Aus dem
Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin
der Tierarztlichen Fakultat Universitat Minchen
Arbeit angefertigt unter Leitung von Prof. Dr. O.-R. Kaaden

und dem

Bayerischen Landesamt flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
-LGL -

Pravalenz von
Leptospirenantikorpern in bayerischen Rinderherden
und von Leptospiren bei abortierten Rinderfeten.

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwlrde
der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen

von

Martin Alfons Schmid
aus
Regensburg



Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat der
Ludwigs-Maximilians-Univeritat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referent: Univ.-Prof. Dr. O.-R. Kaaden
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. H. Ammer

Tag der Promotion: 11. Februar 2005



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

2 Literaturibersicht

2.1
2.2

2.3
2.3.1
23.2
233
234

2.4
241

Morphologie und Wachstumseigenschaften von Leptospiren
Systematik

Epidemiologie der Leptospirose beim Rind
Naturliche Reservoire fur Leptospiren
Ubertragung von Leptospiren
Pathogenese
Verlauf und Persistenz von Antikorper-Titern

Labordiagnostik der Rinderleptospirose
Direkte Nachweismethoden

2.4.1.1 Mikroskopischer Nachweis
2.4.1.2 Immunfluoreszenztest

2.4.1.3 Kulturelle Isolierung

2.4.1.4 Tierexperimenteller Nachweis
2.4.1.5 Polymerase chain reaction (PCR)

242

Indirekte Nachweismethoden

2.4.2.1 Mikroagglutinationsreaktion (MAR)

2.4.2.2 Objekttrageragglutinations-Schnelltest

2.4.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
2.4.2.4 Komplementbindungsreaktion (KBR)

3 Material und Methoden

3.1

3.1.1
3.1.2

3.2

3.2.1
3.2.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3

Probenanzahl und Auswahl zur Untersuchung der Pravalenz von
Leptospiren-Antikdrpern
Stichprobenumfang flir die Pravalenzermittlung
Auswahl der Betriebe und der Tiere, Erhebung von epidemiologisch
relevanten Daten in den Betrieben

Proben zum Nachweis von Leptospiren in abortierten Rinderfeten
und Serumproben zur Bestandsdiagnostik
Fetaler Labmageninhalt fur den Leptospiren-Nachweis
Beschaffung von Serumproben aus dem Bestand der untersuchten
Feten

Die Mikroagglutinationsreaktion
Verwendete Antigene
Kultivierung der Leptospiren
Durchfuhrung der Mikroagglutination

N

- © 0o o

14
14
15
16
16
17
19
19
21
22
22

23

23
24

25

30
30

31

32
32
33
35



3.4
3.4.1

3.4.2
3.4.3

3.5

3.6

Leptospira-spezifische PCR (polymerase chain reaction)
Vergleich zweier Methoden zur Ermittlung der optimalen DNS-
Extraktion sowie Uberprifung der Nachweisgrenze der PCR im
Probenmaterial
Extraktion der Leptospiren-DNA aus Labmageninhalt
Durchfihrung der PCR

Kulturelle Isolierung der Leptospiren aus PCR-positiven
Labmagenproben

Statistische Auswertung der Fragebdgen

4 Ergebnisse

4.1

4.2
4.21
422
423
424

4.3
4.3.1
4.3.2

4.3.3
434

Durchfihrung der Beprobung

Serologische Ergebnisse
Haufigkeit der einzelnen Serovare, bezogen auf Rinder und Herden
Regionale Verteilung der Reagenten in Bayern
Pravalenz von Herden mit Reagenten
Datenanalysen anhand des Fragebogens in Bezug auf serologisch
positive Betriebe

Ergebnisse von Leptospiren-Nachweisen in Feten und der
korrespondierenden Serologie in dem Betrieb
Ergebnisse zur Sensitivitat der Leptospiren-PCR und Vergleich von
Extraktionsmethoden
Ergebnisse der Leptospiren-PCR-Untersuchungen aus Feten
Antikorpernachweis im Herzblut der abortierten Feten
Antikdrpernachweis in Proben der Herden mit Leptospira-PCR-
untersuchten Feten

5 Besprechung der Ergebnisse

6 Zusammenfassung

7  Summary

8 Literaturverzeichnis

38

38
39
40

43
44

45
45

45
45
51
54

54

60

60
63
66

66

69

78

79

80



Abkulrzungsverzeichnis

-l
- A Dbidest.
- A. dest.

- B

- By

- Bratis.

- BSA

- bzw.

- G

- d

- DNS

- EDTA

- ELISA

- EMJH

- etal

- g

- Grippot.

- Hi-Tier

- lcteroha.

- min

- mi

- p.inf.
- PBS

- PCR
- RNS

- Spp.
- v.a.

