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l. EINLEITUNG

Die Leptospirose ist eine der weltweit am weitest verbreiteten Zoonosen
(ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Fur die meisten Leptospira
Serovaren dienen Nagetiere als Reservoirwirte (LEVETT, 2001), prinzipiell
gelten aber fast alle Saugetiere als empfanglich fur Leptospiren (ELLIS,
2015; JOBBINS & ALEXANDER, 2015). Bei Schweinen und Schafen ist die
Leptospirose entsprechend der Verordnung uber meldepflichtige
Tierkrankheiten in Deutschland meldepflichtig (BMEL, 2020).

Leptospira spp. zahlen zu den bakteriellen Erregern, die beim Schwein zu
Fruchtbarkeitsstorungen fuhren konnen, die durch embryonale oder fetale
Infektion mit anschlieBendem Fruchttod einhergehen und somit zum
Vorkommen von SMEDI (stillbirth mummification embryonic death
infertility) beitragen konnen (LEMAN et al., 1974, RAGUVARAN et al.,
2017; POZZI et al., 2020; OIE, 2021). Die allermeisten Infektionen mit
Leptospiren beim Schwein verlaufen jedoch subklinisch (ARENT & ELLIS,
2019).

Der Mikroagglutinationstest (MAT) gilt bei der Leptospirendiagnostik als
Goldstandard (OIE, 2000). Da der MAT allerdings in der Literatur als
schwierig und zeitaufwandig beschrieben wird (MUSSO & LA SCOLA,
2013), kommt der ,,Polymerase Chain Reaction” (PCR) im Rahmen der
molekularbiologischen Diagnostik eine wichtige Rolle zu (FERREIRA et al.,
2014; STRUTZBERG-MINDER et al., 2018).

Die genauen Leptospirenpravalenzen in Europa sind zwar unklar, MAT-
Daten aus diagnostischen Laboreinsendungen lassen jedoch Ruckschlusse
auf das Vorkommen von Leptospiren bei Schweinen zu (STRUTZBERG-
MINDER et al., 2018). So lagen die Seropravalenzen in den vergangenen
Jahren zwischen 19,74 % in ltalien (BERTELLONI et al., 2019), 20,2 % in
Deutschland (STRUTZBERG-MINDER et al.,, 2018) und 22,7 % in
Frankreich (NAUDET et al., 2022).

Leptospiren werden in der Literatur zwar regelmalBig als
Differentialdiagnose im Zusammenhang mit SMEDI genannt, jedoch sind

konkrete Beschreibungen von Leptospireninfektionen in Fallen von SMEDI
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sehr selten. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen sollte das
Vorkommen von Leptospiren in Fallen von SMEDI untersucht werden und
in diesem Zusammenhang verschiedene diagnostische Maoglichkeiten
evaluiert werden. Dazu werden verschiedene Gewebeproben von Ferkeln
SMEDI-assoziierter Wurfe, die zu diagnostischen Zwecken an die Klinik
fur Schweine eingesendeten wurden, mittels qPCR auf Leptospiren-DNA
untersucht. Um die Auswahl des Probenmaterials zur
Leptospirendiagnostik in Fallen von SMEDI zu optimieren, wird die
Nachweishaufigkeit in den Geweben verglichen. Des Weiteren wird
Herzblut von Ferkeln, deren Scheitel-Stei3-Lange auf ein Mindestalter von
70 Tagen und somit auf eine beginnende Immunkompetenz schlieRen lasst
auf Antikorper gegen Leptospiren untersucht, um zu evaluieren, ob dieser
in der Literatur beschriebene Ansatz einen Mehrwert im Rahmen der
Leptospirendiagnostik bietet. Die so gewonnenen Ergebnisse werden in
Zusammenhang mit der von der OIE als Goldstandard definierten
Leptospirendiagnostik  mittels  Antikorperbestimmung  bei  von

Fruchtbarkeitsstorungen betroffenen Sauen gebracht.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Leptospira spp.

1.1. Morphologie
Bei Leptospiren handelt es sich um spiralformige, circa 6 - 20 pm lange
und circa 0,1 ym breite Bakterien (LEVETT, 2001; ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Sie weisen eine charakteristische Struktur auf, die
der eines Kleiderbugels ahnelt (LEVETT, 2001; ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Aufgrund von zwei im Periplasma gelegenen Flagellen sind Leptospiren
beweglich (CHARON & GOLDSTEIN, 2002). Die Flagellenhulle und der
Flagellenkern bestehen aus FlaA- und FlaB-Proteinen (PICARDEAU et al.,
2001). Je nach Viskositat ihrer Umgebung konnen sie sich mit
Geschwindigkeiten von circa 7 - 10 ym / Sekunde in Standardmedien
fortbewegen (TAKABE et al., 2013).

Die Ultrastruktur der Leptospiren ahnelt der von gramnegativen Bakterien
(CAMERON, 2015). Sie besitzen eine Doppelmembranstruktur, bei der die
Zytoplasmamembran eng mit der Peptidoglykanzellwand verbunden ist.
Diese beide werden von einer auBeren Membran umgeben (CULLEN et al.,
2004). In der aulBeren Membran formen Lipopolysaccharide (LPS) das
Hauptantigen der Leptospiren. Dieses Hauptantigen ist dem LPS
gramnegativer Bakterien sowohl strukturell als auch immunologisch
ahnlich (CULLEN et al., 2005). Es besitzt eine relativ geringe Toxizitat:
Verglichen mit dem LPS gramnegativer Bakterien, ist es fur Zellen und
Tiere bis zu zehn Mal weniger todlich (ZUERNER et al., 2000).

1.2, Taxonomie
Die Taxonomie von Leptospira spp. ist komplex (GUERNIER et al., 2018).
Leptospiren gehoren zur Ordnung der Spirochaten, Familie der

Leptospiraceae und zum Genus Leptospira (LEVETT, 2015).

Heutzutage finden zwei verschiedene Klassifizierungssysteme Anwendung
(AHMED et al., 2012):
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Die erste Art der Klassifizierung basiert auf den serologischen
Eigenschaften. Dabei wird zwischen apathogenen, saprophytischen
(Leptospira biflexa sensu lato) und pathogenen (Leptospira interrogans
sensu lato) Leptospirenspezies unterschieden JOHNSON & FAINE, 1984).
Mittels sogenannter Kreuzagglutination-Absorptionstests werden die
Leptospirenstamme aus klinischen, diagnostischen und
epidemiologischen Grunden in uber 300 Serovaren unterteilt (LEVETT,
2015). Diejenigen Serovaren, die antigenetisch verwandt sind, werden in
sogenannten Serogruppen zusammengefasst (LEVETT, 2001; AHMED et
al., 2012).

Diese Serovar-Klassifizierung basiert auf der Expression von
oberflachenexponierten Epitopen in einem Mosaik von LPS-Antigenen
(ZHANG et al.,, 2015). Dabei hangt die Klassifizierung sowohl von der
Zusammensetzung als auch von der Orientierung der Zucker ab (ADLER &
DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Die beim Schwein vorkommenden Leptospiren und ihre antigenetische

Verwandtschaft sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Bei Schweinen vorkommende Leptospiren-Serovare und die
von ihnen gebildeten Serogruppen, fur die das Schwein a) als
Reservoirwirt gilt und b) Serovaren und Serogruppen, mit denen sich
das Schwein zwar infizieren kann, wobei das Schwein aber eher als
Fehlwirt agiert (BOLIN, 1994; LEVETT, 2001; ELLIS, 2006;
STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011; ELLIS, 2015;
STRUTZBERG-MINDER et al., 2018)

Serogruppe Serovar

a)

Australis Australis
Bratislava
Muenchen

Pomona Pomona

b)

Tarassovi Tarassovi

Canicola Canicola

Gryppotyphosa Grippotyphosa

Icterohaemorrhagiae

Copenhageni

Icterohaemorrhagiae

Sejroe

Sejroe

Hardjo



[I. Literaturubersicht 5

Die zweite Art der Klassifizierung basiert auf den genetischen
Eigenschaften (AHMED et al., 2012). Dabei werden Leptospiren in
verschiedene Genospezies unterteilt. Nach aktuellem Kenntnisstand
unterscheidet man mindestens 65 pathogene, intermediare und
apathogene Genospezies (THIBEAUX et al., 2018a; THIBEAUX et al.,
2018b; VINCENT et al., 2019). Die intermediaren Spezies sind den
pathogenen Spezies nahe verwandt, weisen allerdings nur eine moderate
Pathogenitat bei Tier und Mensch auf (PEROLAT et al., 1998).

Basierend auf der AAIl (amino acid identity), der ANI (average nucleotide
identity), dem POCP (percentage of conserved proteins) und der Analyse
des ppk-Gens, welches die Polyphosphatkinase kodiert, schlagen
VINCENT etal. (2019) eine neue Art der genotypischen Klassifizierung vor.
Dabei wird zwischen den zwei Hauptgruppierungen Saprophyten (S) und
Pathogenen (P) (sogenannten ,,clades”) sowie vier Subclades (P1, P2, S1
und S2) unterschieden. Die pathogenen Arten beinhalten alle Arten, die
bei Mensch und Tier zu Infektionen fuhren konnen. Die Saprophyten
beinhalten all diejenigen Arten, die in der Umwelt zu finden und nicht
infektios sind, inklusive denjenigen, deren Virulenzstatus noch nicht
geklart ist. Die Subclade P1 fasst die zuvor als pathogen eingestuften
Leptospiren zusammen, P2 die ehemals intermediaren Leptospiren, S1
beinhaltet die Leptospiren, die bis dahin als saprophytar eingeordnet
wurden. Die Subclade S2 wurde neu hinzugefugt. Diese Einteilung der
verschiedenen Leptospirenarten in die vier Subclades nach VINCENT et al.
(2019)  wird auch von der [IVD Gesellschaft fur Innovative

Veterinardiagnostik mbH verwendet.

Trotz der Tatsache, dass die beiden Einteilungsmoglichkeiten nicht
deckungsgleich sind und zum Beispiel Serovaren derselben Serogruppe
unterschiedlichen Genospezies zugeordnet werden konnen, werden beide
Arten der Klassifizierung heutzutage noch benutzt (AHMED et al., 2012).
Sowohl in der human- als auch in der veterinarmedizinischen Diagnostik
findet vor allem die serologische Einteilung Verwendung, da der
Mikroagglutinations-Test als Goldstandard fur den Nachweis von
Leptospiren gilt (OIE, 2021).
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2, Epidemiologie

Die Epidemiologie der Leptospirose beim Schwein ist kompliziert, da sich
Schweine potentiell mit jeder pathogenen Serovar infizieren konnen
(ARENT & ELLIS, 2019). Aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen
Leptospirenserovaren sowohl eine regionale als auch eine wirtsspezifische
Praferenz zeigen, sind in einem bestimmten Gebiet nur wenige Serovaren
endemisch (ARENT & ELLIS, 2019). Somit ist die Epidemiologie der
Infektionen durch Leptospiren abhangig vom Vorkommen der jeweiligen
Wirtsspezies in der Region und wird zusatzlich von klimatischen Faktoren
bedingt (HABUS et al., 2017).

Wahrend das Schwein derzeit als Reservoirwirt fur die Serovaren der
Serogruppen Pomona und Australis gilt, gelten Infektionen mit den
Serogruppen Icterohaemorrhagiae, Tarassovi und Grippotyphosa beim
Schwein eher als zufallig (LEVETT, 2001; ELLIS, 2006; STRUTZBERG-
MINDER & KREIENBROCK, 2011). Die Hauptwirte fur diese Serovaren
sind haufig Nagetiere wie Brandmause und Wanderratten, aber auch
andere infizierte Kontakttiere konnen als Ubertrager fungieren (ARENT &
ELLIS, 2019).

Eine entscheidende Rolle in der Epidemiologie spielt die Fahigkeit vieler
Serovaren, fur eine langere Zeit die Nieren zu besiedeln und somit eine
Ausscheidung uber den Harn hervorzurufen oder venerisch ubertragen
werden zu konnen (STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011). So
ist zum Beispiel die Ausscheidung der Serovar Bratislava im Gegensatz zur
Serovar Pomona bei einer persistierenden Infektion zwar gering, und die
Ubertragung dieser Serovar in der Mast nicht effizient; dafiir besitzt die
Serovar Bratislava aber zusatzlich die Fahigkeit, im oberen Genitaltrakt von
Sauen und Ebern zu persistieren und kann demnach auch venerisch
ubertragen werden (ELLIS & THIERMANN, 1986).

2.1, Vorkommen

Die Leptospirose gilt als eine der weltweit am weitest verbreiteten Zoonose
(ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Sie fuhrt zu
Reproduktionsstorungen in  Schweineherden auf allen Kontinenten
(ARENT & ELLIS, 2019). Circa 60.000 humane Todesfalle pro Jahr lassen
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sich auf Leptospireninfektionen zuruckfuhren (COSTA et al., 2015). Die
Leptospirose bei Schweinen und Schafen ist entsprechend der Verordnung
uber meldepflichtige Tierkrankheiten in der Fassung der Bekanntmachung
vom 11. Februar 2011 (BGBI. | S. 252), die zuletzt durch Artikel 1 der
Verordnung vom 8. Juli 2020 (BGBI. | S. 1604) geandert wurde,
meldepflichtig (BMEL, 2020).

Die genauen Leptospirenpravalenzen in Europa sind zwar unklar,
Auswertungen  von Mikroagglutinationstest-(MAT) Daten aus
diagnostischen Laboreinsendungen lassen jedoch Ruckschlusse auf das
Vorkommen von Leptospiren bei Schweinen zu (STRUTZBERG-MINDER
et al.,, 2018). So lagen in den vergangenen Jahren die Seropravalenzen
zwischen 19,74 % in ltalien (BERTELLONI et al.,, 2019), 20,2 % in
Deutschland (STRUTZBERG-MINDER et al.,, 2018) und 26,5 % in
Frankreich (ANDRE-FONTAINE, 2016).

In den vergangenen Jahren wurden nur wenige Studien uUber das
Vorkommen von Leptospirenserovaren beim Hausschwein publiziert
(STRUTZBERG-MINDER et al., 2018). Zwischen 2011 und 2016 konnte in
Deutschland mit 57,2 % die Serovar Bratislava innerhalb der auf
Leptospiren positiv getesteten Proben am haufigsten nachgewiesen
werden (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018). Ebenso wurde in den Jahren
2011 bis 2017 in Frankreich diese Serovar mit 48,5 % am haufigsten
diagnostiziert (NAUDET et al., 2022). In Polen wurde ungefahr zeitgleich
die Serovar Pomona mit einer Pravalenz von 0,39 bis 1,13 % und in
Brasilien im Jahr 2013 die Serovar Icterohaemorrhagiae mit einer
Pravalenz von 41,8 % nachgewiesen (VALENCA et al., 2013).

Allerdings limitieren die Einschlusskriterien (zum Beispiel Einschluss oder
Ausschluss von Tieren mit klinischen Veranderungen), sowie die Auswahl
der im MAT verwendeten Serogruppen die Vergleichbarkeit dieser Daten
(STRUTZBERG-MINDER et al., 2018).

Wie in der Humanmedizin ist in den kommenden Jahren auch in der
Veterinarmedizin mit steigenden Leptospireninfektionen zu rechnen:
Wahrend in Deutschland im Jahr 2011 noch eine Seropravalenz von

16,3 % der untersuchten Hausschweinpopulation festgestellt wurde,
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waren es in 2016 bereits 30,9 % (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018).

Insbesondere in tropischen Gegenden mit hohen Temperaturen, groRen
Niederschlagsmengen und regelmiRigen Uberflutungen rechnet die
Forschung mit gehauften Leptospireninfektionen (KO et al., 2009; LAU et
al., 2010). Nicht zuletzt fuhrt auch die globale Erderwarmung infolge des
Klimawandels zu steigenden Zahlen auch in Europa (PIJNACKER et al.,
2016).

2.2, Wirtsspektrum

Fast alle Saugetiere (auch Meeressauger und Beuteltiere, Fledermause,
Vogel, Amphibien und Reptilien) sind empfanglich fur Leptospiren (ADLER
& DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; ELLIS, 2015; JOBBINS &
ALEXANDER, 2015; MGODE et al., 2015). Fur die Mehrzahl der Saugetiere
wird die durchschnittliche Pravalenz von Leptospireninfektionen global auf
etwa 15 % geschatzt (ANDERSEN-RANBERG et al., 2016).

Allerdings haben sich die verschiedenen Leptospirenserovaren im Laufe
ihrer Evolution an bestimmte Tierarten adaptiert. Diese werden als
Hauptwirte bezeichnet. Die Hauptwirte sind in der Regel hochempfindlich
gegenuber den adaptierten Serovaren. Nach der Infektion, die in der Regel
ohne klinische Veranderungen verlauft, bleiben die Hauptwirte haufig
lebenslang infiziert (LEVETT, 2001). Wahrend bei den Hauptwirten die
Infektion meist direkt von Tier zu Tier verlauft, infizieren sich die
sogenannten Nebenwirte indirekt. Die Nebenwirte sind zwar weniger
empfindlich gegenuber den nicht-adaptierten Serovaren, bei einer
Infektion kommt es allerdings haufig zu schweren bis todlichen Verlaufen.
Prinzipiell kann jedes Tier zeitgleich als Hauptwirt fur eine oder mehrere
Serovaren und als Nebenwirt fur andere Serovaren fungieren (LEVETT,
2001). Vor allem Nager und Kleinsauger fungieren als Reservoirwirte fur
Leptospira spp. (MUNKER, 1963; LEVETT, 2001).

2.3. Leptospireniibertragung beim Schwein

Das Bakterium wird uber die Schleimhaute von Augen, Russelscheibe oder
Maul aufgenommen (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Dabei
ist die haufigste Art der Ubertragung noch nicht identifiziert worden. Auch

die Infektion von Ferkeln Uber den vaginalen und plazentaren Weg
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(PEDERSEN et al., 2015) und Uber die Aufnahme von Milch einer
experimentell infizierten Sau konnte nachgewiesen werden (ARENT &
ELLIS, 2019).

Eine empfangliche Schweineherde kann sich uber die drei folgenden Wege
mit Leptospiren infizieren: Ein infiziertes Tier (,,carrier”) wird in die Herde
eingegliedert, die Herde wird einer kontaminierten Umgebung ausgesetzt
oder ein anderes infiziertes Tier dient als Vektor bei der Ubertragung
(ARENT & ELLIS, 2019). Als ,carrier”, oder auch Tragertiere konnten
sowohl infizierte Eber (KEMENES & SUVEGES, 1976), als auch neu
eingegliederte Jungsauen (EDWARDS & DAINES, 1979) identifiziert
werden. Je nach geografischer Lage konnen auch freilebende Tierarten
eine Rolle bei der Infektion spielen. Wahrend in Deutschland die meisten
Schweine konventionell gehalten werden und somit kaum Kontakt zu
freilebenden Tieren haben, konnte in Nordamerika das Stinktier als
Ubertrager fiir Leptospireninfektionen identifiziert werden (MITCHELL et
al., 1966). Vor allem Mausen (Mus musculus und andere Mausspezies) und
Ratten (Rattus norvegicus und Rattus rattus) kommt eine besondere
Bedeutung als Reservoirwirte fur die von ihnen ubertragenen Serovaren
zu (BALBONI et al., 2022). Sie zeigen in der Regel keine klinischen
Veranderungen, da die Leptospiren jedoch in ihren Nieren persistieren,
scheiden sie die Bakterien Uber ihren Urin aus (GOARANT, 2016). Dadurch
kommt es zur Kontamination von Abwasser, Wasser oder Boden (BHARTI
et al., 2003). Bei indirekter Ubertragung ist Feuchtigkeit als kritischer
Faktor anzusehen, da die Organismen bei Trockenheit nicht
widerstandsfahig sind (SUMI et al., 2017). Wird infizierter Harn allerdings
auf feuchtem Boden oder Wasser mit einem pH im alkalischen Bereich
abgesetzt, konnen die Leptospiren fur eine langere Zeit uberdauern
(LEVETT, 2001; STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011; NAU et
al., 2019).

Werden Abwasser uber ein gemeinsames Drainagesystem abgefuhrt, so
kann es zu Infektionen zwischen Gruppen von Mastschweinen uber mit
Harn kontaminiertes Abwasser kommen (BUDDLE & HODGES, 1977).

Zusatzlich konnten statistische Auswertungen zeigen, dass es eine

saisonale Haufung von Leptospireninfektionen aufgrund von gunstigen
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Wettereinflussen gibt: Temperaturen von neun bis 19 °C und
Niederschlagsmengen von Giber 100 mm / m? beglinstigen das Vorkommen
von Leptospiren (HABUS et al., 2017).

2.4, Pathogenese

Leptospiren gelangen uber kleine Schnitte oder Abrasionen, uber
Schleimhaute oder nasse Haut in den Korper (ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Die anschlieBende bakteriamische Phase dauert
meist circa sieben Tage an (ELLIS, 1994). Sobald eine kritische Anzahl an
Leptospiren im Blut und in den Geweben vorhanden sind, kommt es zur
Symptomatik aufgrund von Lasionen, die durch Toxinwirkung und
toxische Zellkomponenten der Leptospiren entstehen (ADLER & DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). Die Primarlasion bildet das geschadigte
Endothelium der kleinen BlutgefalBe, wodurch es zu lokalen Ischamien in
Organen kommt und renale Tubulusnekrosen, Zellschaden in Leber und
Lunge, Meningitis und Plazentitis, spater auch Granulozytose und
Splenomegalie entstehen konnen (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010). In starkeren Fallen konnen Blutungen, lkterus und
Thrombozytopenie auftreten (PALANIAPPAN et al., 2007). Sobald das
Schwein  Antikorper gebildet hat, werden Leptospiren durch
Opsonophagozytose aus dem Blutkreislauf und den Geweben entfernt
(ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Gewebeschaden konnen
durch Reparaturprozesse sowohl reversibler Art sein (zum Beispiel in
Leber und Niere). Es konnen beim Schwein aber auch nicht reversible
Schaden zum Beispiel durch Myokarditis und Vernarbungen in Form von
.white spots” in den Nieren entstehen (ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Das Hauptoberflachenprotein von Leptospiren bildet das LipL32, welches
eine Bindungsaffinitat zu Laminin (HOKE et al., 2008), Kollagen und
Fribronectin des Wirtes zeigt (HAUK et al., 2008). Dieses LipL32 ist
einzigartig fur pathogene Leptospira spp. und stets hoch konserviert
vorkommend (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
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3. Klinik der Leptospirose beim Schwein

Die allermeisten Infektionen mit Leptospiren beim Schwein verlaufen
subklinisch, allerdings sind klinische Infektionen bei zwei Gruppen von
Schweinen am wahrscheinlichsten: bei jungen Ferkeln und bei tragenden
Sauen (ELLIS, 2006). Es wird zwischen akuten und chronischen
Infektionen unterschieden, bei letzteren stehen Reproduktionsstorungen
im Vordergrund (ARENT & ELLIS, 2019).

