlipopolysaccharide pathogener Leptospiren richtet.
Ergebnisse

Die sechs verschiedenen Serovare der pathogenen Kulturleptospiren konnten durch die
Silberimpragnierung nach Warthin-Starry sichtbar gemacht werden und zeigten bei der
immunhistologischen Farbung mit Hilfe des Antikdrpers (Anti-Leptospira rabbit antiserum)
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eine positive Reaktion. Die Kulturleptospiren zeigten sich in ihrer fir Spirochaeten
charakteristischen Morphologie als lange diinne und korkenzieherartig gewundene Bakterien
mit der typischen hakenformigen Endung an einer oder beiden Seiten. Auch in den
Glaskorperproben aus ERU erkrankten Augen konnten mit denselben histologischen Methoden
Leptospiren sichtbar gemacht werden. Die Leptospiren konnten auch hier anhand ihrer
charakteristischen Morphologie, sowie durch die Reaktion mit dem Antikorper eindeutig als
solche identifiziert werden. Ebenso konnten im Gegensatz zu den Kulturleptospiren neue,
annahernd runde Strukturen dargestellt werden, die sowohl aus Leptospiren selbst als auch von

umgebendem amorphem Material bestehen, welches von den Bakterien produziert wurde.
Fazit

Die Biofilmbildung von Bakterien ist an vielen chronisch-infektios verlaufenden Krankheiten
beteiligt. Der chronisch progressive Verlauf der ERU ist ein Hinweis darauf, dass die Bakterien
durch die Bildung von Biofilm vor der Eliminierung durch das Immunsystem geschiitzt sind.
Im Vergleich mit den Kulturleptospiren zeigen die Leptospiren aus Glaskorperproben aus an
ERU erkrankten Augen eine deutlich andere Morphologie. Die Leptospiren sind nicht nur
dicker, sie lagern sich auch zu kleineren oder grolReren Zellklustern, sog. Mikrokolonien
zusammen und sind von amorphem Material umgeben, welches von den Bakterien selbst
produziert wurde. Diese neuen morphologischen Erscheinungen sehen wie die in der Literatur

beschriebenen Biofilmbildungen von pathogenen Leptospiren aus.

Die Sonderstellung des Auges als immunologisch privilegierter Ort kann die chronische
Infektion im Glaskorperraum und die unzureichende Eliminierung durch das Immunsystem

zusétzlich begunstigen.

Der Nachweis der Biofilm-Bildung im Glaskdrper aus an ERU erkrankten Augen stellt einen
neuen und ganz entscheidenden Beitrag zur Atiopathogenese der ERU dar. Die Leptospiren-
Biofilmbildung im Glaskorperraum erklart viele Unklarheiten und Unstimmigkeiten in
vorausgegangenen Untersuchungen zur ERU. Zudem konnte diese in vivo-Biofilmbildung auf
andere chronische Erkrankungen in der Tier- und Humanmedizin tbertragen werden und dazu

beitragen, die Behandlung dieser Krankheiten entscheidend zu verbessern.
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VIlI. SUMMARY

Introduction

The formation of biofilm has already been verified for chronic bacterial infections. Since
bacteria in biofilm can survive for a longer period than without, this phenomenon plays a major
role in medicine. Due to the ability of biofilm bacteria to protect themselves from external
influences, such as antimicrobial agents or the immune system, bacterial diseases achieve their

chronic and progressive course.

The equine recurrent uveitis (ERU) shows parallels to biofilm-associated infections regarding
course of disease, diagnostic and therapeutic approach. Furthermore in vitro biofilm formation

for Leptospira species was proven.

Aim of this study is to verify the in vivo formation of biofilm of leptospires in the vitreous body
in horses suffering from ERU. Therefore, two staining methods are used to compare the
morphology of pathogenic culture leptospires to the morphology of leptospires from vitreous

body samples of horses suffering from ERU.
Materials and methods

149 vitreous body samples were collected from 139 horses suffering from ERU during
therapeutically indicated vitrectomy. 79 of these samples from 76 horses were tested positive
with quantitative real-time PCR for the lipL32 gene of pathogenic leptospires. The PCR-
positive samples from vitreous bodies, the three negative controls and six different serovars of

pathogenic culture leptospires were spread on microscope slides, air dried and fixed with heat.