3.1. Akute Leptospirose

Die Phase der akuten Leptospirose fallt in der Regel mit der Phase der
Bakteriamie zusammen (ARENT & ELLIS, 2019). Nach experimenteller
Infektion zeigen viele infizierte Schweine wahrend dieser Phase Anorexie,
Pyrexie und Apathie (HANSON et al., 1986). Bei naturlichen Infektionen
sind die Symptome meist von milder Natur, weshalb vor allem in
endemischen Infektionen in Herden, in denen nur ein oder zwei Tiere
betroffen sind, diese Phase haufig unerkannt bleibt (ARENT & ELLIS,
2019).

Es konnten allerdings auch Ikterus und Hamoglobinurie bei naturlichen
Ausbruchen nachgewiesen werden (NIEDMANN et al., 1964). Dies konnte
vor allem bei Ferkeln, die im Alter von weniger als drei Monaten durch die
Serovar Icterohaemorrhagiae infiziert wurden, nachgewiesen werden. Die
meisten der erkrankten Tiere erholten sich spontan innerhalb einer Woche
(FIELD & SELLERS, 1951).

3.2 Chronische Leptospirose

Die chronische Leptospirose ist durch vermehrtes Umrauschen,
Spataborte, Totgeburten, die Geburt schwacher Ferkel (ELLIS, 2015) mit
reduzierter Lebensfahigkeit, fetale Mumifikation (NETO et al., 1997),
kleinere WurfgrofRen (FRANTZ et al., 1989) und Infertilitat der infizierten
Sau gekennzeichnet (DE AZEVEDO et al., 2008), was zu erheblichen
wirtschaftlichen Verlusten fuhren kann (ELLIS, 2015).

Nach der Phase der Bakteriamie konnen Leptospiren in den proximalen
Tubuli der Niere persistieren, wo sie sich auch multiplizieren und uber den
Urin ausgeschieden werden kénnen (CALDERON et al., 2014). Die Dauer
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und Intensitat der Bakteriurie variiert abhangig von der infizierenden
Serovar von Schwein zu Schwein (STRUTZBERG-MINDER &
KREIENBROCK, 2011). Ebenso ist eine Infektion des Uterus moglich, was
bei trachtigen Sauen zu Aborten (FENNESTAD & BORG-PETERSEN,
1966), Totgeburten (MORTER et al., 1960), Mumifikation (DAL SANTO et
al., 2020) und Fruchtbarkeitsstorungen (POZZ1 & ALBORALI, 2012) fuhren
kann. Aborte oder Totgeburten folgen meist ein bis vier Wochen nach der
Infektion mit Leptospiren (HANSON et al., 1986). Zu diesem Zeitpunkt
haben die meisten Sauen bereits serokonvertiert (ARENT & ELLIS, 2019).

Da der Einfluss von Leptospirose auf die nationalen Abortraten beim
Schwein sowohl von der jeweiligen Pravalenz der infizierenden Serovaren
als auch von der Epidemiologie sowie Managementfaktoren abhangig ist,
gibt es keine international vergleichbaren Daten. Allerdings ist davon
auszugehen, dass auch in Landern, in denen eine Impfung gegen diesen
Erreger weit verbreitet ist, Leptospiren eine erhebliche Rolle bei
Fruchtbarkeitsstorungen beim Schwein spielen (ARENT & ELLIS, 2019).
AuBerdem fuhren Unterschiede in der Pathogenitat der einzelnen Stamme
zu unterschiedlichen Pravalenzen bei klinischen Aborten in infizierten
Herden (NAGY, 1993). Endemische Infektionen mit der Serovar Tarrasovi
fuhrten in Polen zu einer drei prozentigen Abortrate (WANDURSKI, 1982).
Im Vereinten Konigreich (ELLIS et al., 1986) und den Vereinigten Staaten
(BOLIN & CASSELLS, 1990) wurde eine hohe Pravalenz der Serogruppe
Australis in abortieren Schweinefeten nachgewiesen. In Ontario konnte die
Serovar Bratislava in 16 % der untersuchten Schweineherden mit
Abortgeschehen nachgewiesen werden (REHMTULLA et al., 1992).

3.3. Leptospiren im Rahmen von SMEDI

Sowohl die Geburt abgestorbener Ferkel zum physiologischen Termin als
auch das vorzeitige AusstoBen der Feten zahlen zu den auffallendsten und
haufigsten Folgen einer Reihe von Storungen der intrauterinen
Entwicklung, die zwar ahnliche Erscheinungsbilder zeigen, denen
allerdings diverse unterschiedliche Ursachen zugrunde liegen konnen
(PLONAIT, 2004a; SYDLER et al., 2011). Das Akronym ,,SMEDI“-Syndrom
fasst einige dieser klinischen Erscheinungen zusammen, kann durch viele

Infektionserreger verursacht werden und geht stets mit ahnlicher
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Symptomatik einher (HEINRITZI et al., 2006b). SMEDI steht fur ,,stillbirth”
(Totgeburt), ,mummification” (Mumifikation), ,embryonic death”
(embryonaler Tod) und ,infertility” (Unfruchtbarkeit) ,syndrome”
(Syndrom) (STRECK & TRUYEN, 2020). Auch wenn das porcine Parvovirus
als Haupterreger fur SMEDI gilt (STRECK & TRUYEN, 2020), so zahlen
Leptospiren zu den bakteriellen Erregern, die beim Schwein zu
Fruchtbarkeitsstorungen fuhren konnen, die durch embryonale oder fetale
Infektion mit anschlieBendem Fruchttod einhergehen und damit zum
Vorkommen von SMEDI beitragen konnen (LEMAN et al., 1974
RAGUVARAN et al., 2017; POZZI et al., 2020; OIE, 2021).

Es gelten folgende Definitionen:

Ein totgeborenes Ferkel wird als vollentwickelte, tote Frucht definiert (DA
SILVA et al., 2016). Diese Tiere verfugen uber ein makroskopisch
physiologisches Erscheinungsbild, ihre Lungen schwimmen allerdings
nicht in Wasser (die Lungenschwimmprobe verlauft negativ)
(CHRISTIANSON, 1992).

Die Mumifikation ist definiert als eine Dehydratation des im Uterus
verbleibenden Fetus, die unter anderem zu eingesunkenen Augen fuhren
kann (PLONAIT, 2004a). Sie verlauft weitestgehend steril, da es nicht zur
bakteriellen Infektion und somit nicht zu Zersetzungsvorgangen kommt
(GIVENS & MARLEY, 2008).

Der embryonale Tod findet per definitionem vor dem 35. Tag post
conceptionem statt; bis zu diesem Zeitpunkt hat noch keine Mineralisation
des fetalen Skeletts stattgefunden und die Frucht kann somit resorbiert
werden  (CHRISTIANSON, 1992). UnregelmaBiges Umrauschen,
Pseudograviditat oder verkleinerte WurfgroRen konnen beobachtet
werden (HEINRITZI et al., 2006a).

Der fetale Tod hingegen findet per definitionem zwischen dem 35. und
110. Graviditatstag statt, sodass die Ferkel Skelettanlagen aufweisen
konnen (WRATHALL et al., 1974). Es kann zu verlangerten Graviditaten,
sowie der termingerechten  Geburt von klinisch  gesunden,
lebensschwachen oder mumifizierten Ferkeln kommen (HEINRITZI et al.,

2006a). Autolytische Ferkel zeigen in Folge von hamolytischen Prozessen
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braun rot verfarbte Gewebe, sowie serosanguinose
Flussigkeitsansammlungen in den Korperhohlen (FENNESTAD & BORG-
PETERSEN, 1966). Diese autolytischen Prozesse basieren auf einer
vorherigen bakteriellen Infektion des Fetus (GIVENS & MARLEY, 2008).

Maternale Bakteriamien - ebenso wie maternale Viramien - konnen in der
Infektion eines oder mehrerer Feten und auch in der Infektion der Plazenta
resultieren (ARENT & ELLIS, 2019). In der Folge kann es zu einer
horizontalen Infektion kommen, ergo der Infektionsweitergabe von Fetus
zu Fetus (NIELSEN et al., 1991). Dies kann zu orgelpfeifenartig
abgestuften GroBen der Ferkel innerhalb eines Wurfes fuhren, je nachdem,
zu welchem Zeitpunkt der Fruchttod stattgefunden hat (STRECK &
TRUYEN, 2020).

Abhangig davon, wann der Embryo oder Fetus mit Leptospiren infiziert
wird, kann dies vielfaltige Folgen haben: sowohl der embryonale Tod und
anschlieBende Resorption als auch der fetale Tod und anschlieBende
Mumifikation, Aborte von frischen oder autolytischen Feten, totgeborene
oder lebensschwachgeborene Ferkel, sowie eine insgesamt erhohte
neonatale Mortalitat (CHRISTIANSON, 1992). Findet die Infektion zu
einem fruhen Zeitpunkt in der Gestation statt, kann es zu embryonalem
Fruchttod und der Resorption von einigen, aber nicht allen Feten kommen,
was zu verkleinerten WurfgrofBen fuhren kann (ARENT & ELLIS, 2019).

Nach dem 35. Graviditatstag beginnt die fetale Knochenmineralisation,
weshalb eine fetale Infektion zu diesem Zeitpunkt eine Mumifikation des
Ferkels zur Folge haben kann (WRATHALL et al., 1974). Zunachst kommt
es zu Kongestionen, Odemen und Hamorrhagien mit Akkumulationen von
serosanguinosen Flussigkeiten in den Korperhohlen. Nach dem Tod folgt
Dehydratation und Entfarbung der Haut, weshalb der Fetus dunkler
erscheint (ZIMMERMAN, 1972).

Ebenso kann die Plazenta dehydriert und braun-grau verfarbt, sowie das
extrafetale Flussigkeitsvolumen verringert sein (LENGHAUS et al., 1978;
CHOl et al., 1987).

Da die Feten ab dem 65. bis 70. Trachtigkeitstag eine Immunkompetenz
ausbilden konnen (MADSON et al., 2009; GERBER et al., 2012), kann es
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infolge einer Infektion ab diesem Zeitpunkt in der Graviditat zur
Ausbildung von Antikorpern gegen Leptospiren und demnach zur Geburt
lebensfahiger, seropositiver Tiere kommen (NIELSEN et al., 1991).
Klinisch manifestiert sich dieses sequentielle Infektionsszenario in der
Geburt von multipel groRenvariierenden Feten und physiologisch
erscheinenden Lebendgeborenen (ARENT & ELLIS, 2019).

4., Diagnostik

Ebenso wie die Diagnose von Reproduktionsstorungen beim Schwein
generell schwierig ist (SILVA et al, 2015), stellt auch die
Leptospirendiagnostik fur praktizierende Tierarzte / Tierarztinnen eine
Herausforderung dar (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
MUSSO & LA SCOLA, 2013). Folgende drei Grunde konnen unter anderem
eine Diagnose verlangen: (1) die Bestatigung der klinischen Erkrankung,
(2) die Untersuchung der Herdeninfektion / des Herdenimmunstatus zur
Kontrolle oder Eradikation auf Herden- oder Landesbasis und (3) die
Bestimmung des Status eines Einzeltieres vor Einbringung in eine
geschlossene Herde oder vor dem Verkauf (ARENT & ELLIS, 2019).

So wie die milden, oft inapparenten klinischen Zeichen der akuten
Leptospirose die klinische Diagnose erschweren, ist die geringe Spezifitat
der makroskopischen Lasionen bei der pathologischen Diagnose
limitierend (ARENT & ELLIS, 2019). Auch die chronische Leptospirose ist
aufgrund der Fahigkeit des Erregers, in den Nieren und im Genitaltrakt zu
persistieren, schwierig zu diagnostizieren. Die infizierten, subklinischen
Tragertiere konnen jahre- oder lebenslang unerkannte Ausscheider
bleiben (ELLIS, 2015).

Da die klinischen und pathologischen Befunde oftmals nicht ausreichen,
stutzt sich die Diagnose meist auf labordiagnostische Ergebnisse
(STRUTZBERG-MINDER et al., 2018). Diese lassen sich in die indirekten
serologischen Nachweismethoden, bei denen Antikorpertiter im Blut
gemessen werden und direkte Nachweismethoden, bei denen der
Organismus selbst detektiert wird, unterteilen. Bakterielle Erreger, die
fetales Gewebe infizieren und sich dort replizieren konnen, werden auch

in fetalem Gewebe nachgewiesen, sofern genug Probenmaterial



[I. Literaturubersicht 16

untersucht und der richtige Test zum Nachweis von lebenden Pathogenen
oder Resten von deren DNA ausgewahlt wird (ALTHOUSE et al., 2019).

Meistens werden die Feten aus praktischen Grunden entweder gekuhlt
oder gefroren eingeschickt. Dies ermoglicht dem Diagnostiker, die
richtigen Proben zu entnehmen und die angemessenen Tests unter
hygienischen Umstanden durchfuhren zu konnen (ALTHOUSE et al.,,
2019). Intakte Feten gelten als steril, da ihre inneren Organe mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht mit Umweltkeimen kontaminiert sind, weshalb
der Nachweis von Erregern aus diesen Materialien als signifikant gilt
(ALTHOUSE et al., 2019).

Bei der Diagnostik von Leptospiren wird zwischen direkten und indirekten
Nachweismethoden unterschieden (MARQUEZ et al.,, 2017), die im

Folgenden erlautert werden.

4.1. Indirekte Nachweismethoden

Bei den indirekten Nachweismethoden gilt es zu beachten, dass die Tiere
erst in der zweiten Woche nach der Infektion Antikorper bilden, sodass
diese Nachweismethoden erst ab diesem Zeitpunkt fur die Diagnose
genutzt werden konnen (MUSSO & LA SCOLA, 2013).

4.1.1. Mikroagglutinationstest (MAT)

Der Mikroagglutinationstest (MAT) basiert auf lebenden
Leptospirenserovaren (JAYASUNDARA et al, 2021). Eine
Verdunnungsreihe des Serums des zu untersuchenden Tieres wird mit
diesen lebenden Leptospirenserovaren in Mikrotiterplatten gemixt und bei
30°C fur zwei Stunden inkubiert (GORIS & HARTSKEERL, 2014). Mittels
Dunkelfeldmikroskopie wird anschlieBend untersucht, ob es zur
Agglutination kommt und falls ja bis zu welcher Verdunnungsstufe (GORIS
& HARTSKEERL, 2014). Diejenige Endverdunnung des Serums, bei der
50 % der zugegebenen Leptospiren agglutiniert sind, zum Beispiel 1/100,
1/400 usw. oder der Kehrwert der Endverdunnung, zum Beispiel 100 oder
400, gilt als Testergebnis (GORIS & HARTSKEERL, 2014).

Der MAT qilt als die serologische Referenzmethode laut der , World
Organization for Animal Health” (OIE) und der ,World Health
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Organization” (WHO) (WHO, 2003; OIE, 2021). Diese Tatsache beruht auf
der nach wie vor unubertroffenen diagnostischen Spezifitat. Antikorper
gegen andere Bakterien kreuzreagieren selten mit Leptospiren (GORIS &
HARTSKEERL, 2014). Der MAT wird gegenwartig auch zur Ermittlung von

Seropravalenzen eingesetzt (OIE, 2021).

Die minimalen Anforderungen an den MAT bestehen darin, dass die
ausgewahlten Antigene fur die in der jeweiligen Region vorkommenden
Stamme von bekannten Serogruppen reprasentativ sein sollten. Zusatzlich
sollten diejenigen Antigene verwendet werden, die bekanntermalen in der
zu testenden Wirtsspezies vorkommen (ELLIS, 2006; OIE, 2021).
Spatestens seit der Veroffentlichung des ,,Manual of Standards for
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals” im Jahr 2000 gilt
ein Titer von mindestens 100 als allgemein anerkannt signifikant fur eine
Leptospireninfektion (OIE, 2000).

In nicht-endemischen Gebieten kann ein Titer von 50 oder mehr in
Zusammenhang mit passender Klinik auf eine Leptospirose hinweisen.
Meist steigt der Titer in einer zweiten Probe funf bis sieben Tage spater
um das Vierfache oder hoher (ELLIS, 2006). Ein einzelner Titer von 400
oder hoher ermoglicht nur eine Verdachtsdiagnose (BOLIN, 1994). Es lasst
sich dann nicht zuverlassig sagen, dass der Kontakt mit Leptospiren
tatsachlich der Grund fur die akute Erkrankung gewesen sein muss
(BOLIN, 1994).

In endemischen Gebieten gilt ein Titeranstieg um das Vierfache oder mehr
funf bis zehn Tage nach Beginn der klinischen Veranderung ebenso als

diagnostisch wie ein anfanglicher Titer von mehr als 400 (OIE, 2021).

BOLIN (1994) empfiehlt auBerdem prakolostrales Ferkelserum fur die
Diagnostik einzusenden, da dieses im Falle einer transplazentaren
Infektion nach dem circa 70. Trachtigkeitstag bereits
Leptospirenantikorper enthalten kann (MADSON et al., 2009; GERBER et
al., 2012). Die resultierenden Antikorpertiter sind zwar meistens niedrig
(kleiner als 100), dafur aber normalerweise spezifisch fur die infizierende
Serovar und damit von hoher epidemiologischer Relevanz (BOLIN, 1994).

Der Nachweis von Antikorpern in fetalem Blut gilt als diagnostisch (OIE,
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2021).

Ein bis zwei Tage nach der Infektion folgt eine Phase der Bakteriamie, die
circa eine Woche andauert (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).
Wahrend dieser Zeit konnen die Leptospiren aus den meisten Organen und
aus der Cerebrospinalflussigkeit isoliert werden (ELLIS, 2006). Die
bakteriamische Phase endet mit dem Vorhandensein von zirkulierenden
Antikorpern, die nach ungefahr funf bis zehn Tagen nachweisbar sind
(HANSON et al., 1986; AGAMPODI et al., 2012; PICARDEAU, 2013). Etwa
drei Wochen nach der Infektion erreichen die Antikorpertiter ihre
Hohepunkte, die fur circa drei Wochen anhalten und anschlieend graduell
wieder sinken. Bei einigen Tieren konnen niedrige Titer uber mehrere
Jahre hinweg bestehen (ANDRE-FONTAINE, 2016).

Schweinefeten konnen ab einem Alter von circa 70 Tagen eine
Immunkompetenz ausbilden (MADSON et al., 2009; GERBER et al., 2012).
Daher  konnen bei systemischen Infektionen nach diesem
Trachtigkeitszeitraum, wie sie zum Beispiel durch die Serovar Pomona
hervorgerufen werden (STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011),
bei einigen Totgeborenen Antikorper nachweisbar sein. Dabei kommt es
zur fetalen Infektion wahrend der kurzen Phase der maternalen
Leptospiramie (ARENT & ELLIS, 2019). Andere Serovaren wie die Serovar
Bratislava fuhren allerdings nur zu geringen Antikorpertitern bei den
Feten. Deshalb kann eine verminderte Immunkompetenz des Uterus als
mogliche Ursache fur eine transplazentare Infektion durch Leptospiren,

die im Genitaltrakt lokalisiert sind, vermutet werden (SOTO et al., 2006).

Da die Antikorpertiter bei chronisch infizierten Tieren auch unter die
Nachweisgrenze fallen konnen, weist der MAT bei der Diagnose von
chronischen Infektionen erhebliche LeistungseinbuBen auf. Dies gilt bei
einzelnen Tieren sowohl fur die Diagnose chronischer Infektionen bei
Aborten als auch fur die Identifizierung von renalen oder genitalen
Tragertieren und bei der Diagnose von endemischen Herdeninfektionen
(ELLIS & THIERMANN, 1986; STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK,
2011).

Einen weiteren Nachteil stellen die moglichen Kreuzreaktionen dar
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(CHAPPEL et al., 2004; MILLER et al., 2011). In diesen Fallen beinhalten
die MAT-Ergebnisse Titer, die gegen zwei oder mehr Serovaren gerichtet
sind. Somit ist eine definitive Identifizierung der infizierenden Serovar
mittels MAT nicht moglich (NAUDET et al., 2022). Daher empfehlen
NAUDET et al. (2022) gewichtete Mittelwerte aus den MAT-Ergebnissen
von moglichst vielen Beobachtungsstudien zu nutzen. Gewichtete
Mittelwerte erlauben eine Zuweisung von hoherer Gewichtung bestimmter
Ergebnisse, die verlasslicher oder wichtiger zu sein scheinen als andere
bei der Ausrechnung der Durchschnittsergebnisse (SOKAL, 1995). Da die
Reaktionen mit der ursachlich infizierenden Serovar allerdings meist hoher
sind als die der kreuzreagierenden Serovaren, konnen Ruckschlusse auf
die moglicherweise infizierende Serovar aus den Ergebnissen der
Serologie gezogen werden (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018).

Des Weiteren ist eine Unterscheidung zwischen Antikorpern, die aufgrund
einer Infektion gebildet wurden von denjenigen, die aufgrund einer
Impfung gebildet wurden, mittels MAT nicht moglich (STRUTZBERG-
MINDER & KREIENBROCK, 2011). Daher sollte der Impfstatus bei der
Bewertung der MAT-Ergebnisse unbedingt Beachtung finden
(STRUTZBERG-MINDER et al., 2018).

Da der MAT weiterhin weder die Identifikation von klinisch gesunden
Tragertieren noch der infizierenden Serovar ermoglicht, werden weitere
Diagnostikmoglichkeiten benotigt (MUSSO & LA SCOLA, 2013).

AuBerdem sollte bei der Interpretation der MAT-Ergebnisse beachtet
werden, dass diese subjektiv und somit von der durchfuhrenden Person
abhangig sind: Das Agglutinationsausmal’ der Leptospiren wird visuell in
der jeweiligen Verdunnungsstufe des Serums beurteilt (STRUTZBERG-
MINDER et al., 2018).

4.1.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

.Enzyme-linked immunosorbent assays” (ELISA) bieten eine weitere
Moglichkeit fur den Nachweis von Antikorpern gegen Leptospiren
(NAUDET et al., 2022). Dabei wird mittels Sichtbarmachen von Antigen-
Antikorper-Bindungsreaktionen nachgewiesen, ob Antikorper gegen ein
bestimmtes Antigen in der Probe vorhanden sind (AYDIN, 2015).
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Allerdings gilt deren diagnostische Genauigkeit derzeit noch als nicht
ganzlich geklart (NILOOFA et al., 2015). Die Art des verwendeten Antigens
bestimmt die Spezifitat des ELISA, wobei aktuell Tests, die auf
rekombinierte OMPs (outer membrane proteins) basieren, gegenuber
jenen praferiert werden, die auf ganzen Zellen basieren (OIE, 2021). Da
die OMP-basierten ELISA allerdings mit allen Antikorpern reagieren, die
gegen pathogene Leptospiren gerichtet sind, haben ihre Ergebnisse
keinerlei epidemiologische Aussagekraft. Im Gegensatz dazu lassen
Lipopolysaccharidantigen-basierte ELISA epidemiologische Ruckschlusse
zu (PADILHA et al.,, 2019). Wahrend IgM-ELISA als nutzlich bei der
Diagnose akuter Infektionen gelten, konnen IgG-ELISA voll empfangliche
Tiere identifizieren, die sich fur Challenge-Versuche eigenen konnten
(OIE, 2021).

4.2, Direkte Nachweismethoden

Der Nachweis von Leptospiren in verschiedenen inneren Organen (wie
Leber, Lunge, Gehirn oder Niere) (BOLIN, 1994) sowie Korperflussigkeiten
(wie Blut, Milch, Zerebrospinal-, Brust- oder Bauchhohlenflussigkeit)
(JACOBS etal., 2015) gilt als diagnostisch fur eine akute klinische Infektion
beziehungsweise beim Nachweis in einem Fetus fur eine chronische
Infektion des Muttertiers und eine akute Infektion des Fetus. Im Falle einer
chronischen Infektion gilt der Leptospirennachweis in Niere, Urin oder
Genitaltrakt von Tieren ohne klinische Erkrankung als diagnostisch (OIE,
2021).

4.2.1. Molekularbiologische Diagnostik

Aufgrund der oben genannten Nachteile des MAT kommt der ,,Polymerase
Chain Reaction” (PCR) im Rahmen der molekularbiologischen Diagnostik
eine wichtige Rolle zu (STRUTZBERG-MINDER et al.,, 2018). Zudem
decken sich die serologischen Ergebnisse mitunter nicht mit dem
Vorkommen von DNA pathogener Leptospiren in Nieren und Urin und
erfordern daher den Nachweis des infizierendns Agens, um subklinische
Tragertiere identifizieren zu konnen (FERREIRA et al., 2014).

Die PCR ermoglicht das Kopieren und Vervielfaltigen von DNA
(POWLEDGE, 2004). Dabei wird ein spezifischer DNA-Abschnitt durch
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sich standig wiederholende Abfolgen von Arbeitsschritten amplifiziert,
wobei sich die Anzahl der identischen DNA-Fragmente nach jedem
abgeschlossenen Zyklus verdoppelt (VALASEK & REPA, 2005). Aufgrund
der sehr hohen Sensitivitat und Spezifitat konnen selbst geringste Mengen
an DNA mittels PCR in einer Probe nachgewiesen werden (VALASEK &
REPA, 2005).

Konventionelle PCR-Assays gelten heutzutage als unzureichend evaluiert
und verfugen daher nur Uber einen fraglichen diagnostischen Wert
(MERIEN et al., 1992; BROWN et al., 1995). Daher wurden sie durch die
schnellere quantitative ,real-time” PCR (qPCR) ersetzt, welche den
Nachweis und die Quantifizierung des amplifizierten Produkts zeitgleich
ermoglicht, wobei wie bei herkommlichen PCRs sowohl die Sensitivitat als
auch die Spezifitat als sehr hoch gelten und das Kontaminationsrisiko als
gering bewertet wird (ESPY et al.,, 2006; PICARDEAU, 2013). Die
Quantifizierung erfolgt mithilfe von Fluoreszenz-Messungen, die wahrend
eines PCR-Zyklus in Echtzeit erfasst werden. Dabei gilt die Verwendung
des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR-Green zwar als sensitiv, aber nicht so
spezifisch wie die Methode, die auf dem Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) mit TagMan-Sonden basiert (MUSSO & LA SCOLA, 2013).

Die meisten PCRs fur den Nachweis von Leptospiren detektieren entweder
Gene, die in allen Bakterien zu finden sind (wie zum Beispiel 16S RNA-
Gene), oder ausschlieBlich in pathogenen Leptospiren (wie lipL21, LipL32,
lipL41, ligA und ligB) (THAIPADUNPANIT et al., 2011). Diese konnen
allerdings nicht die infizierende Serovar detektieren (OIE, 2021).
Mittlerweile sind allerdings auch multiplex ,real time” PCRs entwickelt
worden, die die Expression mehrerer Gene gleichzeitig (LipL32 und (-
actin) nachweisen konnen (FERREIRA et al., 2014). Somit ermoglichen sie
sowohl das Detektieren von als auch das Differenzieren zwischen
verschiedenen Leptospirenserovaren und damit Ruckschlisse auf den
moglicherweise ursachlich infizierenden Serovarentyp (FERREIRA et al.,
2014). Allerdings beschrankt sich diese Tatsache auf die pathogenen
Leptospiren, die der Subclade 1 angehdren (PEREZ et al., 2020). Um neben
den pathogenen Leptospiren der Subclade P1 auch diejenigen der

Subclade 2 detektieren zu konnen, wurden multiplex real-time PCRs
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entwickelt, die drei spezifische Regionen auf dem 16S RNA-Gen
detektieren (PEREZ et al., 2020).

4.2.1.1. Geeignetes Untersuchungsmaterial fir die PCR

Wie Studien zeigen konnten, konnen Bakteriamien der Muttersau zur
Infektion eines oder mehrerer Feten fiihren, wobei es zur Ubertragung von
Fetus zu Fetus kommen kann (NIELSEN et al., 1991). Dementsprechend
mussen nicht alle Feten des Wurfes zum Zeitpunkt des Aborts infiziert sein
und die Wahrscheinlichkeit, den Erreger zu diagnostizieren, steigt mit der
Anzahl der untersuchten Feten. BENSON et al. (2002) empfehlen vier bis
sechs Feten pro Wurf von mindestens drei Wurfen zu untersuchen. Geht
man davon aus, dass 50 % der Ferkel infiziert sind und ein Wurf im Schnitt
aus 12 Ferkeln besteht, dann befindet sich mit einer Wahrscheinlichkeit
von 90 bis 95 % ein infizierter Fetus unter den untersuchten Tieren
(BENSON et al., 2002).

Der genaue Mechanismus, mit welchem Leptospiren die Plazentaschranke
uberwinden, ist bislang unbekannt (PICARDEAU, 2017). Sobald die
Plazentaschranke uberwunden ist, konnen Leptospiren via horizontaler
Ubertragung von Frucht zu Frucht und folgender Septikimie in allen
fetalen Geweben nachweisbar sein (ELLIS, 2006).

Zum Nachweis von Leptospiren mittels PCR eignen sich Vollblut
(VILLUMSEN et al., 2012), Serum (SMYTHE et al., 2002), Urin (MIOTTO
et al., 2018), Niere, Leber und Plazenta (FORNAZARI et al., 2012).

LOURDAULT et al. (2009) konnten die hochsten Nachweisraten (5x10%
Leptospiren ml") finf Tage post infectionem in Leber- und Nierengewebe
nachweisen. Wahrend der akuten Phase ist die PCR vom Blut des
infizierten Tieres hoch sensitiv (NILOOFA et al., 2015) und ermoglicht
einen zeitnahen Nachweis der pathogenen Leptospirenstamme
(PICARDEAU et al., 2014).

Des Weiteren empfehlen ALTHOUSE et al. (2019) fetalen Mageninhalt zur
Abklarung moglicher bakterieller Abortursachen zu untersuchen, da dieser
meist nur minimal kontaminiert ist. Dafur wird die Magenwand mithilfe

einer Spritze penetriert und anschlieBend der Mageninhalt mittels
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Aspiration gewonnen (UNTERWEGER et al.,, 2018; ALTHOUSE et al.,
2019).

4.2.1.2. Limitationen der PCR

Vor allem in klinischen Proben kann eine Kontamination durch zum
Beispiel Fazes oder auch autolytische Prozesse zur Hemmung der
Amplifikation und somit zu falsch negativen Ergebnissen fuhren (OIE,
2021). Deshalb sind Qualitatskontrollen, besondere Vorsicht bei der
Durchfuhrung von PCRs (MITCHELL et al., 2014) und die Verwendung
geeigneten Materials (UNTERWEGER et al.,, 2018) von essentieller
Bedeutung bei der  molekularbiologischen Diagnostik  von
Leptospireninfektionen. Auch nach Behandlung kann es zu falsch

negativen Testergebnissen kommen (NAUDET et al., 2022).

4.2.2. Isolierung

Die Anzucht aus klinischem Material bietet eine weitere Moglichkeit
Leptospiren nachzuweisen (NARKKUL et al.,, 2020). Als obligat aerobe
Bakterien ist die Zufuhr von Luft, sowie ein pH von 7,4 und eine
Temperatur von 30 °C fur optimales Wachstum notwendig (JOHNSON &
FAINE, 1984). Auf den Agarplatten zeigen Leptospiren Kulturwachstum
unterhalb der Oberflache, bei einer durchschnittlichen Generationszeit von
zwolf Stunden JOHNSON & FAINE, 1984).

Die Isolierung von Leptospiren erweist sich als extrem schwierig und sehr
zeitaufwendig und wird selbst heutzutage nur von spezialisierten Laboren
erfolgreich durchgefuhrt (ELLIS & THIERMANN, 1986; BOLIN &
CASSELLS, 1990; SCHONBERG et al., 1992; BOQVIST et al., 2003;
STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011).

Derzeit findet vor allem das auf dem Olsdure-Albumin Medium basierte
EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) Medium bei der
Anzucht von  Leptospiren  Anwendung  (ELLINGHAUSEN &
MCCULLOUGH, 1965; STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011).
Je nach Leptospirenstamm kann der Zusatz von 5-Fluorouracil,
Gentamicin, Nalidixinsaure oder Rifampicin zum Verhindern von
Kontaminantenwachstum oder bei klinischen Proben zusatzlich Pyruvat

oder Kaninchenserum zur Erstisolierung notig sein (ADLER & DE LA PENA
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MOCTEZUMA, 2010).

Da Leptospiren bei der Erstisolierung haufig sehr langsam wachsen,
sollten Kulturen mindestens 16 Wochen, besser bis zu 26 Wochen
andauern, ehe sie verworfen werden konnen (OIE, 2021). Daher ist die

Kultur meist fur eine schnelle Diagnose ungeeignet (NAUDET et al., 2022).

4.2.3. Immunochemische Farbetechniken und Histopathologie

Leptospiren lassen sich sowohl mit Immunfluoreszenz als auch mit
Immunhistochemie nachweisen (WILD et al., 2002). SAGLAM et al. (2022)
fanden bei diesen beiden Methoden dieselben Nachweisraten. Allerdings
ist die Effizienz dieser Nachweismethoden abhangig von der Anzahl der
Organismen in der Probe, weshalb ihre Sensitivitat geringer ist als die der
Kultur und sie sich deshalb weniger fur die Diagnostik chronischer
Infektionen eigenen, bei denen die Erreger meist nur in geringer Anzahl
oder stark lokalisiert zu finden sind (OIE, 20217). AuBerdem ermaoglichen
die immunochemischen Tests keine ldentifizierung der infizierenden
Serovar, weshalb die Ergebnisse dafur mit serologischen Methoden
erganzt werden mussten. Sie konnen dennoch von groRem Nutzen sein, da
sie den Nachweis von Leptospirenantigenresten zum Beispiel nach bereits
erfolgter antibiotischer Therapie ermoglichen, wahrend andere Methoden

nur intakte Antigene nachweisen konnen (OIE, 2021).

Histopathologie mit Silberfarbung ist eine Nachweismethode, die auch bei
formalin-fixiertem Gewebe vom Schwein angewendet wird, um
Leptospiren nachzuweisen (BOLIN, 1994). Allerdings gilt auch fur diese
Methode, dass der Nachweis der infizierenden Serovar nicht moglich ist
(BOLIN, 1994).

5. Bekampfung

Aufgrund der Tatsache, dass zahlreiche Saugetierarten als Reservoirwirte
fur die Leptospirose beim Schwein dienen konnen, ist die Bekampfung und
Kontrolle dieser Erkrankung komplex (NAUDET et al., 2022).

5.1. Vakzination

Die Vakzination stellt eine vielversprechende Moglichkeit zur Reduktion
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von gesundheitlichen und okonomischen Folgen von

Leptospireninfektionen beim Schwein dar (NAUDET et al., 2022).

Meist bestehen Leptospirenimpfungen fur den tiermedizinischen
Gebrauch aus Suspensionen von einer oder mehreren Serovaren von
Leptospira spp., die so inaktiviert wurden, dass eine immunogenetische
Aktivitat bewahrt wird (OIE, 2021). Allerdings verleihen diese auf
inaktivierten Bakterien basierenden Impfstoffe weder langanhaltende noch
kreuz-protektive Immunitaten (PICARDEAU, 2017). Die Leptospiren
werden dafur in passenden Kulturmedien gezuchtet, welche oft auf Serum
oder Serumproteinen basieren; sollte dies der Fall sein, so sollte das Serum
bzw. dessen Proteine entfernt und nicht mehr im finalen Impfstoff
enthalten sein (OIE, 2021).

In Deutschland ist seit dem 31. August 2016 ein Leptospirenimpfstoff fur
Schweine (Porcilis® Ery+Parvo+Lepto, Zulassungsnummer
PEI.V.11798.01.1) der Intervet Deutschland GmbH zur intramuskularen
Anwendung zugelassen (PAUL-EHRLICH-INSTITUT, 2016). Dieses Vakzin
enthalt inaktivierte Leptospirenstamme aus sechs verschiedenen

Serogruppen, die in Tabelle 2 aufgefuhrt sind.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die sechs im Porcilis® Ery+Parvo+Lepto
enthaltenen inaktivierten Leptospirenstamme, Quelle:
https://www.msd-tiergesundheit.de/produkte/porcilis-eryparvolepto/

Leptospirenstamm

1 Leptospira interrogans Serogruppe Canicola Serovar Portland-Vere
(Stamm Ca-12-000)

2 Leptospira interrogans Serogruppe lcterohaemorrhagiae Serovar
Copenhageni
(Stamm 1¢c-02-001)

3 Leptospira interrogans Serogruppe Australis Serovar Bratislava
(Stamm As-05-073)

4 Leptospira kirschneri Serogruppe Grippotyphosa Serovar Dadas
(Stamm Gr-01-005)

5 Leptospira interrogans Serogruppe Pomona Serovar Pomona
(Stamm P0-01-000)

6 Leptospira santarosai Serogruppe Tarassovi Serovar Gatuni
(Stamm S1148/02)
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5.2. Unterbrechung der Infektionskette

Um die Quantitat der in die Umwelt ausgeschiedenen Leptospiren und
somit die Anzahl der potentiellen Neuansteckungen zu reduzieren, ist es
wichtig, Faktoren, die das Uberleben und Vervielfiltigen des Erregers
bestarken, zu identifizieren und nach Moglichkeit zu eliminieren (SOTO et
al.,, 2022). Neben der Vakzination als einer moglichen
Bekampfungsstrategie, ist demnach die Unterbrechung von
Infektionsketten, sowohl durch direkte, als auch durch indirekte
Ubertragung, von groRer Relevanz (THEODORIDIS, 2004). Somit stellt die
Bekampfung der Ubertragertiere, beispielsweise durch eine strikte
Schadnagerbekampfung, ebenso wie eine Trennung, Therapie oder
Ausmerzung von infizierten Tieren, vor allem von ausscheidenden Tieren
eines Bestandes, einen wichtigen Teil der Infektionsprophylaxe dar
(THEODORIDIS, 2004). Ebenfalls ist eine Trennung der Tiergruppen
(KEMENES & SUVEGES, 1976) und gewissenhafte Kontrolle der
Jungtieraufzucht zu empfehlen und ein fur Leptospiren vorteilhaftes
feuchtwarmes Mikroklima (beispielsweise auf Weiden, in Tranken oder
Wasserstellen) zu vermeiden (PLONAIT, 2004b).
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Il. MATERIAL UND METHODEN

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der
Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

unter dem Aktenzeichen 290-10-11-2021 genehmigt.

1. Ziel dieser Arbeit

Leptospira spp. werden regelmalig in Zusammenhang mit SMEDI
(stillbirth mummification embryonic death infertility) gebracht. Genaue
Beschreibungen zu diesem Thema sind jedoch in der Literatur sehr selten.
Die vorliegende Arbeit soll Ansatzpunkte liefern, um die Diagnostik
hinsichtlich einer Leptospireninfektion bei Vorliegen von SMEDI zu

optimieren.
Folgende Arbeitshypothesen werden im Rahmen dieser Arbeit Uberpruft:

Mageninhalt von abortierten Tieren wird regelmallig zu diagnostischen
Zwecken hinsichtlich bakterieller Infektionen empfohlen. Mekonium, als
der erste Kot des Ferkels, der sich wahrend der Trachtigkeit im Darm
ansammelt kann theoretisch ebenfalls Bakterienmaterial beinhalten. Im
Fall von Leptospireninfektionen werden jedoch konkret Leber und Niere
(Zielorgane) zur Diagnostik empfohlen. Daher wird folgende Hypothese

uberpruft:

1.) Mageninhalt bzw. Mekoniummaterial sind hinsichtlich der
Nachweisrate von Leptospiren-DNA mittels PCR im Vergleich zum
Nachweis aus Leber oder Niere uberlegen oder zumindest

gleichwertig.

Prakolostrale Blutproben konnen ebenfalls auf Leptospirenantikorper
untersucht werden. Positive Befunde gelten als beweisend fur eine
Leptospireninfektion. Da im Fall von SMEDI wenige bis keine
lebendgeborenen Ferkel erwartet werden und der Aufwand prakolostrale
Blutproben zu gewinnen sehr hoch ist, wird folgende Arbeitshypothese

uberpruft:
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2.) Herzblut von Ferkeln, deren Scheitel-Stei3-Langen ein Alter von
mindestens 70 Tagen erwarten lassen, ist ebenso geeignet, um eine
Leptospireninfektion eines Wurfes im Fall von SMEDI zu

identifizieren wie der Nachweis von DNA aus Gewebeproben.

Der Nachweis von Antikorpern gegen Leptospiren im Serum von
Muttertieren gilt derzeit als Goldstandard zum Nachweis einer
Leptospireninfektion der Sau und der Diagnose von assoziierten

Reproduktionsstorungen. Es wird folgende Arbeitshypothese Uberpruft:

3.) Die Untersuchung von Herzblut von SMEDI-Ferkeln deren Scheitel-
Steil3-Lange ein Alter von mindestens 70 Tagen erwarten lasst, in
Kombination mit der Untersuchung von Mageninhalt, Niere, Leber
und Mekonium auf Leptospiren-DNA ist vergleichbar mit dem

Einsatz des MATs mit Serum der Muttersau.

2. Untersuchungsmaterial

In die vorliegende Studie wurden aus insgesamt 358 frisch totgeborenen,
autolytisch totgeboren oder mumifizierten Ferkeln von 40 Wurfen aus 18
verschiedenen Bestanden, die zur diagnostischen Abklarung hinsichtlich
infektioser Ursachen des vorliegenden SMEDI-Syndroms eingesandt
wurden, 158 Ferkel mittels stratified random sampling ausgewahlt. Die
Einsender wurden gebeten, moglichst alle toten Ferkel eines SMEDI-Wurfs
zu versenden. Die Wurfe wurden im Zeitraum von September 2021 bis

April 2022 gesammelt.

Von den Ferkeln wurden Organproben und andere Materialien auf das
Vorkommen von Leptospira spp. mittels PCR untersucht. Des Weiteren
wurde Herzblut gewonnen. Dieses wurde mittels MAT auf das Vorkommen

von Antikorpern gegen Leptospiren untersucht.

Zusatzlich lag das Serum der Muttersauen zur serologischen
Untersuchung auf Antikorper gegen Leptospira spp. vor (diagnostische
Empfehlung der OIE). Die Untersuchungen auf SMEDI-Erreger inklusive
Leptospirenantikorper und -antigene wurden an ein akkreditiertes Labor
weitergeleitet. Weitere differentialdiagnostische Untersuchungen wurden

an der LMU und ebenfalls in Fremdlaboren durchgefuhrt.
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2.1. Bestandsebene

Es handelte sich bei allen 40 Wurfen um SMEDI-assoziierte Wiurfe, in
denen ein gewisser Anteil an kleineren und grolReren sowie frisch
totgeborenen, autolytisch totgeborenen und mumifizierten Ferkeln
vorkommt. Aus diesen Schichtungen (,strata”) wurden vier Ferkel pro
Wurf mittels stratified random sampling ausgewahlt und in die Studie
eingeschlossen. Ziel der Stratifizierung war es, aus jedem Wurf Ferkel der
folgenden Gruppen in die Stichprobe einzuschlieBen: totgeborene (weiter

unterteilt in frisch und autolytisch) und mumifizierte Ferkel.

Ein Uberblick tiber die Studienpopulation auf Bestands- und Ferkelebene
inklusive eingeschickter und untersuchter Ferkel, sowie dem Anteil
untersuchter Ferkel pro Bestand ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Studienpopulation auf Bestands- (n = 18), Wurf- (n = 40) und
Einzeltierebene, inklusive eingeschickter (ngesamt = 358) und

untersuchter Ferkel (nuntersucht = 158) und Anteil untersuchter Ferkel pro
Bestand (%)

Ferkel
Bestand Wurfe Anteil untersuchter
(Nr.) (n = 40) gesamt  untersucht Ferkel / Bestand
(n =358) (n=158) (%)
1 > 9 8 88,89
2 3 18 12 66,67
3 2 28 8 28,57
4 3 16 12 75,00
5 1 4 4 100,00
6 4 61 16 26,23
7 1 3 3 100,00
8 2 18 8 44,44
9 1 5 4 80,00
10 5 71 20 28,17
1 3 40 12 30,00
12 2 13 8 61,54
13 1 4 4 100,00
14 1 12 4 33,33
15 1 5 4 80,00
16 4 30 16 53,33
18 2 13 8 61,54
40 358 158
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Ein Bestand wurde als positiv gewertet, wenn im Probenmaterial von
mindestens einem eingeschickten Ferkel Leptospiren-DNA nachweisbar

war.

2.2, Serumproben der Sauen

Die Serumproben wurden im Labor der Klinik fur Schweine der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen bei 20 °C und 1300 g fur zehn Minuten
zentrifugiert (Rotanta 460R Zentrifuge, Andreas Hettich® GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland). Im Anschluss wurde das Uberstehende Serum in
ReaktionsgefaBe mit einem Fassungsvermogen von je 1,5 ml (Eppendorf®

Safe-Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert.

Daraufhin wurde jedem Serum eine individuelle Nummer zugeordnet, die
sich aus zwei Zahlen zusammensetzte, wobei die erste Zahl fur den
Bestand stand (1 bis 18) und die zweite Zahl fur den Wurf im Bestand (1
bis maximal 5). Im Anschluss wurden die Proben bis zur weiteren

Verarbeitung bei minus 20 °C tiefgefroren.

2.3. Studienpopulation auf Ferkelebene
Die eingeschickten Ferkel wurden wurfweise im Institut der Tierpathologie

der LMU Munchen aufgetaut.