The culture leptospires, vitreous body samples and negative controls on microscope slides were
stained according to a modified Warthin-Starry protocol for silver staining. Additionally,
immunohistochemistry staining was performed using a primary antibody (anti-leptospira rabbit
antiserum) that targets the surface lipopolysaccharide of pathogenic leptospires.

Results

The six serovars of pathogenic culture leptospires could be detected with silver staining
according to Warthin-Starry. They showed a positive reaction with the immunohistochemical
staining with the antibody (anti-leptospira rabbit antiserum). The culture leptospires were
visualized with their characteristic morphology for spirochaetes as long, thin and helically
coiled bacteria with the typical hook shape on one or both endings. The same histological
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methods visualized leptospires of the vitreous body samples collected from horses suffering
from ERU. Leptospires were also identified based on the characteristic morphology and the
reaction with the antibody. Contrary to the culture leptospires, additional new, almost round
structures were detected, consisting of leptospires and surrounding amorphous material,

produced by the bacteria.
Conclusion

The biofilm formation of bacteria is involved in many chronically infectious diseases. The
chronic progressive course of ERU is an indicator that bacteria are protected from elimination
by the immune system due to the formation of a biofilm. In comparison to culture leptospires,
leptospires from vitreous body samples show differing morphologies. The leptospires from
samples of the vitreous body are thicker, they accumulate in cell clusters of different sizes, so
called micro-colonies, and are surrounded by amorphous material, which is produced by the
bacteria. These new morphological appearances look like biofilm formation of pathogenic

leptospires documented before in the literature.

The immune privilege of the eye can further promote the chronic infection in the vitreous cavity

and insufficient elimination by the immune system.

The verification of biofilm formation in the vitreous body of horses suffering from ERU
represents a new and crucial contribution for the etiopathogenesis of ERU. The biofilm
formation of leptospires in the vitreous body explains many uncertainties and discrepancies in
previous studies of ERU. Additionally, the results of the in vivo biofilm formation can be
transferred to other chronic diseases in veterinary and human medicine and contribute to

significantly improve the treatment of diseases.
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IX. ANHANG

1. Lésungen und Puffer

Puffer fir die Silberimpragnierung:

- saures Aqua dest.:

Aqua dest mit Zitronensaure auf pH 3,7 - 4,0 einstellen

- 1 % Silbernitratlésung:

19 Silbernitrat mit saurem Aqua dest auf 100 mL aufftllen

- 2 % Silbernitratlosung:

2g Silbernitrat mit saurem Aqua dest auf 100 ml auffillen
- Gelatine 5 %:

2,59 Gelatine mit einigen Tropfen absolutem Ethanol anfeuchten, danach mit saurem
Agua dest auf 50 ml auffillen

Puffer fir die Immunohistochemische Farbung:

- PBS-Puffer (Phosphate buffered saline):
NaCl: 42,59
Na2HPO4 2H20: 6,359
NaH2P0O4 H20: 1,959

Alle Komponenten in 5 Liter Aqua dest. 16sen und auf pH 7,4 einstellen
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2. Antikorper

Primérantikorper:

Anti-Leptospira rabbit antiserum
Raised against: Serovar Grippotyphosa type Moskva, strain Moskva V
Amc (Academic Medical Center)

FAO/OIE and National Collaborating Centre for Reference & Research on Leptospirosis
(Meibergdreef 39, 1105 AZ Amsterdam, the Netherlands)

Sekundarantikorper:

Biotinylated Anti-rabbit 1IgG (H+L)

(Fa. Biozol 85386 Eching, Deutschland)
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3. Patientengut

(GK = Glaskorper, MAR = Mikroagglutinationsreaktion (bei Antikbrpern gegen mehrere
Serovare nur die Serovar mit dem hochsten Titer gelistet), Ct-Wert = Anzahl der PCR-Zyklen,
bis spezifisches Amplifikat entstanden ist, also bis PCR ,,positiv‘ geworden ist; ab 37 Zyklen
gilt die PCR als ,,schwach positiv, es wurden max. 40 Zyklen durchgefiihrt; ,,-* nicht
vorhanden, ,, + “ geringgradig, ,, ++ " mittelgradig, ,, +++ " hochgradig)

Tabelle 1: Ubersicht Gber die Pferde, deren bei der Vitrektomie gewonnene
Glaskdrperproben fir die Histologie verwendet wurden.