Im Anschluss erfolgte die Ermittlung des Gewichtes (g) mittels einer
Neigungswaage (Typ Bizerba ASE C109 Nr. 93 251 August Sauter KG.
Ebingen/ Wurtt) und die Erhebung der SSL (mm) mittels eines MaRbandes.
AnschlieBend wurden die Tiere nach aufsteigender SSL auf dem
Sektionstisch angeordnet. Daraufhin bekam jedes Ferkel eine Nummer, die
sich aus drei Zahlen zusammensetzte: die erste Zahl stand fur den Bestand,
die zweite fur den Wurf und die dritte fur das Ferkel, aufsteigend mit
steigender SSL. Diese dreiteilige Nummer wurde gemeinsam mit dem
individuellen Gewicht und der SSL auf einem Zettel notiert und dieser
wurde neben das dazugehorige Ferkel gelegt. Jeder Wurf wurde im

Anschluss fotodokumentiert, siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1: Ferkel des Wurfs Nummer 2.2. mit der jeweiligen
dreiteiligen Nummer der einzelnen Ferkel inklusive Gewicht (g) und
SSL (cm), sowie Ubersichtszettel mit den zusitzlichen Daten aus dem
Fragebogen (Foto: Klinik fiir Schweine der LMU Miinchen)

Auf dem phanotypischen Erscheinungsbild des Ferkels basierend, wurde
fur jeden Wurf notiert, welches und wie viele Ferkel totgeboren (vor der
Lungenschwimmprobe) oder mumifiziert waren. Die totgeborenen Ferkel

wurden makroskopisch weiter eingeteilt in frisch totgeborene und
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autolytisch totgeborene Ferkel. Die Klassifizierung ,,mumifiziert” erhielten
diejenigen Tiere, die die im Literaturteil beschriebene braune Verfarbung
der Haut durch Entfarbungsprozesse und aufgrund der Dehydratation
eingefallene Augen aufwiesen. Als autolytisch totgeboren wurden
diejenigen Ferkel klassifiziert, die aufgrund von bakterieller Zersetzung
und Hamolyse eine Verfarbung der Haut, aber keine Dehydratation
aufwiesen. Die totgeborenen Ferkel, die makroskopisch weder
Mumifikation noch Autolyse aufwiesen, wurden als frisch totgeboren

klassifiziert.

Bevor die Tiere, die in die Studie eingeschlossen wurden, beprobt wurden,

wurde makroskopisch das Geschlecht bestimmt.

24, Auswahl der zu untersuchenden Ferkel

Da BENSON et al. (2002) empfehlen vier bis sechs Feten pro Wurf von
mindestens drei Wurfen zu untersuchen, wurden vier Ferkel pro Wurf
untersucht. Davon ausgehend, dass 50 % der Ferkel infiziert sind und ein
Wurf im Schnitt aus 12 Ferkeln besteht, befindet sich mit einer
Wahrscheinlichkeit von 90 bis 95 % ein infizierter Fetus unter den
untersuchten Tieren (BENSON et al., 2002). Um in der Studienpopulation
vergleichbare Anteile der mumifizierten, frisch und autolytischen
totgeborenen und lebensschwachgeborenen Ferkel zu beproben, wurden
die Studientiere mittels stratified random sampling ausgewahlt. Abhangig
von der Anzahl der eingeschickten Ferkel (n) wurde der Wurf in gewissen

Abstanden beprobt, siehe Tabelle 4.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die Anzahl der zu beprobenden Ferkel in
Abhangigkeit von der WurfgroBe (Anzahl Ferkel pro Wurf)

n (Anzahl der Ferkel Beprobung jedes "x-ten"

gesamt) Ferkels Hinweis
20 5
19 5
18 5
17 4
16 4
15 4
14 4
13 3
12 3
11 3
10 3
9 2
8 2
7 2
6 2
5 1
jedes
4 1 éerkel
jedes
3 L éerkel
jedes
2 L éerkel
jedes
1 L éerkel

Um die Anteile der oben definierten Gruppen (mumifizierte, autolytisch
totgeborene und frisch totgeborene Ferkel) innerhalb der 158 Studientiere
entsprechend ihrer Anteile an den insgesamt 358 eingeschickten Tieren zu
beproben, wurde der Startpunkt, bei dem die Auswahl der vier zu
beprobenden Ferkel begann, pro Wurf um ein Ferkel nach hinten

verschoben, siehe Tabelle 5.
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Tabelle 5: Ubersicht {iber die Auswahl des Ferkels, bei der das Zihlen
fur die Probenentnahme begann

Nummer Wurf Startpunkt Ferkel Studienwurf
1 1 1.1.
2 2 1.2.
3 3 2.1.
4 4 2.2.
5 1 2.3.
6 2 3.1.
7 3 3.2.
8 4 4.1.
9 1 4.2.
10 2 4.3.
11 3 7.1.
12 4 5.1.
13 1 6.1.
14 2 6.2.
15 3 6.3.
16 4 6.4.
17 1 8.1.
18 2 8.2.
19 3 9.1.
20 4 10.1.
21 1 10.2.
22 2 10.3.
23 3 10.4.
24 4 10.5.
25 1 11.1.
26 2 11.2.
27 3 11.3.
28 4 12.1.
29 1 12.2.
30 2 13.1.
31 3 14.1.
32 4 15.1.
33 1 16.1.
34 2 16.2.
35 3 16.3.
36 4 16.4.
37 1 17.1.
38 2 17.2.
39 3 18.1.
40 4 18.2.
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3. Probenentnahme
3.1. Probenentnahme fiir die molekularbiologische Untersuchung
der Ferkel

Die Probenentnahme fand im Institut der Tierpathologie der LMU
Munchen statt. Vor der eigentlichen Probenentnahme wurde zunachst die
Brusthohle eroffnet und ein Stuck der Lunge entnommen, um via
Lungenschwimmprobe zu testen, ob diese schon einmal ventiliert wurde.
Dazu wurde ein Stuck der Lunge in ein mit Wasser gefulltes Behaltnis
gegeben. Hat das Ferkel bereits geatmet, so wurde die Lunge beluftet und
schwimmt auf der Wasseroberflache. Tiere, deren Lungenschwimmprobe
positiv ausfielen, wurden retrospektiv als lebensschwachgeboren

klassifiziert.

Die Entnahme der Proben erfolgte anschlieBend in immer
gleichbleibender Reihenfolge: Im Anschluss an die Eroffnung des
Abdomens wurde der Mageninhalt nach Penetration der Magenwand
durch Aspiration mit einer Spritze gewonnen. AnschlieBend wurde Leber-
und Nierengewebe und zuletzt Mekoniummaterial aus dem Enddarm

entnommen.

Das Sektionsbesteck wurde zwischen den einzelnen Organproben zur
Sterilisation zunachst in 96-prozentigen Alkohol getaucht und

anschlieBend uber einem Bunsenbrenner abgeflammt.

Wahrend der gesamten Probenentnahme wurden Einmalhandschuhe
getragen, die nach jedem Ferkel gewechselt wurden, um Kontaminationen

Zu vermeiden.

Die Proben wurden einzeln in Reaktionsgefale mit einem
Fassungsvermogen von 1,5 ml (Eppendorf® Safe-Lock Tubes, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) gefullt und mit der dreistelligen
Ferkelnummer, sowie dem Kiirzel ,Ma” fir Mageninhalt, , Le” fir Leber,
»Ni" fur Niere und , Me"” fiir Mekonium beschriftet, sodass jeder Probe

genau ein Ferkel zuzuordnen war.

Aus den Einzelproben wurde im Anschluss fur jedes Ferkel eine Poolprobe
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hergestellt. Dafur wurde jeweils Mageninhalts-, Leber-, Nieren- und
Mekoniummaterial eines Ferkels in ein Reaktionsgefall mit einem
Fassungsvermdgen von 1,5 ml (Eppendorf® Safe-Lock Tubes, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) gefullt und mit der dreistelligen
Ferkelnummer sowie ,,Pool” beschriftet. Das dafiir benutzte Besteck wurde
bei jedem Zwischenschritt erneut abgeflammt, um Kontamination zu

vermeiden.

Die beschrifteten 632 Einzel- und die 158 Poolproben wurden bis zur

weiteren Verarbeitung bei minus 20 °C tiefgefroren.
3.2. Serologische Untersuchung der Ferkel

3.2.1.  Auswahlkriterium fur die serologische Untersuchung
Mithilfe folgender Formel nach KIRKWOOD et al. (2012) kann das Alter

eines Ferkels anhand seiner SSL geschatzt werden:
Alter (entsprechend der Trachtigkeitstage) = SSL (in cm) x 3 + 21

Tiere, die ein errechnetes Alter von uber 70 Tagen, ergo eine SSL uber 160
mm hatten und nicht mumifiziert waren, wurden in die serologische

Untersuchung eingeschlossen, um Antikorper zu detektieren.

3.2.2. Herzblut-Probenentnahme bei Ferkeln

Die oben genannten Kriterien (SSL = 160 mm und nicht mumifiziert) trafen
fur 110 Ferkel zu. Bei diesen Tieren ging man anhand ihres mittels der SSL
errechneten Alters davon aus, dass sie alt genug waren, um Antikorper zu
bilden. Allerdings konnte nur bei 104 dieser Tiere Herzblut mittels
Aspiration aus den Herzohren und -kammern mit einer Spritze entnommen

werden.

Das gewonnene Herzblut wurde ebenfalls in Reaktionsgefalle mit einem
Fassungsvermogen von 1,5 ml (Eppendorf® Safe-Lock Tubes, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) gefullt und bis zur weiteren Verarbeitung bei

minus 20 °C tiefgefroren.
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4. Labordiagnostik

Die Labordiagnostik fand in dem akkreditierten Labor der IVD GmbH
Albert-Einstein-Str. 5, 30926 Seelze-Letter statt. Die IVD wurde am
01.07.2018 von der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft (DVG)

zum Konsiliarlabor fur Leptospira spp. ernannt.

4.1. Molekularbiologische Diagnostik
Die molekularbiologische Untersuchung erfolgte ebenfalls im Labor der
IVD GmbH Albert-Einstein-Str. 5, 30926 Seelze-Letter.

Die Poolproben, bestehend aus Nieren-, Leber-, Mageninhalt- und
Mekoniummaterial (erster Kot des Ferkels, der sich wahrend der
Trachtigkeit im Darm ansammelt) jeweils eines Ferkels, wurden mittels
einer laborinternen Kombination aus einer LipL32-multiplex-PCR nach
FERREIRA et al. (2014) und einer Multiplex-PCR auf Basis des 16S RNA-
Gens nach PEREZ et al. (2020) auf das Vorkommen von Leptospiren-DNA

untersucht.

Die LipL32-multiplex-PCR dient dabei im Rahmen eines Screenings dem
Nachweis des fur pathogene Leptospiren charakteristischen LipL32-Gens,
wobei ein Set an speziesspezifischen Sonden und entsprechende

flankierende Primer genutzt werden.

Die Multiplex Real-Time PCR nach PEREZ et al. (2020) erméglicht auf
Basis des 16S RNA-Gens die Differenzierung zwischen den pathogenen
Subclades P1 und P2.

AnschlieBend wurden die positiv getesteten Poolproben aufgelost und
einzeln ebenfalls auf das Vorkommen von LipL32 untersucht und die

Differenzierung zwischen der Subclade P1 und P2 durchgefuhrt.

Dabei wurde entsprechend den Angaben des ausfuhrenden Labors ein ct-
Wert kleiner als 37 als positiv, ein ct-Wert von 37 bis 40 als schwach positiv
gewertet. Der ct-Wert gibt den Zyklus der PCR-Reaktion an, in dem ein
spezifisches Amplifikat entsteht. Je niedriger der ct-Wert, umso hoher ist
die Last an Erregern in der Ausgangsprobe. Im Folgenden werden die

beiden PCR-Assays beschrieben, die von der IVD kombiniert wurden.
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4.1.1. Screening mittels LipL32-multiplex-PCR
Die Leptospiren-DNA wird unter Anleitung des QIlAamp DNA-
Extraktionskits entsprechend den Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilde,

Deutschland) isoliert.

Der Reaktionsmix, mit dem die PCR durchgefuhrt wird, hat ein Volumen
von 20 pl, bestehend aus SsoFast Sonden-Supermix, 400 nM von jedem
Primer, 150 nM der TagMan Sonden, DNase-freies Wasser (GIBCO) und 5
ul der Probenlosung. Negativkontrollen ohne Probenlosung werden

untersucht, um Kontamination auszuschlieen.

Dieser Sonden-Primer-Probenmix wird im Anschluss erhitzt (zwei Minuten
bei 95 °C), worauf 45 Zyklen mit jeweils 5 Sekunden bei 95 °C
(Denaturierung) und 35 Sekunden bei 60 °C (Elongation / Annealing)

folgen. Die Datenanalyse erfolgt den Angaben des Herstellers folgend.

4.1.2. Differenzierung mittels Multiplex-qPCR auf Basis des 16S
RNA-Gens
Die Leptospiren-DNA wird mit einem automatischen Extraktionsprotokoll
von KingFischer Flex (Thermofischer scientific) mit dem MagMax CORE
Nucleic Acid Prurification Kit (Thermofischer scientific) isoliert. Die
einzelnen Schritte erfolgen nach Anweisung des Herstellers. Zunachst
werden 25 pg der Probe in 1 ml 1X PBS mit dem Bead Bud Microtube
Homogenizer (Benchmark Model D1030) bei 3800 Umdrehungen pro

Minute homogenisiert.

100 pl dieses Gewebehomogenates werden im folgenden Schritt mit Perlen
und Proteinase K fur zwei Minuten auf eine Ruttelplatte mit 100 bis 150
Umdrehungen pro Minute gegeben. Lyse- und Waschpuffer werden nach
Herstellerangaben hinzugefugt. AnschlieBend wird die DNA nach den
Angaben des MagMax Pathogen High Volume DW 96 Protokolls

extrahiert.

Nach Zugabe des Primer-Sonden-Mixes werden die Proben auf 95 °C (fur
30 Sekunden) erhitzt, worauf 40 Zyklen bestehend aus abwechselnden
Temperaturwechseln von 95 °C fur funf Sekunden (Denaturierung) und

anschlieenden 20 Sekunden bei 60 °C mit gleichzeitiger Auswertung der
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Fluoreszenzdaten (Elongation / Annealing) folgen.

4.2, Serologische Diagnostik

Blutproben der Muttersauen, die in dieser Studie untersucht wurden,
wurden von den bestandsbetreuenden Tierarzten im Rahmen der
diagnostischen Aufarbeitung der SMEDI-Falle entnommen und ebenso wie
die Herzblutproben der Ferkel an die IVD GmbH weitergeleitet. Dort
wurden sie mittels MAT gemald der Standards des Manuals der OIE aus
2000 (OIE, 2000) auf das Vorkommen von Antikorpern gegen Leptospiren

untersucht.

Da das Serum von 4 Sauen hamolytisch verandert war, konnten insgesamt
36 Serumproben mittels MAT untersucht werden. Ein Titer von = 100
wurde als positiv gewertet. Gemald der ,,World Organisation for Animal
Health” (OIE, 2000) gelten Titer von 1:100 in der Endverdiinnung als

signifikant fur eine Infektion mit Leptospiren.

Die Seren wurden auf das Vorkommen von Antikorpern gegen die elf
Serogruppen / Serovaren untersucht, die in Tabelle 6 aufgefuihrt sind. Alle
elf Serovaren sind der Subclade P1 zuzuordnen (VINCENT et al., 2019).

Tabelle 6: Ubersicht iiber die elf im MAT verwendeten Serogruppen /
Serovaren

Serogruppe Serovar
. A li
Australis usf[ra S
Bratislava
Autumnalis Autumnalis
Canicola Canicola
Grippotyphosa Grippotyphosa
Icterohaemorrhagiae Copenhageni -
Icterohaemorrhagiae
Pomona Pomona
. Hardj
Sejroe rajo
Sejroe
Tarassovi Tarassovi

Die verwendeten Verdunnungsreihen begannen bei einer Verdunnung von
1:100 und wurden bis zu einer Verdunnungsstufe von 1:3200

durchgefuhrt. Dafur wurden lebende Antigene dieser elf Serovaren mit
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dem gleichen Volumen der Serumproben der Ferkel / Sauen gemischt und
die  Agglutination in den verschiedenen oben genannten
Verdunnungsstufen beurteilt, so wie es im Kapitel 3.1.12 des OIE Manuals
beschrieben ist. Als Testergebnis wurde diejenige Endverdinnung des
Serums (1 /100, 1/ 400, etc.) angegeben, bei der 50 % der zugegebenen
Leptospiren aufgrund von  Antigen-Antikorper-Bindungsreaktionen
agglutiniert sind beziehungsweise 50 % der Zellen im Vergleich zur
halbverdinnten Kontrollkultur frei bleiben (OIE, 2000). Als Titer gilt der
Kehrwert der Endverdunnung (100, 400 etc.) (OIE, 2000).

5. Fragebogen

Den Betriebsleitern*innen der in die Studie inkludierten Bestande wurde
ein Fragebogen (siehe Anhang) zur freiwilligen Teilnahme zugeschickt,

mit der Bitte, bestands- und wurfspezifische Daten anzugeben.

Neben allgemeinen Angaben (Name und Anschrift des Bestandes und des
Tierarztes zur Befundubermittlung und Zuordnung der Ergebnisse)
wurden Daten zum Bestand (Management von Auslauf, Stroheinstreu,
Jungsauenquarantane, Schadnagerbekampfung und die Reproduktions-
parameter Durchgange pro Sau pro Jahr, Remontierungs-, Umrausch- und
Abortrate), Management und Vakzination erhoben. AuBerdem wurden
Angaben zum Wourf (Paritat der Sau, Geburts- / Abortdatum, Anzahl
lebendgeborener, totgeborener und mumifizierter Ferkel) und zur SMEDI-

Historie sowie zu bereits erfolgten Behandlungen abgefragt.

Die Trachtigkeitsdauer wurde errechnet, indem gezahlt wurde, wie viele

Tage zwischen dem Inseminationsdatum und dem Geburtsdatum lagen.
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6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte durch die
Programme IBM SPSS Statistics® (Version 26.0. IBM® SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) und Microsoft Excel® (2016, Microsoft Corporation, Redmond,
Washington,USA).

Das Signifikanzniveau der Untersuchung lag bei 5 % (p = 0,05). Das

Konfidenzintervall wurde auf 95 % festgelegt.

Assoziationen von nominalen / dichotomen Variablen mit dem PCR-
Ergebnis der Ferkel bzw. dem MAT-Ergebnis der Sauen wurden mit dem
Chi2-Test nach Pearson ermittelt. Waren mehrere unabhangige Variablen
mit einer abhangigen Variable assoziiert, wurde im Anschluss eine binar-

logistische Regression durchgefuhrt.

Metrisch skalierte Daten wurden zunachst mittels Kolmogorov-Smirnov-
Test auf Normalverteilung getestet (siehe Tabelle 22 und Tabelle 23 im
Anhang). Aufgrund der nicht gegebenen Normalverteilung wurden im

Anschluss nicht-parametrische Tests durchgefuhrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Deskriptive Auswertung der Studienpopulation
1.1. Auswertung der Studienpopulation auf Bestandsebene

1.1.1. Beschreibung der Bestande nach GroRe und Lokalisation
Im Mittel lag die Anzahl produzierender Sauen bei 761 pro Bestand
(Minimum: 83, Maximum: 2800, Standardabweichung: 722,79).

9 (50 %) der 18 Bestande stammten aus Bayern, 4 (22,2 %) aus
Niedersachsen, 3 (16,7 %) aus Nordrhein-Westfalen und jeweils ein

Bestand (5,6 %) stammte aus Thuringen und Baden-Wurttemberg.

1.1.2. Beschreibung der Impfschemata der Bestande

Auf insgesamt zwei der 18 Bestande (11,11 %) wurde eine
Bestandsimpfung gegen Leptospiren durchgefuhrt. Von den 158 in die
Studie eingeschlossenen Ferkeln stammten 15,19 % (24 / 158) aus
Bestinden, in denen gegen Leptospiren geimpft wurde. Eine Ubersicht
uber die durchgefuhrten Bestandsimpfungen inklusive der Impfungen
gegen PPV und PCV2 ist in Tabelle 21 im Anhang zu finden.

1.1.3. Beschreibung der Reproduktionsschemata der Bestande

Die Bestande wurden anhand der Angaben aus den Fragebogen in solche
mit niedrigeren und hoheren Remontierungsraten / Jahr (< 40; > 40) und
mit weniger und mehr Abferkelungen / Sau / Jahr (= 2,3; < 2,3) als der
Durchschnitt in Deutschland nach dem deutschen statistischen Bundesamt
eingeteilt (BUNDESAMT, 2022). Wahrend 66,7 % (12 / 40) der Bestande
eine Remontierungsrate von maximal 40 % pro Jahr angaben, hatten 33,3
% (6 / 40) eine Remontierungsrate uber 40 %. In Bezug auf die
Abferkelungen hatten 66,7 % (12 / 40) der Bestande weniger als 2,3
Abferkelungen / Sau / Jahr, wahrend 33,3 % (6 / 40) der Bestande

mindestens 2,3 Abferkelungen / Sau / Jahr verzeichnen konnten.
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1.2 Auswertung der Studienpopulation auf Wurf- / Sauenebene

1.2.1. Beschreibung der Paritaten der Sauen

Einen Uberblick iiber die mithilfe des Fragebogens ermittelten Parititen
der 40 Sauen sowie die Sauen und beprobten Ferkel (n / %) in
Abhangigkeit von der Paritat der Sau gibt Tabelle 7.

Tabelle 7: Sauen und beprobte Ferkel (n / %) in Abhangigkeit von der
Paritat der Sau

n ( %)
Paritat der Sau Sauen beprobte Ferkel

1 5(12,5) 20 (12,66)
2 6 (15,0) 24 (15,19)
3 7 (17,5) 28 (17,72)
4 9 (22,5) 35 (22,15)
5 6 (15,0) 23 (14,56)
6 1(2,5) 4 (2,53)
8 5(12,5) 20 (12,66)
9 1(2,5) 4 (2,53)

gesamt 40 (100) 158 (100)

1.2.2. Beschreibung der Anzahl der Ferkel pro Wurf
Die Anzahl der Ferkel pro Wurf ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Anzahl der Ferkel pro Wurf nach Anzahl der Wirfe (n =
40)
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1.3. Auswertung der Studienpopulation auf Ferkelebene

1.3.1. Beschreibung der randomisiert ausgewahlten
Studienpopulation nach Phanotyp

Einen Uberblick iiber die Anteile der phanotypischen Erscheinungsbilder

der Ferkel in der Gesamtpopulation (n = 358) im Vergleich zur mittels

stratified random sampling ausgewahlten Studienpopulation (n = 158) gibt

Tabelle 8.

Tabelle 8: Anteile (%) der Phanotypen innerhalb der Gesamtpopulation

(n =358) im Vergleich zur randomisiert ausgewahlte Studienpopulation
(n =158)

. % der Gesamt- % der Studien-
Phanotyp

population population
(n/n) (n/n)
Mumifiziert 30,45 % 30,38 %
(109 / 358) (48 /158)
autolytisch 21,79 % 21,52 %
Totgeboren (78 /358) (34 / 158)
frisch 44,41 % 41,14 %
(159 / 358) (65/158)

Von den 158 Ferkeln waren 46,20 % (73 / 158) mannlich, 53,20 % (84 /
158) weiblich; das Geschlecht eines Tieres (0,60 %) wurde als Free-
Martins kategorisiert. Bei der Lungenschwimmprobe zeigten 93 % (147 /
158) der Ferkel ein negatives Ergebnis und 7 % (11 / 158) ein positives
Ergebnis.  Somit wurden diese 11 Tiere retrospektiv als

lebensschwachgeboren klassifiziert.

1.3.2. Gemessene Scheitel-SteiB-Langen (mm) und Gewichte (g)
Eine Ubersicht lber die Verteilung der Scheitel-SteiR-Lidngen (mm) in
Abhangigkeit zum Korpergewicht (g) innerhalb der 158 beprobten
Studientiere gibt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Verteilung der Scheitel-SteiB-Langen (mm) und Gewichte
(g9) innerhalb der beprobten Studienpopulation (n=158)
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2. Molekularbiologische Ergebnisse

2.1. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung auf
pathogene Leptospiren mittels LipL32-Screening

Das Screening mittels gPCR auf das fur pathogene Leptospiren spezifische

Gen LipL32 in Gewebepoolproben von Ferkeln aus SMEDI-assoziierten

Warfen ergab, dass insgesamt 12,66 % (20 / 158) der untersuchten Ferkel

aus 15 % (6 / 40) der Wurfe von 11,11 % (2 / 18) der Bestande positiv fur

Leptospira spp. waren.

Aus einem positiven Bestand (Bestandsnummer 3.) stammten insgesamt
zwei Wurfe, von denen beide (Wurfnummern 3.1. und 3.2.) positiv waren.
Aus dem anderen positiven Bestand (Bestandsnummer 10.) stammten funf
Wirfe, wovon 4 /5 (80 %) positiv waren (Wurfnummern 10.1., 10.2., 10.3,,
10.5.).

Dabei handelte es sich bei 2/ 6 (33,33 %) Wurfen um primipare Elterntiere
und bei 4/ 6 (66,67 %) waren die Sauen multipar. Keine der Muttersauen

der Leptospira spp. positiven Wurfe war gegen Leptospiren geimpft.

2.1.1. Auswertung des LipL32-Screenings der Poolproben nach
phanotypischem Erscheinungsbild der Ferkel

Die Auswertung des LipL32-Screenings unter Berucksichtigung des

phanotypischen Erscheinungsbildes der Ferkel ergab, dass 16,7 % (8 / 48)

aller Mumien, 30,3 % (10 / 33) aller autolytischen totgeborenen, 1,5 %

(1 / 66) der frischen totgeborenen und 9,1 % (1 /11) der retrospektiv als

lebensschwach klassifizierten Ferkel positiv auf pathogene Leptospira spp.

getestet wurden.

Dabei lag die Nachweisrate von Leptospira-spp.-DNA mittels LipL32-
Screening bei autolytisch totgeborenen Ferkeln signifikant hoher als bei
frisch totgeborenen Ferkeln (p = 0,000; OR 28,261; Kl: 3,427 — 233,091)
und bei mumifizierten Ferkeln ebenfalls signifikant hoher als bei frisch
totgeborenen Ferkeln (p = 0,003; OR 13,000; KI: 1,567 —107,859).

Unter Berucksichtigung der PCR-positiven Proben ergab sich folgendes
Bild: 40 % (8 / 20) der im LipL32-Screening positiv getesteten Ferkel

waren mumifiziert, 50 % (10/20) der Ferkel waren autolytisch totgeboren,
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5 % (1/20) der Ferkel waren frisch totgeboren und 5 % (1/20) der Ferkel
waren als lebensschwachgeboren klassifiziert. Die quantitative
Auswertung der PCR-Ergebnisse unter Berucksichtigung des Phanotyps
ist in Tabelle 9 integriert.

Tabelle 9: Anteile der einzelnen Phanotypen an den 20 im LipL32-

Screening positiv getesteten Poolproben, sowie Mittelwerte der ct-
Werte (inklusive Minimum, Maximum und Standardabweichung)

Phinot positive Proben % Mw. (ct)
yp (n/n) (Min. / Max. / SD)
e 36,88
0 I
Mumifiziert 40 % (8 /20) (33/39/1,808)
. 34,00
Frisch 5% (1/20) (34/34/-)
Totgeboren 3590
Autolytisch 50 % (10 / 20) (34 / 39’/ 1,449)
Lebensschwach- 0 36,00
geboren > % (1720) (36/36/-)

In Bezug auf die gesamte Studienpopulation (n = 158) konnte mittels binar
logistischer Regression gezeigt werden, dass die Chance, Leptospiren
mittels PCR nachzuweisen 5,452-fach erhoht ist, wenn das untersuchte
Ferkel einen autolytischen Phanotyp aufweist, siehe Tabelle 10.

Tabelle 10: Assoziation des autolytischen Phanotyps mit dem Ergebnis
des LipL32-Screenings der Ferkel aus SMEDI-assoziierten Wurfen

p-Wert Konfidenzintervall
Unabh'anglge Abha'ng|ge Chi%-Test Bmarlqg. OR Unteres  Oberes
Variable Variable Regression
autolytisch PCR
OIS (positiv / < 0,001 0,001 5,452 2,074 14,332
(ja / nein) .
negativ)

Von den 20 im LipL32-Screening positiv getesteten Ferkeln waren 50 %
(10 / 20) autolytisch, wahrend von den 138 im LipL32-Screening negativ
getesteten Ferkeln 17,39 % (24 / 138) autolytisch waren.

Aufgrund der Tatsache, dass alle ct-Werte des LipL32-Screenings auf
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pathogene Leptospira spp. so eng beieinanderlagen (Minimum 33,
Maximum 39), wurde auf eine weitere statistische quantitative Auswertung

mittels nicht-parametrischer Tests verzichtet.

2.1.2. Ergebnisse des LipL32-Screenings auf pathogene Leptospira
spp. im Gewebevergleich

Die Ergebnisse des LipL32-Screenings auf pathogene Leptospira spp. der

Einzelgewebeproben im Vergleich zu den Ergebnissen der Poolproben in

Bezug auf die gesamte Studienpopulation (n = 158) und die LipL32-positiv

getesteten Proben (n = 20) inklusive der ct-Mittelwerte (mit Minimum,

Maximum und Standardabweichung) sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.

Tabelle 11: Vergleich der LipL32-Screening-Ergebnisse der Pool-,
Nieren-, Leber-, Mageninhalt- und Mekoniumproben mit jeweiligen
Anteilen an der gesamten Studienpopulation (n = 158) und an den
positiven Proben aus dem LipL32-Screening (n = 20) in %; sowie
Mittelwerte der ct-Werte mit Minimum, Maximum und
Standardabweichung

Anteil
LipL32- Gesamte LipL32-pos. Mw. (Ct)
Material pos. Studienpopul. Proben (Min.; Max.;
Proben (n) (n=158) (n=20) SD)
Pool
, 36,20
(Nl,'\l;le, Ma, 20 12,66 % 100 % (33; 39: 1.64)
e)
, 34,68
Niere 19 12,03 % 95 % (31: 38: 1.95)
35,47
0 I
Leber 17 10,76 % 85 % (34: 38:1.18)
Magen- 37,2
inhalt 15 9,49 % 75 % (35; 40; 1,52)
Meko- 36,57
nium 14 8,86 % 70 % (34; 39; 1,74)

Eine Ubersicht iiber die 20 im LipL32-Screening der Poolproben positiv
getesteten Ferkel mit den positiv-getesteten Einzelgeweben im Vergleich
ist in Tabelle 12 aufgefuhrt.
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Tabelle 12: Mittels LipL32-Screening positiv getestete Ferkel (n = 20)
mit Vergleich der positiven Gewebeproben (Niere-, Leber-,
Mageninhalt- und Mekoniumproben)

Bestand Wurf Ferkel Pool Niere Leber Magen- Mgko- P(-](i:\;zg:
(Nr)  (Nr.) (Nr.) inhalt  nium )
31 3.1.2. X X X X X 5
o 3.1.17. X X X X X 5
3 39 3.2.1. X X X X X 5
o 3.2.3. X X - X - 3
10.1.3. X X X X - 4
10.1. 10.1.4. X X X X - 4
10.1.7. X X X X - 4
10.1.10. X X X - X 4
10.2.1. X X X X X 5
10.2. 10.2.3. X X X X - 5
10.2.5. X X X - X 4
10.2.7. X X X X X 5
10. 10.3.2. X - - - - 1
10.3.6. X X X X X 5
10.3. 10.3.10. X X X X 4
10.3.14. X X X X - 4
10.5.1. X X X - X 4
10.5. 10.5.4. X X X X X 5
10.5.9. X X X X X 5
10.5.14. X X - X X 4
20 19 17 15 14

Es konnte keine Assoziation der Nachweishaufigkeit von Leptospira spp.

mit dem getesteten Gewebe ermittelt werden (p = 0,184).

Im Rahmen der statistischen quantitativen Auswertung des LipL32-
Screenings wurden die ct-Werte der einzelnen Gewebe mittels Kruskal-
Wallis-Test paarweise miteinander verglichen. Dabei konnten signifikant
niedrigere ct-Werte bei den Nierenproben als bei den Mageninhaltsproben
(p =0,001) und im Gegensatz zu den ct-Werten der Mekoniumproben (p =
0,043) gezeigt werden. AuBerdem waren die ct-Werte der Leberproben
signifikant niedriger als bei den Mageninhaltsproben (p = 0,035), siehe
Tabelle 13.
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Tabelle 13: ct-Wertvergleich des LipL32-Screenings auf pathogene
Leptospira spp. in Abhangigkeit des untersuchten Gewebes in SMEDI-
assoziierten Ferkeln

Paarweiser p-Wert
Gruppe Vergleich der Kruskal-Wallis-Test
Gruppen (nach Bonferroni)
(1) Niere (ct-Werte) 1-2 1,000
(2) Leber (ct-Werte) 1-3 0,001
(3) Mageninhalt 1-4 0,043
(ct-Werte)
- 0,035
(4) Mekonium (ct- 2-3
2-4 0,428
Werte)
3-4 1,000

Eine Ubersicht der ct-Werte des LipL32-Screenings auf pathogene

Leptospira spp. im Gewebevergleich ist der Abbildung 4 zu entnehmen.
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Abbildung 4: Darstellung der ct-Wert-Verteilung des LipL32-
Screenings auf pathogene Leptospira spp. mittels Box-Plots im
Gewebevergleich (Pool- (n = 20), Nieren- (n = 19), Leber- (n = 17),
Mageninhalts- (n = 15) und Mekoniumproben (n = 14))
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2.2, Untersuchung mittels genotypspezifischer gPCR auf die
Subclade P1 und P2 auf Basis der 16S RNA

Die Untersuchung mittels genotypspezifischer qPCR auf Basis der 16S

RNA in Gewebepoolproben von Ferkeln aus SMEDI-assoziierten Wurfen

ergab, dass 11,39 % (18 / 158) der untersuchten Ferkel aus 15 % (6 / 40)

der Wurfe von 11,11 % (2 / 18) der Bestande positiv auf die Subclade P1

getestet wurden.

2.2.1. Auswertung der genotypspezifischen qPCR der Poolproben
nach phanotypischem Erscheinungsbild der Ferkel

Die Auswertung der genotypspezifischen qPCR der Poolproben unter

Berucksichtigung des phanotypischen Erscheinungsbildes der Ferkel in

Bezug auf die Gesamtpopulation (n = 158) ergab, dass 16,70 % (8 / 48)

aller Mumien, 1,5 % (1/ 66) der frisch totgeborenen, 27,27 % (9 /33) aller

autolytisch totgeborenen, und 0 % (0 / 11) der lebensschwachgeboren

klassifizierten Ferkel positiv auf die Subclade P1 getestet wurden.

Unter Berucksichtigung der P1-positiven Proben ergab sich folgendes
Bild: 44,44 % (8 / 18) der P1-positiv getesteten Ferkel waren mumifiziert,
5,56 % (1 / 18) der Ferkel frisch totgeboren, 50 % (9 / 18) der Ferkel
autolytisch und 0 % (0 / 18) der Ferkel lebensschwachgeboren. Diese
Ergebnisse mit den Mittelwerten der ct-Werte inklusive Minimum,
Maximum und Standardabweichung in Abhangigkeit vom Phanotyp der

Ferkel sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tabelle 14: Nachweisrate der Subclade P1 in Poolproben in
Abhangigkeit vom Phanotyp der Ferkel und ct-Werte (inklusive
Minimum, Maximum und Standardabweichung)

0
LipL- P1- % an ges. /I‘;f‘_“ P1 Mw.
Phinot pos. pos. Studien- (ct)
yp Proben Proben popul. pos. (Min.; Max.;
(=200  (n=18) (n=158)  Froben SD)
(n=18)
g 35
Mumifiziert 8 8 5,06 44,44 (32: 37 1.604)
Frisch 1 1 0,63 5,56 32
Tot-
Geb.  Auto- 33,56
lytisch 10 ? >7 >0 (33; 35; 0,726)
Lebensschw.- . 0 0 0 )
geboren

Dabei lag die Nachweisrate von Leptospiren-DNA der Subclade P1 mittels
subtypspezifischer PCR bei autolytisch totgeborenen Ferkeln signifikant
hoher als bei frisch totgeborenen Ferkeln (p = 0,000; OR 24,375; Kl: 2,931
— 202,747) und bei mumifizierten Ferkeln ebenfalls signifikant hoher als
bei frisch totgeborenen Ferkeln (p = 0,003; OR 13,000; KI: 1,567 -
107,859).

Aufgrund der Tatsache, dass alle ct-Werte der subtypspezifischen qPCR so
eng beieinanderlagen (Minimum 33, Maximum 37), wurde auf eine weitere
statistische quantitative Auswertung mittels nicht-parametrischer Tests

verzichtet.

2.2.2. Ergebnisse der genotypspezifischen qPCR auf die Subclade P1
im Gewebevergleich
Die Untersuchung mittels genotypspezifischer gPCR auf Basis des 16S-
RNA-Gens hat ergeben, dass 11,39 % (18 / 158) der Nierenproben, 10,13
% (16 / 158) der Leberproben, 8,86 % (14 /158) der Mageninhaltsproben
und 6,96 % (11 / 158) der Mekoniumproben positiv auf die Subclade P1
getestet wurden. Diese Ergebnisse sind gemeinsam mit den ct-
Mittelwerten inklusive Minimum, Maximum und Standardabweichung in

Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Positiv getestete Proben mittels subtypspezifischer qPCR
auf die Subclade P1 im Gewebevergleich in Bezug auf die gesamte
Studienpopulation (n = 158) und die im LipL32-Screening positiv
getesteten Ferkel (n = 20), inklusive Mittelwerte der ct-Werte (mit
Minimum; Maximum und Standardabweichung)

P1- % an Stu- . 02N
Material PfoOSén d(isn_p,fg;)" ngtiﬁ;&os. (Mim;vx&aac.t)sn)
(n) - (n=20)
Pool 18 11,39 90 (32;334;;117451)
Niere 18 11,39 920 (30;333;51(,)948)
Leber 16 10,13 80 (33;?;???702)
R
Mekonium 11 6,96 55 (32;:;2;21,7849)

Mittels Chi?-Test konnte keine statistisch signifikante Assoziation zwischen
den verschiedenen mittels PCR untersuchten Geweben und der

Nachweishaufigkeit dargestellt werden (p = 0,075).

Die Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test ergab, dass die qPCR der
Nierenproben signifikant niedrigere ct-Werte ergab als bei den
Mageninhaltsproben (p = 0,001). In Bezug auf die ct-Werte der
subtypspezifischen qPCR auf die Subclade P1 konnten keine weiteren
statistisch signifikanten Ergebnisse im Gewebevergleich gezeigt werden,
siehe Tabelle 16.
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Tabelle 16: ct-Wertvergleich der subtypspezifischen PCR auf
pathogene Leptospira spp. in Abhangigkeit des untersuchten Gewebes
in SMEDI-assoziierten Ferkeln

Paarweiser p-Wert
Gruppe Vergleich der Kruskal-Wallis-Test
Gruppen (nach Bonferroni)
(1) Niere (ct-Werte) 1-2 0,806
(2) Leber (ct-Werte) 1-3 0,001
(3) Mageninhalt 1-4 0,149
(ct-Werte)
(4) Mekonium (ct- ; _i ?(1)38
Werte) ’
3-4 1,000

Die ct-Werte der P1-genotypspezifischen gPCR im Gewebevergleich sind

der Abbildung 5 zu entnehmen.
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Abbildung 5: Darstellung der ct-Wert-Verteilung der
genotypspezifischen 16S-RNA-qPCR der Subclade P1 mittels Box-Plots
in den Pool- (n = 20), Nieren- (n = 19), Leber- (n = 17), Mageninhalts- (n
= 15) und Mekoniumproben (n = 14)

Mittels genotypspezifischer qPCR war die Subclade P2 war nur in einer
(0,63 %) der 158 untersuchten Poolproben von dem Ferkel mit der
Nummer 4.3.2. nachzuweisen. Obwohl dieses Tier im Rahmen des LipL32-
Screenings und auch bei der anschlieBenden Untersuchung der einzeln

getesteten Gewebe kein positives Ergebnis zeigte, war dennoch
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Leptospirenmaterial (der Subclade P2) in der Poolprobe nachzuweisen. In

Bezug auf die Gesamtnachweisraten ergab sich folgendes Ergebnis:

Es wurden insgesamt 13,29 % (21 / 158) der Ferkel aus 17,5 % (7 / 40)
der Wirfe mittels gqPCR positiv auf pathogene Leptospira spp. getestet.
Diese stammten von 16,67 % (3 / 18) der Bestande.

Bei der Muttersau des P2-positiven Ferkels handelte es sich um eine
ungeimpfte, multipare Sau, sodass sich in Bezug auf die Paritaten der
Muttersauen folgendes Ergebnis zeigte: 2 /7 (28,57 %) Muttersauen mit
PCR-positiven Ferkeln waren primipar, wahrend es sich bei 5/7 (71,43 %)

dieser Sauen um multipare Sauen handelte.

23. Weitere statistische Auswertungen
Neben den phanotypischen Erscheinungsbildern der Ferkel und den
Geweben wurden weitere dichotome Variablen auf Assoziation mit dem

PCR-Ergebnis der Ferkel untersucht, siehe Tabelle 24 im Anhang.

Die Ergebnisse aller Variablen, die mittels Chi2-Test auf Abhangigkeit mit
dem PCR-Ergebnis Uberpruft wurden, sind in Tabelle 25 im Anhang zu

finden.

Mittels Chi2-Test konnte eine Assoziation des MAT-Ergebnisses und des
autolytischen Phanotyps (jeweils p < 0,007) mit dem PCR-Ergebnis der
Ferkel gezeigt werden. Im Rahmen der binar logistischen Regression
konnte gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit fur ein positives PCR-
Ergebnis der Ferkel signifikant erhoht ist, wenn die Sau MAT-positiv (p =
0,001; OR 19,216; Kl 4,283 - 86,217) ist. Wahrend 90,48 % (19 / 21) der
PCR-positiven Ferkel von MAT-positiven Muttersauen stammten, hatten
nur 9,52 % (2 /21) der PCR-positiven Ferkel MAT-negative Muttersauen.
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3. Serologische Ergebnisse
3.1. Diagnostisches Screening auf Leptospira spp. bei Sauen

3.1.1. Nachweishaufigkeiten von Leptospirenantikorpern in mittels
MAT untersuchten Serumproben der Muttersauen

Von den 40 Seren der Sauen, die im Rahmen routinediagnostischer

Untersuchungen eingeschickt wurden, konnten 36 Seren aus 16

Bestanden ausgewertet werden. Die anderen vier Seren aus zwei

Bestanden waren aufgrund von Hamolyse ungeeignet fur eine

serologische Untersuchung.

Die serologische Untersuchung mittels MAT ergab, dass 44,44 % (16 / 36)
der Serumproben positiv auf Antikorper gegen Leptospira spp. getestet
wurden. Diese 16 Serumproben stammten aus zehn verschiedenen

Bestanden; das entspricht 62,5 % (10 / 16) der Bestande.

Das diagnostische Screening mittels MAT ergab, dass Antikorper gegen
sieben von elf getesteten Leptospirenserovaren nachweisbar waren. Einen
Uberblick (iber die Nachweishiufigkeiten der einzelnen Serovaren in
Bezug auf die gesamte Studienpopulation (n = 36) und die MAT-positiven
Sauen (n = 16) gibt Tabelle 17.

Tabelle 17: Nachweishaufigkeiten der einzelnen Serovaren in Bezug

auf die gesamte Studienpopulation (n = 36) und die MAT-positiven
Sauen (n = 16); geordnet nach abnehmender Nachweishaufigkeit

Nachweis- % an ges. % an
Serovar/ hiufiakeit Studien- pos.
aufigkei .
Serogruppe ) population Sauen
(n=36) (n=16)
Bratislava / AUS 14 38,89 87,5
Pomona/ POM 7 19,45 43,75
Australis / AUS 6 16,67 37,5
Copenhageni / ICT 6 16,67 37,5
Icterohaemorrhagiae / ICT 6 16,67 37,5
Autumnalis / AUT 5 13,89 31,25
Canicola/ CAN 2 5,56 12,5
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Antikorper gegen die Serovaren / Serogruppen Grippotyphosa / GRI,
Hardjo / SEJ, Saxkoebing / SEJ und Tarassovi / TAR waren in keinem der

untersuchten Seren zu finden.

Aufgrund der geringen Anzahl der Sauen, die fur die einzelnen Serovaren
positiv getestet wurden, wurde auf eine statistische quantitative
Auswertung der einzelnen Titerhohen pro Serovar mittels nicht-

parametrischer Tests verzichtet.