Auge | Patient diffuse GK- PCR MAR

Nr. (biologische GK- Einlagerungen |und Ct-
Kenndaten) Trubung Wert

1 7-jahriger ++ + positv >1:1600
Warmblutwallach (Ct37) (Grippotyphosa,

Copenhageni)

2 5-jahriger ++ ++ positiv >1:1600
Warmblutwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)

3 10-jahriger - + positiv >1:400
Warmbluthengst (Ct 38) (Grippotyphosa)

4 5-jahrige ++ + positiv >1:800
Trakehenerstute (Ct 34) (Grippotyphosa)

5 4-jahriger +++ ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct37) (Grippotyphosa)

6 6-jahrige ++ + positiv >1:3200
Islandstute (Ct33) (Grippotyphosa)

7 4-jahrige ++ ++ positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 35) (Pomona)

8 5-j&hrige +++ +++ positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct34) (Grippotyphosa)

9 7-jahriger +++ ++ positiv >1:3200
Trakehenerwallach (Ct33) (Grippotyphosa)
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10 8-jahrige - - positiv >1:400
Islandstute (Ct 40) (Grippotyphosa)

11 11-j&hriger - - positiv >1:1600
Warmblutwallach (Ct 33) (Grippotyphosa)

12 9-jahriger Paint + ++ positiv >1:3200
Horse Wallach (Ct34) (Australis)

13 11-j&hriger + ++ positiv >1:3200
Islandwallach (Ct 34) (Grippotyphosa)

14 6-jahriger - - positiv >1:400
Warmblutwallach (Ct 35) (Grippotyphosa)

15 7-jahrige + ++ positiv >1:3200
Friesenstute (Ct29) (Grippotyphosa)

16 4-jahrige +++ +++ positiv >1:1600
Warmblutstute (Ct 32) (Grippotyphosa)

17 7-jahrige ++ + positiv >1:800
Warmblutstute (Ct37) (Hardjo)

18 5-jahriger ++ + positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 32) (Grippotyphosa)

19 15-jahriger + ++ positiv >1:400
Warmblutwallach (Ct 33) (Grippotyphosa)

20 4-jéhrige + + positiv >1:800
Warmblutstute (Ct 30) (Altoduro)

21 10-jahriger ++ + positiv >1:400
Friesenwallach (Ct 30) (Altoduro)

22 13-jéhrige + +++ positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 38) (Australis)

23 14-jahrige +++ + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct39) (Grippotyphosa)

24 4-jahriger - + positiv >1:3200
Islandwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)

25 6-jahrige - + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct32) (Grippotyphosa)

26 2-jahrige - + positiv >1:3200
Appaloosastute (Ct 29) (Grippotyphosa)
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27 7-jahriger + ++ positiv >1:400
Warmblutwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
28 7-jahriger + +++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
29 12-jahriger ++ +++ positiv >1:3200
Islandwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
30 3-jahriger ++ ++ positiv >1:3200
Warmbluthengst (Ct 39) (Grippotyphosa)
31 4-jahriger +++ + positiv >1:3200
Warmblutwalach (Ct 32) (Altoduro)
32 7-jahrige + + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 35) (Grippotyphosa)
33 8-jahriger Quarter | - + positiv >1:3200
Horse Wallach (Ct 40) (Grippotyphosa)
34 13-jahriger - - positiv >1:3200
Kaltblutwallach (Ct 35) (Australis)
35 14-jahriger + - positiv >1:3200
PRE-Wallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
36 4-jahriger +++ +++ positiv >1:3200
Traberwallach (Ct 33) (Grippotyphosa)
37 6-jahrige + + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 34) (Grippotyphosa)
38 5-jahrige ++ ++ positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 35) (Pomona)
39 5-jahriger ++ + positiv >1:100
Islandwallach (Ct 33) (Altoduro)
40 5-jariger + + positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 38) (Grippotyphosa)
41 10-jahriger - + positiv >1:800
Warmblutwallach (Ct 39) (Grippotyphosa)
42 5-jahriger Quarter | +++ + positiv >1:3200
Horse Wallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
43 18-jahrige + ++ positiv >1:200