3.1.2. Nachweishaufigkeiten einzelner Serovaren mittels MAT in
Abhangigkeit von dem Impfstatus der Sau und dem
Leptospiren-PCR-Ergebnis der Ferkel

Im Rahmen des diagnostischen Screenings mittels MAT wurden die

Nachweishaufigkeiten der Serovaren in Abhangigkeit von dem Impfstatus

der Sau und dem Leptospiren-PCR-Ergebnis der Ferkel ausgewertet. Bei 6

der 16 (37,5 %) Sauen, die im MAT positive Ergebnisse zeigten, waren die

Ferkel bei der molekularbiologischen Untersuchung positiv. Zwei von 16

(12,5 %) MAT-positiven Sauen waren gegen Leptospira spp. geimpft. Eine

Ubersicht tber die Bestands- und Wurfnummern (entsprechend der

Sauennummern) mit dem jeweiligen MAT- und PCR-Ergebnisse inklusive

des Impfstatus der Sau gibt Tabelle 18.
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Tabelle 18: Nachweishaufigkeiten einzelner Serovaren / Serogruppen
(n = 7) der 16 MAT-positiven Wiirfe (bzw. Sauen), inklusive
Bestandsnummern und PCR-Ergebnissen der Ferkel; * geimpfte Sauen;
A. AUS = Australis, AUS; B. AUS = Bratislava, AUS; A. AUT =
Autumnalis, AUT; C. CAN = Canicola, CAN; C. ICT = Copenhageni, ICT;
I. ICT = Icterohaemorrhagiae, ICT; P. POM = Pomona, POM

Pos. Wurf
Be- Wurf A. B. A. C. C. l. P. Sero- PCR
stand (Sau) AUS AUS AUT CAN ICT ICT POM varen 0s
(n/n) pos.
2.1. X 1/7
3.1. X X X X 4/7 X
A 4.2. X X 2/7
' 4.3, X X X 3/7 X
5. 5.1. X 1/7
¢ 6.1.% X X X X X X 6/7
' 6.2.* X X X X X X 6/7
7. 7.1. X 1/7
10.1. X X 2/7 X
10 10.2. X X X X 4/7 X
' 10.3. X X X X X 5/7 X
10.5. X X X X X X 6/7 X
14, 14.1. X 1/7
15. 15.1. X 1/7
16.1. X 1/7
16.
16.3. X X 2/7
Ge- 16 6 14 5 2 6 6 7 6
samt (n)

Die Sauen wurden abhangig von ihrem Impfstatus und dem PCR-Ergebnis
ihrer Ferkel in drei Gruppen unterteilt: (1) geimpfte Sauen mit PCR-
negativen Ferkeln (n =2), (2) ungeimpfte Sauen mit PCR-negativen Ferkeln
(n = 8) und (3) ungeimpfte Sauen, deren Ferkel mindestens ein positives
Ergebnis in der PCR zeigten (n = 6). Die theoretische vierte Gruppe (4)
(geimpfte Sau mit PCR-positiven Ferkeln) konnte nicht ausgewertet
werden, da keine geimpfte Sau PCR-positive Ferkel hatte. Eine Ubersicht
uber die Nachweishaufigkeiten der einzelnen Serovaren in Abhangigkeit
von dem Impfstatus der Sau und dem Leptospiren-PCR-Ergebnis der
Ferkel gibt Tabelle 19.
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Tabelle 19: Nachweishaufigkeiten der Antikorper gegen die einzelnen
Serovaren in Abhangigkeit von dem Impfstatus der Sau und dem
Leptospiren-PCR-Ergebnis der Ferkel

|mF;fSta/tUS Nachweishaufigkeit der einzelnen Serovaren (n/ n)
PCR—Earl:;ebnis Aus- Bratis-  Autum- Cani- Copen- Icterohae- Pomo-
Ferkel tralis lava nalis cola hageni morhagiae na
geimpft/
negativ 2/6 2/14 1/5 2/2 2/6 2/6 177
(n=2)
ungeimpft /
negativ 1/6 6/14 0/5 0/2 176 1/6 177
(n=28)
ungeimpft /
positiv 3/6 6/14 4/5 0/2 3/6 3/6 5/7
(n=16)
geimpft / _ _ _ _ - -
positiv
Ngesamt= 16 6 14 5 2 6 6 7

Mittels Chi2-Test konnte eine Assoziation des PCR-Ergebnisses der Ferkel,
der Paritat und der Leptospirenimpfung der Sau mit dem MAT-Ergebnis
der Sau gezeigt werden. Die anschlieBende binar logistische Regression
ergab, dass die Wahrscheinlichkeit fur ein positives MAT-Ergebnis der Sau
signifikant hoher war, wenn der dazugehorige Wurf PCR-positiv getestet
wurde (p = 0,014; OR 11,4000; KI 1,200 - 108,293). Weder die Paritat der
Sau noch die Leptospirenimpfung zeigten eine signifikante Assoziation mit
dem MAT-Ergebnis der Sau, siehe Tabelle 20. Die Ergebnisse aller mittels
Chi2-Test auf Assoziation mit dem MAT-Ergebnis der Sau Uberpriften
Variablen, inklusive derjenigen Variablen, fur die keine Assoziationen

gezeigt werden konnten, sind in Tabelle 26 im Anhang zu finden.
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Tabelle 20: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Priifung auf Assoziation
der PCR-Ergebnisse der Ferkel, der Paritat und des Impfstatus der Sau
mit dem MAT-Ergebnis der Sau, inklusive binar logistischer Regression

p-Wert Konfidenzintervall
R Abhang- .
Unabh.anglge ige Chi®- Binar OR Unteres Oberes
Variable : Test log.
Variable

Regr.

Ferkel PCR
(positiv / negativ)
Paritat der Sau Sau MAT

0,014 0,034 11,400 1,200 108,293

(JS / AS) (positiv/ 0418
Leptospiren- negativ)

impfung 0,418

(ja/ nein)

Bei 37,5 % (6 / 16) der MAT-positiven Muttersauen wurden ihre Ferkel im
Rahmen der molekularbiologischen Untersuchung positiv auf pathogene
Leptospira spp. getestet. Innerhalb der Gruppe Leptospiren-Antikorper-
negativer Sauen war in einem Fall (5 %) ein PCR-positiver Wurf
nachzuweisen. Bei dieser MAT-negativen Muttersau handelte es sich um
eine multipare Sau mit der Nummer 3.2., bei der die Ferkel 3.2.1. und
3.2.3. positive Ergebnisse im LipL32-Screening zeigten, vergleiche Tabelle
12.

Die Titerhohen der Antikorper gegen die einzelnen Serovaren mit
Vergleich der drei Gruppen der Sauen (geimpft / PCR negativ, ungeimpft/
PCR negativ / ungeimpft / PCR positiv) sind in Abbildung 6

zusammengefasst.
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Abbildung 6: MAT-Titer-Verteilung der Antikorper gegen die einzelnen
Serovaren mittels Box-Plots mit Vergleich der drei Gruppen der Sauen
(geimpft / PCR negativ (n = 2), ungeimpft / PCR negativ (n = 8),
ungeimpft / PCR positiv (n = 6))

Wie weiter oben bereits erwahnt, wurde aufgrund der geringen Anzahl an
Sauen, die fur die einzelnen Serovaren positiv getestet wurden, auf eine
statistische quantitative Auswertung der einzelnen Titerhohen der
Antikorper in Bezug auf die Gruppenzugehorigkeit der Sau mittels nicht-

parametrischer Tests verzichtet.

3.2. Serologische Untersuchung von Herzblut von Ferkeln mit
einem errechneten Alter von mindestens 70 Tagen (SSL = 160
mm) mittels MAT
Von den 104 Ferkeln, deren SSL auf ein Alter von mindestens 70 Tagen
schlieBen lieB (SSL = 160 mm), waren aufgrund von Hamolyse nur 24
(15,19 %) Herzblutproben im Rahmen der serologischen Untersuchung
auf das Vorkommen von Leptospirenantikorper auswertbar. Alle 24 (100
%) auswertbaren Herzblutproben dieser SMEDI-assoziierten Ferkel
zeigten bei der serologischen Untersuchung mittels MAT negative

Ergebnisse.
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V. DISKUSSION

1. Auswahl der Studientiere und Studiendesign

Um in der Studienpopulation vergleichbare Anteile der mumifizierten,
frisch und autolytisch totgeborenen und lebensschwachgeborenen Ferkel
zu beproben, wurden die Studientiere mittels stratified random sampling
ausgewahlt. Die Auswertung ergab, dass die Anteile dieser Gruppen in der
Studienpopulation nahezu identisch wie in der Gesamtpopulation waren
und die Auswahlmethode demnach gut funktioniert und die
Studienpopulation die Gesamtpopulation gut widergespiegelt hat, siehe
Tabelle 8. AuBerdem konnten bei der Untersuchung der verschiedenen
Materialien Leptospira spp. nachgewiesen werden, weshalb das

Studiendesign in Summe als sinnvoll angesehen werden kann.
2. Molekularbiologische Ergebnisse

2.1. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung mittels
LipL32-Screening auf pathogene Leptospiren in Poolproben
von Ferkeln aus SMEDI-assoziierten Wurfen

In der vorliegenden Studie zeigten 12,66 % (20 / 158) der Ferkel positive

Ergebnisse bei der molekularbiologischen Untersuchung mittels LipL32-

Screening auf pathogene Leptospiren. Im Gegensatz dazu ergaben andere

Studien niedrigere Pravalenzen: So konnten NATHUES et al. (2011) in nur

0,8 % der untersuchten Proben (317 lebensschwach geborene Ferkel und

Uterusproben von 714 Sauen, die abortiert hatten) aus deutschen

Bestanden Leptospiren-DNA mittels PCR-Screening nachweisen. Diese

vergleichsweise geringe Pravalenz lasst sich damit erklaren, dass bei

dieser Studie keine fetalen Organe, sondern ausschlieBlich Uterusproben
und lebensschwachgeborene Ferkel (keine Angaben zum untersuchten

Gewebe) untersucht wurden. Auerdem wurden die PCR-Assays und

damit die Spezifitat und Sensitivitat uber die Jahre kontinuierlich

verbessert und eine hohere Nachweisrate mit moderneren Verfahren im

Gegensatz zu den Verfahren aus dem Jahr 2011 ist zu erwarten. Es kann

vermutet werden, dass fetale Gewebeproben hohere Nachweisraten
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ermoglichen als Uterusmaterial. In den USA evaluierten POUDEL et al.
(2020) molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Leptospiren in
den Nieren von Wildschweinen und konnten dabei eine Pravalenz von 3,2
% (10 / 315) nachweisen. Bei dieser Studie wurde kein fetales, sondern
nur Gewebe von adulten Tieren untersucht und es wurde keine Vorauswahl
wie in der vorliegenden Studie (nur SMEDI-assoziierte Waurfe)

vorgenommen, was die geringere Nachweisrate erklaren konnte.

Da der serologische Nachweis beim Schwein laut OIE mittels MAT als
Goldstandard in der Leptospirendiagnostik gilt (OlIE, 2021) und der
Nachweis im Abortmaterial sowohl bei Feldinfektionen, als auch bei
experimentellen Studien normalerweise als sehr gering gilt (NATHUES et
al., 2011; STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011), beschaftigen
sich die meisten Studien mit den Leptospiren-Seropravalenzen. Zusatzlich
steht die molekularbiologische Untersuchung erst seit ein paar Jahren fur
die Leptospirendiagnostik zur Verfugung, weshalb weitere Studien notig
sind, die sich mit der molekularbiologischen Diagnostik von Leptospiren
beim Hausschwein auseinandersetzen (FERREIRA et al., 2014). Die
meisten derzeit veroffentlichten Studien beschaftigen sich noch mit der
Etablierung neuer PCR-Methoden oder nutzen Tiermodelle, zum Beispiel
mit Meerschweinchen (LOURDAULT et al.,, 2009). Von den 158
untersuchten Ferkeln aus SMEDI-assoziierten Wurfen wurden 12,66 %
(20 / 158) mittels LipL32-Screening positiv auf Leptospira spp. getestet.
Bei den Muttersauen wurden 44,44 % (16 / 36) mittels MAT positiv
getestet. Fur die verwendete LipL32-mulitplex-PCR nach FERREIRA et al.
(2014) konnte eine gute Sensitivitat und Spezifitat gezeigt werden: mittels
Testung der Amplifikationsreaktion mit genomischer DNA sowohl vieler
verschiedener pathogener und nicht pathogener Leptospirenstamme als
auch anderer nicht verwandter Bakterien konnte eine analytische Spezifitat
von 100 % nachgewiesen werden. Die analytische Sensitivitat konnte
ebenfalls als sehr hoch eingeschatzt werden (weniger als 10
Genomequivalenten im Reaktionsmix) (FERREIRA et al., 2014).

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass der molekularbiologische
Nachweis im Rahmen der Leptospirendiagnostik erfolgreich sein und

damit eine evtl. weniger arbeits- / zeitintensive und gleichzeitig hoch
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sensitive und spezifische Methode im Vergleich zur serologischen

Untersuchung mittels MAT darstellen konnte.

2.1.1. Auswertung des LipL32-Screenings der Poolproben nach

phanotypischem Erscheinungsbild der Ferkel
Bei der Auswertung des LipL32-Screenings der Poolproben nach
phanotypischem Erscheinungsbild der SMEDI-assoziierten Ferkel lag die
Nachweisrate bei autolytisch totgeborenen Ferkeln signifikant hoher als
bei frisch totgeborenen Ferkeln (p = 0,000; OR 28,261; Kl: 3,427 - 233,091)
und bei mumifizierten Ferkeln ebenfalls signifikant hoher als bei frisch
totgeborenen Ferkeln (p =0,003; OR 13,000; KlI: 1,567 - 107,859). Auch im
Rahmen der binar logistischen Regression konnte gezeigt werden, dass die
Wahrscheinlichkeit, Leptospira-DNA nachzuweisen, in autolytisch
totgeborenen Ferkeln 5,452-fach erhoht war (p=0,001; OR 5,452; K1 2,074
- 14,332).

Im Rahmen von Challenge-Versuchen mit pathogenen Leptospiren wird in
der Literatur das vermehrte Vorkommen von autolytisch totgeborenen und
mumifizierten Ferkeln beschrieben (FENNESTAD & BORG-PETERSEN,
1966; VALENCA et al., 2013). Die Leptospirendiagnostik jedoch gestaltet
sich fur die praktizierenden Tierarzte / Tierarztinnen aufgrund fehlender

Empfehlungen fur die Probenentnahme oft schwierig.

Dass Leptospiren-DNA am haufigsten in autolytischen Ferkeln
nachgewiesen werden konnte, lasst sich damit erklaren, dass
Mumifikationen weitestgehend steril ablaufen und damit auch weniger
Erreger in deren Organen zu erwarten sind (GIVENS & MARLEY, 2008).
Im Gegensatz dazu zeigen autolytische Ferkel ihre charakteristischen
rotbraun verfarbten Gewebe und serosanguinosen
Flussigkeitsansammlungen in den Korperhohlen (FENNESTAD & BORG-
PETERSEN, 1966) aufgrund von hamolytischen Prozessen, die in Folge
von bakteriellen Infektionen entstehen (GIVENS & MARLEY, 2008). Frisch
totgeborene und lebensschwachgeborene Ferkel, die im Gegensatz zu den
mumifizierten Ferkeln keine Dehydratation und im Gegensatz zu den
autolytisch totgeborenen Ferkeln keine Verfarbung der Haut aufweisen,

konnen teilweise auch erst wahrend des Geburtsvorganges abgestorben
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sein: Uberleben infolge einer SMEDI-Infektion nur einzelne Ferkel, so setzt
die Geburt verzogert und schleppend ein, was zum Absterben der Ferkel
wihrend des Geburtsvorganges oder beim Ubertragen infolge der
Alterung der Plazenta fuhren kann (PLONAIT, 2004a). Demnach kann
vermutet werden, dass die Nachweishaufigkeiten in frisch totgeborenen
bzw. lebensschwachgeborenen Ferkeln geringer bzw. die ct-Werter hoher
sind als in mumifizierten und autolytisch totgeborenen Ferkeln, da diese
teilweise nicht nur infolge einer SMEDI-Infektion, sondern auch erst

wahrend des Geburtsvorgangs gestorben sein konnen (PLONAIT, 2004a).

Fur die praktizierenden Tierarztinnen / Tierarzte bedeutet dies, dass
autolytisch totgeborene Ferkel bei der Leptospirendiagnostik mittels PCR
besser geeignet sein mussten als frisch totgeborene, mumifizierte oder
lebensschwachgeborene Ferkel. Es konnte mittels binar-logistischer
Regression gezeigt werden, dass die Chance, Leptospiren-DNA
nachzuweisen, in autolytisch totgeborenen Ferkeln 5,452-fach erhoht war
(p=0,001; OR 5,452; KI 2,074 - 14,332).

Aufgrund der Tatsache, dass alle ct-Werte des LipL32-Screenings auf
pathogene Leptospira spp. so eng beieinanderlagen (Minimum 33,
Maximum 39), wurde auf eine weitere statistische quantitative Auswertung
mittels nicht-parametrischer Tests verzichtet. So wurden in der Studie von
PEDERSEN et al. (2017) sogar lediglich diejenigen Nierenproben als
positiv gewertet, die in der PCR-Untersuchung ct-Werte unter 35 zeigten.
Die relative schwach-positiven Ergebnisse der PCR auf Leptospiren-DNA
lassen jedoch Ruckschlusse auf eine insgesamt geringe bacterial-load zu.
Dies konnte bedeuten, dass schon relativ geringe Mengen an Leptospira
spp. zu einer SMEDI-Symptomatik fuhren konnen und mit Blick auf die
relativ hohen Seropravalenzen vermutet werden konnte, dass Leptospira
spp. eine evt. groBere Rolle im Rahmen von SMEDI-Infektionen beim

Schwein spielen konnten als bislang angenommen.

2.1.2. Ergebnisse des LipL32-Screenings auf pathogene Leptospira
spp. im Gewebevergleich

Im Gewebevergleich konnten die hochsten Nachweisraten in der Niere

gezeigt werden (95 %; 19/ 20), worauf Leber (85 %; 17/ 20), Mageninhalt
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(75 %; 15/ 20) und Mekonium (70 %; 14 / 20) folgten. Die ct-Werte der
Niere lagen signifikant niedriger als die von Mageninhalt- und
Mekoniumproben und die ct-Werte der Leber waren ebenfalls signifikant
niedriger als die der Mageninhaltsproben. Somit ist eine Empfehlung des
Nierengewebes fur die molekularbiologische Leptospirendiagnostik

moglich.

FORNAZARI et al. (2012) konnten in Brasilien Leptospiren mittels gPCR
ebenfalls am haufigsten in Nierenproben (1,72 %; 8 / 465) und Leber-
proben (0,65 %; 3 / 465) von Schweinen nachweisen. Auch in Bezug auf
die ct-Werte stimmen die Ergebnisse mit der vorliegenden Studie uberein:
sie konnten im Rahmen der Quantifizierung die hochsten Nachweisraten
in Leber- (4.3 Bakterien / pl) und Nierengewebe (36.6 Bakterien / pl) der
Schweine nachweisen. Es handelte sich bei dieser Studie um Organproben
von ausgewachsenen Schweinen (und nicht fetale Gewebe) aus
Schlachthofen ohne Vorauswahl, was die niedrigere Pravalenz erklaren
konnte. In Osterreich konnten UNTERWEGER et al. (2018) im Mageninhalt
von untersuchten Feten von zwei Sauen, die am 95. und 110.
Trachtigkeitstag abortiert hatten, Leptospiren nachweisen. Es wurde
allerdings weder angegeben, wie viele Ferkel untersucht und wie viele
davon positiv getestet wurden, noch wurde eine quantitative Analyse der
ct-Werte durchgefuhrt. Die Autoren wiesen jedoch darauf hin, dass die
Auswahl und Anzahl des untersuchten Probenmaterials von groRer
Bedeutung sei und mehrere Ferkel aus mehreren Wurfen, moglichst frisch
und am besten mit den Plazenten fur den Direktnachweis zu untersuchen
seien (UNTERWEGER et al., 2018). Diesbezuglich empfehlen BENSON et
al. (2002) vier bis sechs Feten pro Wurf von mindestens drei Wurfen zu
untersuchen. Davon ausgehend, dass 50 % der Ferkel infiziert sind und
ein Wurf im Schnitt aus 12 Ferkeln besteht, befindet sich mit einer
Wahrscheinlichkeit von 90 bis 95 % ein infizierter Fetus unter den
untersuchten Tieren (BENSON et al., 2002).

LOURDAULT et al. (2009) konnten nach experimenteller Infektion eines
Meerschweinchens mit einem Leptospirenstamm der Serovar
Copenhageni (Spezies L. interrogans) die hochsten Nachweisraten (5x104

Leptospiren ml") mittels qPCR funf Tage post infectionem ebenfalls in
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Leber- und Nierengewebe verzeichnen. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen von FAINE (1957) konnten sie zeigen, dass Leptospiren sich
nach einer anfanglich geringen Bakteriamie exponentiell im Blut des
infizierten Tieres vermehren konnen, wobei die Verdopplungszeit circa 10
Stunden betragt (LOURDAULT et al., 2009). Als zentrales
Stoffwechselorgan wird die Leber als erstes infiziert, dicht gefolgt von den
Nieren (LOURDAULT etal., 2009), in deren renalen Tubuli die Leptospiren
persistieren konnen (LEVETT, 2001; BHARTI et al., 2003). Diese
Reihenfolge der Organbesiedelung im Rahmen einer Leptospireninfektion
kann eine mogliche Erklarung fur die hoheren Nachweisraten in den

beiden genannten Organen liefern.

Da die hochsten Nachweisraten in Niere- und Lebergewebe und die PCR-
Untersuchung dieser beiden Gewebe statistisch signifikant niedrigere ct-
Werte ergaben als in Mageninhalt- und Mekoniumproben, stimmen die
Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien uberein (LOURDAULT et
al., 2009; FORNAZARI et al., 2012) und eine Empfehlung dieser beiden
Materialien fur den molekularbiologischen Nachweis von Leptospiren
kann ausgesprochen werden. Mageninhalt und Mekonium zeigten
ebenfalls positive Ergebnisse, allerdings bei weniger Ferkeln und mit
hoheren ct-Werten als es bei Nieren- und Lebermaterial der Fall war. Somit
kann die ursprunglich formulierte Hypothese, dass Mageninhalt- bzw.
Mekoniumproben hinsichtlich der Nachweisrate den Nieren- oder
Leberproben uberlegen oder zumindest gleichwertig seien, nicht bestatigt

werden.

2.2, Untersuchung mittels genotypspezifischer qPCR auf die
Subclade P1 und P2 auf Basis der 16S RNA

Die Untersuchung mittels genotypspezifischer qPCR auf Basis des 16S
RNA-Gens zur Differenzierung zwischen der Subclade 1 und der Subclade
2 ergab, dass von den 20 im LipL32-Screening positiv getesteten Ferkeln
insgesamt 90 % (18 / 20) bzw. in Bezug auf die Gesamtpopulation 11,39
% (18 / 158) der Ferkel der Subclade P1 zugeordnet werden konnten. 2
der 20 im LipL32-Screening positiv getesteten Ferkel zeigten weder bei
der P1- noch bei der P2-genotypspzeifischen PCR positive Ergebnisse.
Eine Poolprobe (0,63 % (1 / 158)), die allerdings im Screening auf das
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LipL32-Gen  ein  negatives  Ergebnis  zeigte, wurde mittels

genotypspezifischer qPCR der Subclade P2 zugeordnet.

Zu der Subclade P71, die alle ehemals als pathogen eingestuften
Leptospiren zusammenfasst, gehort auch die Leptospirenspezies
L. interrogans (VINCENT et al., 2019). Zu der Leptospirenspezies
L. interrogans wiederum gehoren alle sieben Leptospirenserovaren, gegen
die Antikorper im Serum der Muttersauen nachgewiesen werden konnten
(vergleiche Tabelle 17). Die Subclade P2 hingegen umfasst die ehemals
intermediaren Spezies (VINCENT et al., 2019), die den pathogenen Spezies
nahe verwandt sind, allerdings nur eine moderate Pathogenitat bei Tier
und Mensch aufweisen (PEROLAT et al., 1998). Dieser Unterschied in der
Pathogenitat kann eine mogliche Erklarung fur die wesentlich haufigere
Nachweisrate der Subclade P1 im Gegensatz zu der von der Subclade P2

in Ferkeln aus SMEDI-assoziierten Wurfen sein.

Die Muttersau (Nr. 4.3.) des Ferkels (Nr. 4.3.2.), welches mittels qPCR
positiv auf die Subclade P2 getestet wurde, zeigte im MAT Antikorpertiter
gegen die Serovaren Bratislava, Copenhageni und Icterohaemorrhagiae,
die allesamt mit der pathogenen Leptospirenspezies L. interrogans
assoziiert sind (BOLIN, 1994; LEVETT, 2001; ELLIS, 2006; STRUTZBERG-
MINDER & KREIENBROCK, 2011; ELLIS, 2015; STRUTZBERG-MINDER et
al., 2018). Die Titerhohe betrug allerdings fur alle drei Serovaren 100, was
als Mindesttiter bei der Leptospirendiagnostik gilt und eher nicht fur eine
akute Infektion bzw. eine hohe Pathogenitat der infizierenden Serovar
spricht (OIE, 2021). Aufgrund der niedrigen Titerhohen bei der Muttersau
und des positiven Nachweises der Subclade P2 (ehemals intermediare
Leptospiren) in der Poolprobe des Ferkels kann in diesem Fall eine
infizierende Serovar vermutet werden, die nur uber eine relativ geringe

Pathogenitat verfugt bzw. nur eine schwache Immunantwort hervorruft.

Eine weitere mogliche Erklarung fur dieses Ergebnis ware, dass alle drei
nachgewiesenen Serovaren zur renalen Besiedelung fahig sind und es
somit zu asymptomatischen Tragertieren kommen kann (STRUTZBERG-
MINDER & KREIENBROCK, 2011). In diesem Fall konnte die untersuchte
Sau zwar mit den pathogenen Leptospiren aus der Subclade P71 infiziert

sein, wahrend das dazugehorige Ferkel ausschlieBlich mit intermediaren
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Leptospirenarten infiziert war. Da im MAT keine Serovaren der Subclade
P2 verwendet wurden, kann allerdings nicht beurteilt werden, ob die Sau

auch Antikorper gegen Serovaren der Subclade P2 entwickelt hatte.

2.2.1. Auswertung der genotypspezifischen qPCR der Poolproben
nach phanotypischem Erscheinungsbild der Ferkel
Die Ergebnisse der genotypspezifischen qPCR der Poolproben deckten
sich im Hinblick auf den Phanotyp der Ferkel mit denen des LipL32-
Screenings: Auch hier waren die meisten der P1-positiv getesteten Ferkel
autolytisch totgeboren (9 /158 (5,7 %)), gefolgt von mumifizierten (8 / 158
(5,06 %)), und frisch totgeborenen Ferkeln (1 /158 (0,63 %)). Keines der
P1-positive getesteten Ferkel war lebensschwachgeboren. Ebenso wie
beim LipL32-Screeening auf pathogene Leptospira spp. lag die
Nachweisrate der autolytisch totgeborenen Ferkel signifikant hoher als die
der frisch totgeborenen und die der mumifizierten Ferkel ebenso
signifikant hoher als die der frisch totgeborenen Ferkel. Die ct-Werte lagen
vergleichbar mit denen des LipL32-Screenings so engbeieinander, dass
auf die statistische quantitative Auswertung aufgrund von mangelnder

medizinsicher Relevanz verzichtet wurde.

Diese fast identischen Ergebnisse des LipL32-Screenings und der
subtypspezifischen qPCR auf die Subclade P1 konnen wie folgt erklart
werden: Im Rahmen des LipL32-Screening wird auf das LipL32-Gen
getestet wird, welches fur das Hauptoberflachenprotein LipL32 codiert
(HOKE et al., 2008). Dieses LipL32 ist einzigartig fur pathogene Leptospira
spp. und stets hoch konserviert vorkommend (ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Da alle pathogenen Leptospiren unter der Subclade
P1 zusammengefasst werden, waren diese ahnlichen Ergebnisse zu
erwarten. Da diese Art der Taxonomie nach VINCENT et al. (2019) erst seit
wenigen Jahren existiert und auch die verwendete Kombination aus einer
LipL32-multiplex-PCR nach FERREIRA et al. (2014) und einer Multiplex-
PCR auf Basis des 16S RNA-Gens nach PEREZ et al. (2020) erst seit
Kurzem zur Verfugung steht, fehlen vergleichbare Daten zum Vorkommen
der Subclade 1 bzw. 2 in Hinblick auf den Phanotyp bei Ferkeln aus
SMEDI-assoziierten Wurfen. Es bleibt lediglich der Vergleich mit den

Studien, die nicht zwischen P1 und P2 differenzieren, die im Kapitel 2.1.1.
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im Rahmen des LipL32-Screenings besprochen wurden. Da in der
vorliegenden Studie jedoch beide Subclades detektiert werden konnten
(P1 mit einer Nachweisrate von 11,39 % (18 / 158) und P2 mit 0,63 % (1
/ 158)), konnte es auch in zukunftigen Studien von Interesse sein, die
Differenzierung zwischen P1 und P2 vorzunehmen, um epidemiologische

Aussagen zum Vorkommen der beiden Subclades treffen zu konnen.

2.2.2. Ergebnisse der genotypspezifischen qPCR auf die Subclade P1
im Gewebevergleich
Auch in Bezug auf die Gewebe decken sich die Ergebnisse der
genotypspezifischen gqPCR mit denen des LipL32-Screenings: Die
hochsten Nachweisraten konnten bei den Nierenproben (11,39 % (18 /
158)) ermittelt werden, gefolgt von Leber (10,13 (16 / 158)), Mageninhalt
(8,86 % (14 / 158)) und Mekonium (6,96 % (11 / 158)). Es konnten
ebenfalls keine Assoziationen zwischen den getesteten Geweben und dem
Outcome des PCR-Ergebnis gezeigt werden. Bei der quantitativen
Auswertung konnten jedoch signifikant niedrigere ct-Werte in den
Nierenproben gefunden werden als in den Mageninhaltsproben. Auch hier
gilt, dass ahnliche Ergebnisse zu denen des LipL32-Screenings in Bezug
auf den Gewebevergleich zu erwarten waren, die detailliert in Kapitel 2.1.2

diskutiert wurden.

Auch wenn die genotypspezifische qPCR die Differenzierung zwischen der
Subclade P1 und P2 ermoglicht, so ist es bis heute nicht mittels
molekularbiologischen Methoden moglich, zwischen den einzelnen
Serovaren zu unterscheiden bzw. die infizierende Serovar zu identifizieren.
Daher gilt der arbeits- und zeitaufwendige MAT bis heute als Goldstandard
in der Leptospirendiagnostik. In Zukunft waren daher PCR-Assays, die
nicht nur die einzelnen Subclades, sondern auch die einzelnen Serovaren
detektieren konnen sehr hilfreich, um genauere Aussagen uber die

beteiligten Serovaren treffen zu konnen.
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2.3. Assoziation des PCR-Ergebnisses der Ferkel mit den MAT-
Ergebnissen der Sauen

Es konnte gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit, in Geweben der

Feten Leptospiren-DNA zu finden, signifikant hoher war, wenn die

Muttersau ein positives MAT-Ergebnis zeigte (OR = 19,216; Kl 4,283 -

86,217): 90,5 % (19 / 21) der PCR-positiven Ferkel hatten MAT-positive

Muttersauen, wahrend 33,1 % (44 / 133) der PCR-negativen Ferkel von

MAT-positiven Sauen stammten.

Auch UNTERWEGER et al. (2018) untersuchten je zwei Feten von zwei
Sauen aus osterreichischen Ferkelerzeugerbetrieben, die im ersten Wurf
am 95. und 110. Trachtigkeitstag abortierten auf das Vorkommen von
Leptospiren-DNA mittels PCR. Drei Wochen post partum wurden
Blutproben der Sauen mittels MAT in zwei unterschiedlichen Laboren
untersucht. Die Ergebnisse sind mit denen der vorliegenden Studie
vergleichbar: sowohl die PCR als auch die MAT-Untersuchungen verliefen
positiv, die serologischen Ergebnisse der beiden miteinander verglichenen
Labore waren allerdings nicht deckungsgleich in Bezug auf die Titerhohen
und die beteiligten Serovaren, was die Schwierigkeit der
Leptospirendiagnostik und die geringe Vergleichbarkeit von MAT-
Ergebnissen betont. Auch bei bovinen Leptospireninfektionen halt die
gPCR nach und nach Einzug in die diagnostischen Untersuchungen: Eine
aktuelle Studie von TOMCKOWIACK et al. (2022) evaluierte verschiedene
Diagnostikmoglichkeiten bei 42 abortierten Rinderfeten, bei denen die
klinischen Symptome auf eine Leptospireninfektion hindeuteten: 14,3 %
(6 /42) der untersuchten Rinderfeten zeigten ein positives qPCR-Ergebnis.
Die MAT-Ergebnisse der Mutterkuhe waren jedoch alle negativ. Die Studie
von TOMCKOWIACK et al. (2022) zeigt daher zum einen den
diagnostischen Wert der gPCR und zum anderen die Schwierigkeit bei der
Diagnostik von Leptospiren und unterstreicht ebenso wie die Studie von
UNTERWEGER et al. (2018) die Bedeutung der richtigen Auswahl des

Probenmaterials und Nachweisverfahrens.

Es wurden aulerdem Studien =zu vermehrten Vorkommen von
totgeborenen / lebensschwachgeborenen Ferkeln in Abhangigkeit vom

MAT-Ergebnis der Muttersau veroffentlicht (NETO et al., 1997). Da es im
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Rahmen von SMEDI und Leptospireninfektionen zu einem solchen
vermehrten Vorkommen kommt, lassen diese Studien einen gewissen
Vergleich mit der vorliegenden Studie zu. So konnten NETO et al. (1997)
ebenfalls eine signifikant erhohte Wahrscheinlichkeit fur das vermehrte
Vorkommen von lebensschwachgeborenen Ferkeln nachweisen, wenn die
Sau seropositiv war (OR 1,67; KlI: 1,02 - 2,72).

Dass es jedoch bislang noch nicht viele Studien zu diesem Thema gibt,
kann zum einen an der zuweilen schwierigen und zeitaufwendigen
Diagnostik liegen. Zum anderen sind moderne Nachweismethoden wie die
in dieser Studie genutzte Multiplex-qPCR noch nicht lange verfugbar, und
weitere Studien sind notig, um zum einen die Diagnostik zu verbessern
und zum anderen Pravalenzen von Leptospiren besser erforschen und
vergleichen zu kénnen. Aufgrund der intrauterinen Ubertragung von
Leptospiren (PEDERSEN et al.,, 2015) ist allerdings davon auszugehen,
dass die Wahrscheinlichkeit, in den Feten von seropositiven Muttersauen
Leptospirenmaterial mittels PCR zu finden, hoher sein musste als in denen
von seronegativen Muttersauen, was in Einklang mit der errechneten

Assoziation der vorliegenden Studie steht.

Kein Ferkel von geimpften Sauen war in der PCR positiv. Die meisten
Studien belegen die Wirksamkeit der Impfung beim Schwein auf Basis der
als Goldstandard geltenden MAT-Untersuchung (JACOBS et al., 2015;
SCHOMMER et al., 2021). Da Goldhamster (Mesocricetus auratus) und
Meerschweinchen (Cavia porcellus) als hoch empfanglich fur
pathogene Leptospirenarten gelten (HAAKE, 2006), finden diese in
Tiermodellen bei der Entwicklung von Leptospirenimpfstoffen vielfach
Verwendung (DELLAGOSTIN et al., 2011). Bei solchen Impfstoffstudien
mit Meerschweinchen wurde die Wirksamkeit ebenfalls meist anhand
von MAT-Daten ermittelt (HE et al., 2008). Auch bei Imfpstoffstudien
mit Tiermodellen fur Rinder findet laut Literatur vor allem der MAT
Verwendung (SENTHILKUMAR et al., 2022).

JACOBS et al. (2015) infizierten in ihrer Studie 40 Sauen in einem
portugiesischen Bestand mit nachgewiesener Leptospireninfektion im

Rahmen von Sicherheits- und Effizienztestungen des in Deutschland



V. Diskussion 74

zugelassenen Impfstoffs Porcilis® Ery+Parvo+Lepto. Die Wirksamkeit der
Impfung konnte mit signifikant niedrigeren Abortraten in den 20 geimpften

im Gegensatz zu den 20 ungeimpften Sauen bestatigt werden.

Um das Prinzip des Ubertragens des Impfschutzes von der Muttersau auf
ihre Ferkel zu untersuchen, wurden auch bei anderen Erregern, die
Antikorpertiter bei Ferkeln von geimpften und nicht geimpften Sauen
miteinander verglichen. So konnten PEREZ-PEREZ et al. (2021)
Antikorpertiter gegen das Virus der klassischen Schweinepest, welches
ebenso wie Leptospira spp. zu Reproduktionsstorungen beim Schwein
fuhren kann, im Serum von Ferkeln von geimpften Muttersauen zeigen. Im
Gegensatz dazu waren im Serum von Ferkeln von ungeimpften Sauen
keine Antikorper nachweisbar (PEREZ-PEREZ et al., 2021).

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass in der vorliegenden
Studie mittels qPCR keine Leptospira spp. in Ferkeln von geimpften
Sauen nachgewiesen werden konnten. Bei ungeimpften Sauen
hingegen konnte mittels qPCR in 12,66 % (20 / 158) der Ferkel

Leptospiren-DNA nachgewiesen werden.
3. Serologische Ergebnisse

3.1. Diagnostisches Screening auf Leptospira spp. bei Sauen

3.1.1. Nachweishaufigkeiten von Leptospirenantikorpern in mittels
MAT untersuchten Serumproben der Muttersauen

In der vorliegenden Studie wurden 36 Serumproben aus 16 verschiedenen

Bestanden mittels MAT auf das Vorkommen von Antikorper gegen

Leptospira spp. untersucht. 44,44 % (16 / 36) der Serumproben wurden

positiv auf Antikorper gegen Leptospira spp. getestet.

Eine der aktuellsten Studie aus Deutschland, die Seropravalenzen von
Leptospirenantikorpern bei Sauen untersuchte, stammt aus dem Jahr
2018: STRUTZBERG-MINDER et al. (2018) werteten 29.829 Seren von
Schweinen aus 2.571 Bestanden aus, die in den Jahren 2011 bis 2016 im
Rahmen von diagnostischen Routineuntersuchungen eingeschickt worden

waren. Sie konnten eine Seropravalenz von 20,2 % (6025 / 29.829) zeigen.
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Die Untersuchung erfolgte in demselben Labor wie in der vorliegenden
Studie. Im Mittel waren 64,5 % der Bestande positiv. Dies deckt sich sehr
gut mit der vorliegenden Studie, in der 62,5 % (10 / 16) der Bestande
positiv waren. In der Studie von STRUTZBERG-MINDER et al. (2018)
waren Informationen uber den Grund der Einsendung fur 46,36 % der
Seren bekannt, wovon 86,9 % aufgrund von Reproduktionsstorungen
untersucht werden sollten. Fur die restlichen Seren war der
Einsendungsgrund allerdings unbekannt. In der vorliegenden Studie
wurden ausschlieBlich SMEDI-assoziierte Wurfe und die Seren der
dazugehorigen Sauen und damit ausschlieBlich klinisches Material
ausgewertet, was eine mogliche Erklarung fur die hohere Seropravalenz in
der Studie von STRUTZBERG-MINDER et al. (2018) sein konnte.
AuBerdem konnten STRUTZBERG-MINDER et al. (2018) zeigen, dass die
Seropravalenzen in den getesteten deutschen Schweinebestanden uber die
Jahre hinweg nahezu kontinuierlich gestiegen sind (von 9,2 % in 2011 auf
30,6 % in 2016). In der vorliegenden Studie wurde eine noch hohere
Pravalenz (44,44 %) festgestellt, woraus geschlussfolgert werden kann,
dass die Leptospirose in deutschen Schweinebestanden in der Zukunft an
Bedeutung zunehmen konnte. Weiterhin werden Leptospira spp. in der
Literatur zwar regelmaBig mit SMEDI in Verbindung gebracht, jedoch
fehlen weiterfuhrende Studien zur Nachweishaufigkeit von Leptospira spp.
in solchen Fallen. Basierend auf den serologischen Ergebnissen dieser
Studie kann daher vermutet werden, dass Leptospira spp. eine groRere
Rolle im Rahmen von SMEDI-Infektionen beim Schwein spielen konnten,
als bislang angenommen. Diese Vermutung deckt sich mit der weiter oben
beschriebenen  Schlussfolgerung aus den  molekularbiologischen

Ergebnissen.

Eine aktuelle Studie aus Frankreich kam ebenfalls zu etwas niedrigeren
Ergebnissen: NAUDET et al. (2022) untersuchten zwischen 2011 und 2017
die Leptospirenseropravalenzen von Hausschweinen, wobei 22,7 % (4.402
/ 19.395) der Sauen und 48 % (1.124 / 2.325) der Bestande positiv auf
Leptospira spp. getestet wurden. Die zu untersuchenden Seren stammten
von Schweinen, deren Klinik auf ein potentielle Leptospirose hindeuteten,

sodass das Auswahlkriterium, sowie die geographische Nahe und die
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ahnlichen Strukturen in der Schweinehaltung von Frankreich und

Deutschland einen Vergleich mit der vorliegenden Studie erlaubt.

Zu ahnlichen Ergebnissen in Bezug auf die Seropravalenz kamen eine
weitere Studie aus Frankreich (26,5 % (ANDRE-FONTAINE, 2016)), und
zwei aus ltalien (13,05 % (BERTASIO et al, 2020) und 27,5 %
(TAGLIABUE et al., 2016)). Demnach lagen die Nachweisraten in der
vorliegenden Studie vergleichsweise hoch. Eine mogliche Erklarung dafur
konnte sein, dass in all diesen Studien zum einen eine groRere Anzahl an
Seren verwendet wurde und zum anderen uber einen langeren Zeitraum
hinweg nicht ausschlieBlich Sauen mit Reproduktionsstorungen

untersucht wurden.

Die Ergebnisse der Nachweishaufigkeiten der einzelnen Serovaren, die in
dieser Studie gezeigt werden konnten sind fast deckungsgleich mit jenen
aus der Studie von STRUTZBERG-MINDER et al. (2018) mit Ausnahme der
Nachweishaufigkeit der Antikorper gegen die Serovar Pomona. Dies
Serovar Pomona wurde in der vorliegenden Studie am zweithaufigsten
(19,45 % (7 / 36)) nachgewiesen und damit wesentlich haufiger als in der
Studie von (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018) (1,2 % (368 / 29.829)).
Am haufigsten wurden in beiden Studien Antikorper gegen die Serovar
Bratislava nachgewiesen, gefolgt von Australis, Copenhageni und

Icterohaemorrhagiae, Autumnalis und Canicola.

Die Serovar Bratislava hat sich in den vergangenen Jahren zu der am
haufigsten vorkommenden Serovar bei Leptospireninfektionen beim
Schwein entwickelt (ARENT & ELLIS, 2019). Zahlreiche Studien, die auf
serologischen Daten basieren, weisen mittlerweile auf Bratislava-
Infektionen in Deutschland (SCHONBERG et al., 2021), Frankreich
(NAUDET et al.,, 2022), UK (HATHAWAY & LITTLE, 1981), Schweden
(SANDSTEDT & ENGVALL, 1985), USA (SCHOMMER et al., 2021), Kanada
(KINGSCOTE, 1986), Osterreich (UNTERWEGER et al., 2018) und
zahlreichen weiteren Landern hin. Es ist daher anzunehmen, dass diese
Serovar inzwischen in allen bedeutenden Landern mit konventioneller
Schweinehaltung prasent ist (ELLIS, 2006; STRUTZBERG-MINDER &
KREIENBROCK, 2011), was durch die vorliegende Studie bestatig werden

konnte.
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Im Gegensatz zur vorliegenden Studie konnten STRUTZBERG-MINDER et
al. (2018) allerdings Antikorper gegen die Serovaren Grippotyphosa,
Hardjo, Sejroe und Tarassovi nachweisen, jedoch nur in relativ geringen
Anteilen (< 1 %). Da die Ergebnisse in Hinblick auf die anderen
Seropravalenzen und die Nachweisraten der einzelnen Serovaren nahezu
identisch waren, lasst sich vermuten, dass die Serogruppen Australis,
Autumnalis, Canicola und Icterohaemorrhagiae in Deutschland eine
wichtigere Rolle spielen als die Serovaren der Serogruppen
Grippotyphosa, Sejroe und Tarassovi. Da die die Nachweisraten der
Serovar Pomona in der vorliegenden Studie vergleichsweise hoch waren,
kann vermutet werden, dass diese Serovar im Rahmen von SMEDI von
bedeutender Relevanz sein konnte und in zukunftigen Studien ein

besonderes Augenmerk auf sie gelegt werden konnte.

Allerdings gilt es bei der Interpretation von MAT-Ergebnissen immer zu
beachten, dass diese subjektiv und somit von der durchfihrenden Person
abhangig sind (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018). AuBerdem kann es
neben regionalen Unterschieden beim Vorkommen von Leptospira spp.
auch aufgrund von unterschiedlichen verwendeten Serovaren als
Testantigen und differierenden Serumverdunnungsreihen bzw. der
unterschiedlich gewahlten Grenzwert-Titer im MAT zu heterogenen
Ergebnissen kommen (STRUTZBERG-MINDER & KREIENBROCK, 2011).
Des Weiteren kann es zu Kreuzreaktionen im MAT kommen (OIE, 2021),
welche die Ergebnisinterpretation erschweren konnen. Dies gilt es beim
Vergleichen von MAT-Ergebnissen zu beachten. Eine bessere regionale
Vergleichbarkeit konnte mit dem Verwenden derselben
Leptospirenstamme fur den MAT erreicht werden. Nationale bzw.
internationale Absprachen bezuglich der verwendeten
Leptospirenstamme, Verdunnungsreihen und Grenzwert-Titer bei der

MAT-Untersuchung waren demnach sinnvoll.
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3.1.2. Nachweishaufigkeiten von Antikorpern gegen die einzelnen
Serovaren in Abhangigkeit von dem Impfstatus der Sau und
dem Leptospiren-PCR-Ergebnis der Ferkel

Die Sauen wurden abhangig von ihrem Impfstatus und dem PCR-Ergebnis

ihrer Ferkel in drei Gruppen unterteilt: (1) geimpfte Sauen mit nur PCR-

negativen Ferkeln (n = 6), (2) ungeimpfte Sauen mit nur PCR-negativen

Ferkeln (n = 27) und (3) ungeimpfte Sauen, deren Ferkel mindestens ein

positives Ergebnis in der PCR zeigten (n = 7). Leptospira-spp.-positive

Ferkel von geimpften Sauen lagen nicht vor.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Impfung zu
einem erheblichen Anstieg der Antikorper gegen die Serovaren
Copenhageni und Icterohaemorrhagiae fuhrte, wahrend die restlichen
Serovaren auch nach Impfung kaum nachzuweisen waren. Die hochsten
Titerwerte bei Tieren, die ungeimpft waren, konnten fur die Serovar
Pomona gezeigt werden, siehe Abbildung 6. In einer Studie aus 2021 aus
den USA wurden ebenfalls die MAT-Titer von 8 ungeimpften mit 9 gegen
Leptospiren geimpften Sauen miteinander verglichen (SCHOMMER et al.,
2021). Die Ergebnisse stimmen insofern mit der vorliegenden Studie
uberein, als dass auch in dieser Studie ein starker Anstieg der Titer gegen
die Serovar Icterohaemorrhagiae gezeigt werden konnten, was vermuten
lasst, dass diese Serovar recht stark immunogen ist. Allerdings lasst sich
aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht sagen, ob die
hohen Titer allein auf die Impfung zuruckzufuhren waren. Im Rahmen
einer zusatzlichen Leptospireninfektion kann es zu einer sogenannten
Boosterung kommen, welche ebenfalls hohe Titer nach sich ziehen kann.
Solche  sogenannten  Hybridimmunitaten, die zu  verstarkten
Immunreaktionen auf eine Infektion bei geimpften im Gegensatz zu nicht
geimpften Patienten fuhren, werden derzeit vielfach im Rahmen der
COVID-19-Pandemie untersucht (BATES et al., 2022). In Bezug auf die
Leptospirenimpfung beim Schwein konnten JACOBS et al. (2015)
allerdings keinen signifikant unterschiedlichen Anstieg der Antikorper
zwischen  ungeimpften und geimpften  Sauen nach einer
Leptospireninfektion feststellen. Anhand der Daten der vorliegenden

Studie kann zusammenfassend gesagt werden, dass die Titer der
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Serovaren Copenhageni und Icterohaemorrhagiae bei geimpften Sauen
hoher waren als bei ungeimpften. Ob die geimpften Sauen allerdings
zusatzlich infiziert waren und es somit zur Ausbildung einer

Hybridimmunitat kommen konnte, ist nicht bekannt.