Warmblutstute

(Ct 31)

(Saxkoebing)
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44 5-jahrige +++ + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 35) (Grippotyphosa)
45 8-jahriger + ++ positiv >1:200
Warmblutwallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
46 5-jahriger ++ + positiv >1:200
Warmblutwallach (Ct32) (Grippotyphosa)
47 5-jahrige ++ ++ positiv >1:1600
Warmblutstute (Ct 33) (Grippotyphosa)
48 4-jahriger ++ + positiv >1:100
Warmblutwallach (Ct 33) (Grippotyphosa)
49 3-jahrige +++ +++ positiv negativ
Warmblutstute (Ct 38)
50 10-jahriger - ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
51 6-jahrige - + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 36) (Grippotyphosa)
52 11-jahriger - + positiv negativ
Warmblutwallach (Ct 38)
53 7-jahriger +++ ++ positiv >1:3200
PRE-Hengst (Ct 39) (Grippotyphosa)
54 10-jéhrige - ++ positiv >1:3200
PRE-Stute (Ct 39) (Australis)
55 9-jahriger - + positiv >1:800
Warmblutwallach (Ct 38) (Grippotyphosa)
56 15-jéhrige +++ + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 39) (Grippotyphosa)
57 8-jahrige ++ + positiv >1:3200
Pony-Stute (Ct32) (Grippotyphosa)
58 7-jahriger + - positiv negativ
Islandwallach (Ct 36)
59 5-j&hriger- + + positiv >1:3200
Islandwallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
60 5-jahriger - + positiv >1:800
Islandwallach (Ct 32) (Australis)
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61 9-jahriger +++ +++ positiv >1:800 (Ictero-
Islandwallach (Ct33) haemorrhagiae)
62 4-jé&hriger - - positiv >1:3200
PRE-Wallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
63 16-jahriger - - positiv >1:3200
Islandwallach (Ct 38) (Grippotyphosa)
64 16-jahrige - + positiv >1:400
Warmblutstute (Ct 39) (Grippotyphosa)
65 7-jahriger + ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 29) (Pomona)
66 12-jéhriger - + positiv >1:3200
Friesenwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
67 6-jahrige ++ + positiv >1:800
Cruzadostute (Ct 35) (Pomona)
68 24-jahriger +++ ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 35) (Grippotyphosa)
69 5-jahriger + - positiv >1:800 (Ictero-
Tinkerwallach (Ct 35) haemorrhagiae)
70 3-jahrige ++ + positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct29) (Grippotyphosa)
71 12-jéhriger +++ ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 34) (Grippotyphosa)
72 6-jahriger - - positiv >1:100
Warmblutwallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
73 4-jéhriger + ++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct32) (Grippotyphosa)
74 5-jahrige +++ +++ positiv >1:3200
Warmblutstute (Ct 38) (Grippotyphosa)
75 9-jahriger + - positiv negativ
Trakehenerstute (Ct 39)
76 6-jahriger +++ +++ positiv >1:3200
Lusitanowallach (Ct 36) (Grippotyphosa)
77 4-jahriger + + positiv >1:1600 (Ictero-

Friesenwallach

(Ct 33)

haemorrhagiae)
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78 10-jahriger +++ +++ positiv >1:3200
Warmblutwallach (Ct 38) (Hardjo)

79 14-jéhriger +++ ++ positiv >1:200
Vollblutwallach (Ct 39) (Grippotyphosa)

80 8-jahriger - - negativ | negativ
Warmblutwallach

81 23-jahrige - - negativ | negativ
Haflingerstute

82 17-jahriger - - negativ. | negativ

Warmblutwallach
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