Dass die Antikorpertiter der ungeimpften Sauen mit PCR-positiven Ferkeln
gegen die der Serovar Bratislava wesentlich geringer waren als die gegen
die Serovar Pomona stimmt mit den Ergebnissen der Studie von BOLIN
(1994) uberein, die ebenfalls vergleichsweise geringe Titerhohen fur die
Serovar Bratislava nachweisen konnte. BOLIN (1994) konnte weiterhin
zeigen, dass die Antikorpertiter gegen Bratislava nach einer Impfung zum

einen nicht stark anstiegen und zum anderen rasch wieder fielen.

In Bezug auf die auffalligen MAT-Ergebnisse der Serovar Pomona stimmen
die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit der Studie von SCHOMMER et
al. (2021) uberein: in beiden Studien konnten keine signifikanten
Antikorperanstieg der Serovar Pomona aufgrund der Impfung
nachgewiesen werden. Allerdings waren in der vorliegenden Studie die
hochsten Antikorpertiter, die von ungeimpften Sauen, deren Ferkel PCR
positiv waren, dieser Serovar zuzuordnen. Dies lasst darauf schlieBen, dass
— wie in der Literatur beschrieben ((FENNESTAD & BORG-PETERSEN,
1966; STRUTZBERG-MINDER et al., 2018) - eine Pomonainfektion haufig
mit klinischer Symptomatik einhergeht und diese Serovar als relativ
pathogen eingeschatzt werden kann. Gegen die Serovar Bratislava konnte
hingegen die hochste Nachweisrate gezeigt werden. Da sie aber zu eher
niedrigeren Antikorpertitern zu fuhren scheint, kann vermutet werden,
dass sie im Vergleich zur Serovar Pomona eher zu asymptomatischen
Verlaufen neigt. Demnach konnte man Ruckschlusse darauf ziehen, dass
die Serovar Bratislava als weniger virulent einzustufen sein konnte, als die

Serovar Pomona.

Um die Verbreitung von Leptospireninfektionen besser einschatzen zu
konnen, waren reprasentative Untersuchungen notig, wofur sowohl! die
klinische Bedeutung fur die Schweinehaltung als auch die Bedeutung als
Zoonoseerreger berucksichtigt werden sollten (STRUTZBERG-MINDER &
KREIENBROCK, 2011). Solange allerdings keine reprasentativen

Kollektive untersucht werden konnen, konnen moglicherweise Studien an
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Teilpopulationen wie die vorliegende Studie eine erste Einschatzung der
aktuellen Situation erlauben, zumal mit dem standigen Wandel in der
Schweineproduktion auch mit einer Anderung der Privalenzen gerechnet
werden kann, sodass die bislang veroffentlichten empirischen Studien
weiter an Aussagekraft einbuBen werden (STRUTZBERG-MINDER &
KREIENBROCK, 2011).

Generell kann davon ausgegangen werden, dass sowohl die Infektion als
auch die Impfung zu hohen Titeranstiegen fuhren kann. Der individuelle
Titeranstieg scheint allerdings je nach Serovar unterschiedlich zu sein.
Hierbei sollte beachtet werden, dass die Interpretation der Ergebnisse oft
schwierig ist, da es zum einen zu Kreuzreaktionen kommen kann
(CHAPPEL et al.,, 2004; MILLER et al.,, 2011), zum anderen nicht alle
Serovaren in den verwendeten Impfstoffen vorhanden und in den MAT-
Verfahren genutzt werden. Desweitern konnen die Titer uber Jahre hinweg
nachweisbar (ELLIS, 2015) oder unterhalb der Nachweisgrenze von 1:100
sein (ELLIS & THIERMANN, 1986; STRUTZBERG-MINDER &
KREIENBROCK, 2011; SCHOMMER et al., 2021).

3.2. Serologische Untersuchung von Herzblut von Ferkeln mit
einem errechneten Alter von mindestens 70 Tagen (SSL = 160
mm) mittels MAT
Von den 104 untersuchten Herzblutproben der Ferkel waren nur 24
(23,08 %) Proben aufgrund von Hamolyse auswertbar. Alle 24 (100 %)
dieser Blutproben waren im MAT negativ. Da der MAT laut OIE als
Goldstandard in der Leptospirendiagnostik gilt (OlIE, 2021) und nicht nur
Serum (SMYTHE et al., 2002), sondern auch Vollblut (VILLUMSEN et al.,
2012) in der Literatur als geeignetes Material beschrieben wird, sollte
geklart werden, ob dieser Ansatz einen Mehrwert im Rahmen der
Leptospirendiagnostik im Falle vom SMEDI haben konnte. Davon
ausgehend, dass Ferkel ab einem Alter von 70 Tagen eine
Immunkompetenz ausbilden konnen (MADSON et al.,, 2009; GERBER et
al.,, 2012), hatten Antikorper gegen Leptospira spp. im Herzblut von

Ferkeln, die dieses Alter erreicht hatten, erwartet werden konnen.

BOLIN et al. (1991) untersuchten das Serum von totgeborenen Ferkeln aus
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17 Schweineherden, in denen Fruchtbarkeitsstorungen aufgetreten waren
und verglichen die Nachweishaufigkeiten mittels MAT mit denen in der
Kultur und im Immunfluoreszenztest. Zwar konnten sie die hochsten
Nachweisraten mit 47,06 % (8 / 17) im MAT im Gegensatz zu 35,29 %
(6 / 17) im Immunfluoreszenztest und 29,41 % (5 / 17) in der Kultur
feststellen. Allerdings waren auch in dieser Studie 35,29 % (6 / 17) der
untersuchten Proben nicht mittels MAT auswertbar. In einer Studie aus
den Vereinigten Staaten wurden verschiedene Nachweismethoden im
Rahmen der Leptospirendiagnostik beim Pferd untersucht (EROL et al.,
2015). In dieser Studie lag die Nachweisrate im mittels MAT untersuchten
Herzblut von abortierten Fohlen niedriger als die Nachweisrate in mittels
PCR untersuchtem fetalen Nierengewebe. Diese Ergebnisse decken sich
mit jenen aus der vorliegenden Studie. Dies kann zum einen an der
geringeren Sensitivitat des MATs im Gegensatz zu der von
molekularbiologischen Methoden liegen (FERREIRA et al.,, 2014). Zum
anderen sind die Titer bei einer akuten Infektion oft niedrig, weshalb der
MAT einer Einzelprobe nicht immer aussagekraftig ist (MULLAN &
PANWALA, 2016). Eine weitere mogliche Erklarung konnte darauf
basieren, dass abhangig von der jeweiligen infizierenden Serovar, die zu
mehr oder weniger schnellen, akuten fetalen Infektionen fuhren, die Feten

nicht genug Zeit hatten, um Antikorper vor ihrem Absterben zu entwickeln.

Es kann also zusammenfassend vermutet werden, dass sich fetales
Herzblut nicht fur die serologische Untersuchung eignet. Damit konnen
die beiden ursprunglich formulierten Arbeitshypothesen nicht bestatigt
werden: Weder eignet sich Herzblut von Ferkeln, deren Scheitel-Steil3-
Langen ein Alter von mindestens 70 Tagen erwarten lassen genauso, um
eine Leptospireninfektion eines Wurfes im Fall von SMEDI zu identifizieren
wie der Nachweis von DNA aus Gewebeproben. Noch ist die Kombination
aus der Untersuchung von Herzblut von SMEDI-Ferkeln deren Scheitel-
Steil3-Lange ein Alter von mindestens 70 Tagen erwarten lasst, und der
Untersuchung von Mageninhalt, Niere, Leber und Mekonium auf
Leptospiren-DNA vergleichbar mit dem Einsatz des MATs mit Serum der
Muttersau. Dem als Goldstandard geltendem MAT kommt in der

Leptospirendiagnostik dennoch eine bedeutende Wichtigkeit zu, da mittels
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MAT eine genauere Serovarenbestimmung als durch die derzeit
verfugbaren PCR-Assayas moglich ist (EROL et al., 2015). Auch wenn
Leptospira spp. in der Literatur regelmaBig mit SMEDI in Verbindung
gebracht werden, fehlen weiterfuhrende Studien zu diesem Thema und es
mangelt an epidemiologischem Wissen sowie diagnostischen
Empfehlungen fur den Praktiker. Es ist anzunehmen, dass die Leptospirose
als weltweit am weitest verbreiteten Zoonose (ADLER & DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010) auch in Zukunft an Bedeutung in der
Schweinemedizin zunehmen konnte (STRUTZBERG-MINDER et al., 2018),
weshalb zukunftige Studien zum besseren Verstandnis von Leptospira spp.

notig sind.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der Literatur wird die Leptospirose immer wieder im Zusammenhang
mit SMEDI (stillbirth, mummification, embryonic death, infertility)
genannt. Dennoch fehlen weiterfuhrende Studien, weshalb es das Ziel der
vorliegenden Arbeit war, Ansatzpunkte zu liefern, um die Diagnostik
hinsichtlich einer Leptospireninfektion bei Vorliegen von SMEDI zu
optimieren. Dazu wurden die Nachweishaufigkeiten mittels PCR in
verschiedenen Geweben und Phanotypen von Ferkeln aus SMEDI-
assoziierten Wurfen untersucht. Es sollte Uberpruft werden, ob der
Mageninhalt bzw. Mekoniummaterial besser fur den
molekularbiologischen Nachweis geeignet sind als die klassischerweise
empfohlenen Zielorgane Niere und Leber. Zusatzlich sollte der Mehrwert
der Untersuchung von fetalem Herzblut auf Antikorper evaluiert werden,
und es sollte untersucht werden, ob diese serologische Untersuchung in
Kombination mit der molekularbiologischen Untersuchung der oben
genannten Gewebe vergleichbar mit dem Einsatz des MATs mit Serum der
Muttersau ist. Hierzu wurden insgesamt 158 mittels stratified random
sampling ausgewahlte Ferkel aus 40 SMEDI-assoziierten Wurfen aus 18

Bestanden untersucht.

In 12,66 % (20 / 158) der untersuchten Poolproben von Ferkeln aus 15 %
(6/40) der Wurfe aus 11,11 % (2 /18) der Bestande war Leptospiren-DNA
mittels LipL32-Screenings nachweisbar. Die hochste Nachweisrate konnte
in autolytisch totgeborenen Ferkeln mit 6,33 % (10 / 158), gefolgt von
mumifizierten Ferkeln mit 5,06 % (8 / 158) und frisch totgeborenen und
lebensschwachgeborenen Ferkeln mit jeweils 0,63 % (1 / 158) gezeigt
werden.  Sowohl beim LipL32-Screening als auch bei der
subtypspezifischen qPCR auf die Subclade P1 war die Nachweishaufigkeit
bei autolytisch totgeborenen Ferkeln am hochsten. Eine Empfehlung fur
die Auswahl von autolytisch totgeborenen Ferkeln in Bezug auf die

Probenentnahme kann demnach ausgesprochen werden.

Bei den verschiedenen untersuchten Geweben konnten sowohl im LipL32-

Screening als auch bei der subtypspezifischen qPCR auf P1 die hochsten
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Nachweisraten in der Niere mit 12,03 % (19 / 158), gefolgt von der Leber
mit 10,76 % (17 / 158), vom Mageninhalt mit 9,49 % (15/ 158) und dem
Mekonium mit 8,86 % (14 / 158) positiven Ergebnissen gezeigt werden.
Dabei lagen die ct-Werte der Niere im LipL32-Screening signifikant
niedriger als die der Mageninhalts- und Mekoniumproben, und die der
Leberproben  ebenfalls  signifikant  niedriger als  die  der
Mageninhaltsproben. Diese Ergebnisse bestatigen den in der Literatur
beschriebenen diagnostischen Wert von Nieren- und Leberproben im
Rahmen der molekularbiologischen Leptospirendiagnostik. Eine
Empfehlung zum Beproben von Mageninhalt- und Mekoniummaterial

kann nicht ausgesprochen werden.

Im Rahmen der serologischen Untersuchung mittels MAT wurden
insgesamt 44,44 % (16 / 36) der Sauen aus 62,5 % (10 / 16) der Bestande
positiv auf Antikorper gegen Leptospira spp. getestet. Die Serovar
Bratislava wurde mit 38,89 % (14 / 36) am haufigsten nachgewiesen. Die
hochsten Antikorpertiter konnten bei ungeimpften Sauen gegen die

Serovar Pomona gefunden werden.

AulBBerdem wurden Herzblutproben von 104 Ferkeln, deren Scheitel-Steils-
Lange ein Alter von mindestens 70 Tagen erwarten liel3, mittels MAT auf
das Vorkommen von Antikorper gegen Leptospira spp. getestet. Alle 24
(100 %) auswertbaren Herzblutproben dieser SMEDI-assoziierten Ferkel
zeigten bei der serologischen Untersuchung mittels MAT negative
Ergebnisse. Ein Mehrwert dieser serologischen Untersuchung von fetalem
Herzblut in Kombination mit dem molekularbiologischen Nachweis von
Leptospira spp. in Gewebeproben im Gegensatz zum Einsatz des MATs im

Serum der Muttersauen konnte somit nicht festgestellt werden.
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VIl. SUMMARY

“Detection of Leptospira spp. in piglets from SMEDI (stillbirth,

mummification, embryonic death, infertility) associated litters”

Leptospirosis is repeatedly mentioned in the literature in connection with
SMEDI. However, further studies are missing, which is why the aim of the
present work was to provide a basis to optimize the detection of Leptospira
spp. in SMEDI-associated cases. For that reason, the PCR-detection rate of
different tissues and phenotypes from piglets from SMEDI-associated
litters were compared. The aim was to investigate whether stomach
content and meconium are more suitable for the molecular-biological
detection than the tissues of the kidney and liver traditionally
recommended. Furthermore, the intention was to evaluate the diagnostic
value of the serological examination of fetal heart-blood. This technique in
combination with the molecular examination of the above mentioned
tissues were to be compared to the use of MAT on the sera from the sows.
Therefore a total of 158 piglets from 40 SMEDI-associated litters from 18

farms were chosen by stratified random sampling.

In 12.66 % (20 / 158) of the examined pooled samples from piglets from
15 % (6 / 40) of the litters from 11.11 % (2 / 18) of the farms, Leptospira-
genome was detected via LipL32-Screening. The most frequent
demonstration of Leptospira-genome was found in autolytic stillborn
piglets with 6.33 % (10 / 158) positive samples, followed by mummified
piglets with 5.06 % (8 / 158), and fresh stillborn and weak-born piglets
each with 0.63 % (1/158) positive samples. The occurrence of Leptospira-
genome tended to be more frequent in pooled tissue samples from
autolytic stillborn piglets. The frequencies of detection of Leptospira-
genome were significantly higher in autolytic stillborn and in mummified
piglets compared to those in fresh stillborn piglets in the LipL32-Screening
as well as in the subtype-specific qPCR on Subclade P1. Therefore the

sampling of autolytic stillborn piglets can be recommended.

The comparison of the results from different tissues showed that the

highest frequency of Leptospira-genome detection could be found in
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samples of the kidney with 12.03 % (19 / 158) positive samples, followed
by the liver with 10.76 % (17 / 158), the stomach-content with 9.49 %
(15 7/ 158) and meconium with 8.86 % (14 / 158) positive samples in the
LipL32-screening. The same results were found in the subtype-specific
gPCR on Subclade P1 respectively. On the quantitative level the samples
of the kidney showed significantly lower ct-values than the samples of
stomach-content and meconium. Furthermore, the ct-values of the samples
of the liver were significantly lower than those of the stomach-content
samples in the detection of Leptospira spp. via LipL32-screening. These
results confirm the diagnostic value of samples of the kidney and the liver
in the molecular-biological detection of Leptospira spp. The sampling of

stomach content or meconium cannot be recommended.

The serological testing for Leptospira spp. specific antibodies using MAT
on the blood serum showed positive results for 44.44 % (16 / 36) of the
sows from 62.5 % (10 / 16) of the farms. Concerning the frequency of
detection on the level of the individual serovars, the Serovar Bratislava
showed the highest rate of detection with 38.89 % (14 / 36) Bratislava-
positive tested sows. The highest antibody-titers in unvaccinated sows
were shown against the serovar Pomona. This might lead to the conclusion
that this serovar could possibly play an important role within SMEDI-

infections.

Additionally, samples of heart-blood from 104 piglets, whose crown-rump-
length allowed the assumption of an age of at least 70 days, were tested
for Leptospira spp.-specific antibodies using MAT. All 24 (100 %) of the
evaluable heart-blood samples showed negative results in the serological
testing via MAT. Thus, an increased diagnostic value of this serological
examination in combination with the molecular detection of pathogenic
Leptospira spp. in fetal tissues compared to the use of MAT on the sera

from the sows could not be shown.
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XIl. ANHANG

1. Allzemeine Informationan:
Betrieb (Mame, Anschrift]:
Betreuends Tierarztpraxis (Mame, &nschrift):

2. Angaben zum Betrieb:

&nzahl der S3uen:

Betriebsfiorm: offen/geschlossen

Sauen ja S3uen nein Ferkel ja Ferkel nein

Zuslauf

Stroheinstreu

Impfungen der Sauen:
Erreger Impfung (ja/nein) Impfzeitpunikt

PCWZ

PRV

Leptospiren

PRRSW

Rotlawf

Influenza

Sonstige?

Impfungen der Ferkel + Impfzeitpunkt

Jungsauen-Eingliederung: Impfungen der Jungsaven + Impfzeitpunit:

wvorherige Behandlungen der SMEDI-Problematik? Wann? Was?

Jungsauen-Quarantine: janein
Schadnagerbekampfung? jain=in

3. angaben zum Probenmaterial:

Sauennmummer;ohrmarkennummer?

Faritdt der Sauw:

Geburtsdatum/abortdatum:

Datumn Probengewinnung:

Anzahl l2bend geborener Ferkel:

Anzahl tot geborener Ferkel:

anzahl mumifizierter Ferksl;

4, Kennzahlen der Zucht:

Rermantierungsrate/lahr (%):

Urnrauschquote (%):

Abortrate (H):

Durchginze pro Sau/lahr

Abbildung 7: Fragebogen, der den Betriebsleitern*innen der in die Studie
inkludierten Bestande zur freiwilligen Teilnahme zugeschickt wurde
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Tabelle 21: Durchgefiihrte Bestandsimpfung je Bestand (laut
Fragebogen)

Durchgefiihrte Bestandsimpfung

Be;"i nd PCV2 PPV Leptospiren
1 X
2 X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X X
7 X X
8 X
9 X X
10 X X
11 X
12 X X X
13 X X
14 X X
15 X X
16 X X
17 X
18 X
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Tabelle 22: Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test im Rahmen der quantitativen Auswertung

der molekularbiologischen Ergebnisse

Metrische Variable

p-Wert
Kolmogorov-Smirnov Test

Anzahl Ferkel (gesamt / Wurf) 0,000
Anteil Mumien (%) 0,000
Anteil Totgeborener (%) 0,000
Anteil Autolytischer (%) 0,000
Anteil Lebendgeborener (%) 0,000
Anteil Lebensschwachgeborener (%) 0,000
SSL (mm) 0,200
Gewicht (g) 0,001
Trachtigkeitsdauer (d) 0,000
PCR Titer Pool LipL32 0,200
PCR Titer Pool P1 0,200

PCR Titer Pool P2 -
PCR Titer Niere LipL32 0,200
PCR Titer Niere P1 0,200

PCR Titer Niere P2 -
PCR Titer Leber LipL32 0,127
PCR Titer Leber P1 0,048

PCR Titer Leber P2 -
PCR Titer Mageninhalt LipL32 0,200
PCR Titer Mageninhalt P1 0,045

PCR Titer Mageninhalt P2 -
PCR Titer Mekonium LiplL32 0,200
PCR Titer Mekonium P1 0,200

PCR Titer Mekonium P2 -
Sau MAT Titer aller elf Serovaren 0,000
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Tabelle 23: Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test im Rahmen der quantitativen Auswertung

der serologischen Ergebnisse

. . -Wert
Metrische Variable Kolmogortr))v-Smirnov- Test
Anzahl Ferkel (gesamt / Wurf) 0,000
Anteil Mumien (%) 0,000
Anteil Totgeborener (%) 0,000
Anteil Autolytischer (%) 0,000
Anteil Lebendgeborener (%) 0,000
Anteil Lebensschwachgeborener (%) 0,000
SSL (mm) 0,200
Gewicht (g) 0,001
Trachtigkeitsdauer (d) 0,000
MAT Titer aller Sauen 0,000

Tabelle 24: Auf Assoziation mit dem PCR-Ergebnis uberprufte

unabhangige Variablen

a\t;r;?ir;?ollgee unabhangige Variable
Mumie (ja / nein)
totgeboren (ja / nein)
Ferkel- autolytisch (ja / nein)
ebene lebensschwachgeboren (ja /
PCR nein)
(positiv / negativ) Geschlecht (m / w)
Wurf- MAT Sau (positiv / negativ)
ebene
Bestands-

ebene

Jungsauenquarantane (ja / nein)
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Tabelle 25: Ergebnisse der Prifung auf Assoziation mittels Chi%-Test
der dichotomen Variablen mit dem PCR-Ergebnis der Ferkel

Unabhangige Abhangige p-Wert
Variable Variable Chi2-Test
Agtolyh;ch <0,001
(ja / nein)
Sau MAT
(positiv / negativ) < 0,001
Mumie
(ja / nein) PCR positiv 0,409
Lebenss.chwac.hgeboren / negativ 0,671
(ja / nein)
Geschlecht
(mannlich / weiblich) 0,695
Jungsau-Quarantane 0,055

(Ja/ nein)

Tabelle 26: Ergebnisse der Priifung auf Assoziation mittels Chi2-Test
der dichotomen Variablen mit dem MAT-Ergebnis der Sau

Unabhangige Abhangige p-Wert
Variable Variable Chi2-Test

Wurf PCR (positiv / negativ) 0,014

Bestandsgrof3e (= 300/ >300) 0,126

Parit:eit dgr Sau (JS./ AS) ‘ MAT Sau 0,418

Leptospirenimpfung (ja / nein) (positiv / 0,418

JS Quarantane (ja / nein) negativ) 0,878

Remontierungsrate (< 40 / > 40) 0,244

Abferkelungen/Sau/Jahr
(<2,3/223) 0.400
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