Mikroliter

Aqua bidestillata

Aqua destillata

Thiamin

Cobalamin

Bratislava

Bovines Serum Albumin
beziehungsweise

Threshold Cycle

Tag

Desoxyribonukleinsaure
ethylene diamine tetraacetic acid
enzyme-linked immuno sorbent assay
Ellinghouse-McCullough-Johnson-Harris
et altera

Gramm

Grippotyphosa
Herkunftssicherungs- und Informationssystem fir Tiere
Icterohaemorrhagiae
Immunglobulin G

Immunglobulin M
Komplementbindungsreaktion
Leptospira
Mikroagglutinationsreaktion
Minuten

Milliliter

post infectionem
phosphate-buffered saline
polymerase chain reaction
Ribonukleinsaure

Sekunde

Spezies (Plural)

vor allem

zum Beispiel



Einleitung 1

1 Einleitung

Die Leptospirose, verursacht durch Leptospira spp., ist eine weltweit vorkommende
Infektionskrankheit und betrifft neben dem Rind viele andere Spezies. Dabei treten
Krankheitsbilder in verschiedenen Formen auf. Zumeist verlauft die Leptospireninfektion
beim Rind klinisch inapparent. Sie aullert sich meist erst im chronischen Stadium durch
Storungen in der Reproduktion. Akute Erkrankungen sind beim Rind selten und betreffen
meist Jungtiere. Der 6konomisch gréf3te Schaden wird durch die gehauft auftretenden Aborte
verursacht. Abhangig von der Region variiert dabei das Schadensausmal} stark und wird
malfdgeblich durch den Verbreitungsgrad der Leptospirose und deren klinische Auspragung
bestimmt. Einzelne Autoren sehen fiir Aborte beim Rind die Leptospiren mit bis zu 40 % als
Ursache. Bei Infektionen mit Serovar hardjo sind 60 % und mehr der Rinder im Bestand
serologisch positiv. Die Ergebnisse dieser Studien sind spezifisch flr die einzelnen Regionen
und hangen von den regionalen Umstanden der Rinderhaltung ab.

Stérungen des Reproduktionsgeschehens, insbesonders Aborte, flihren insgesamt zu
beachtlichen wirtschaftlichen Verlusten in der Rinderhaltung. Bevor gezielte MalRnahmen wie
z. B. Schutzimpfungen oder spezielle Hygieneprogramme gegen infektiése Ursachen initiiert
werden, ist die Relevanz der jeweiligen Infektion abzuklaren. Fir die Region Bayern ist die
Relevanz der Leptospirose beim Rind bislang nicht geklart. In der vorliegenden Arbeit wird
die Herdenpravalenz sowie die Pravalenz bei Abortfallen bestimmt, um die Bedeutung der
Leptospirose fiir Bayern zu ermitteln. Fir die Untersuchung der Herdenpravalenz wurde eine
randomisierte Auswahl von 1213 Betrieben herangezogen. Jeweils drei Serumproben von
Jungtieren wurden auf Antikdrper gegen Leptospiren untersucht. Die Haufigkeit von

Leptospiren bei abortierten Rinderfeten wurde mithilfe einer real time PCR ermittelt.
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2 Literaturubersicht

2.1 Morphologie und Wachstumseigenschaften von Leptospiren

Leptospiren sind langlich (0,1 ym x 6-20 um) und besitzen eine dinne, schraubenférmig
gewundene Struktur. Sie bestehen aus einem Protoplasmazylinder, zwei periplasmatischen
Flagellen und einer mehrschichtigen au’eren Hulle. Ein oder beide Enden der Leptospiren
sind frei gebogen, wodurch eine Form zustande kommt, die an Kleiderbtigel erinnert. Eine
spezifische Diagnose ist jedoch aufgrund der Morphologie alleine nicht méglich. Die starke
Beweglichkeit der Leptospiren basiert auf einer rotierenden Bewegung um die eigene Achse
und auf einer Krimmung des Bakteriums, ausgehend von den beiden Flagellen. Die
Lipopolysaccharide der Zytoplasmamembran sind in ihrer Zusammensetzung anderen
gramnegativen Bakterien ahnlich. Die Endotoxinaktivitat der Leptospiren ist vergleichsweise
gering.

Leptospiren lassen sich mit Anilinfarbstoffen kaum anfarben, daher wird die Gramfarbung
selten angewendet. Mit der Methode nach Giemsa lassen sich Leptospiren gut anfarben. Bei
fixiertem Gewebe ist die Silberimpragnation am besten geeignet. Nativ erscheinen
Leptospiren im Phasenkontrast- und Dunkelfeldmikroskop aufgrund ihrer Struktur und
Beweglichkeit typisch (FAINE 1982; LEVETT 2001).

Abbildung 1: Leptospira interrogans abgebildet im Rasterelektronenmikroskop:
(YELTON 2004)
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Leptospiren sind obligat aerob mit einem Wachstumsoptimum bei 28-30 °C. Ein Wachstum
ist zwischen 13 °C und 40 °C mdglich. Der optimale pH-Wert liegt zwischen 7 und 12. Die
Vermehrung erfolgt durch Zweiteilung bei einer Generationszeit von sieben bis zwodlf
Stunden. Dabei benétigen sie als organische Supplemente Vitamin B; und B;, und
langkettige Fettsduren (ab C14). Leptospiren kénnen ihre Energie und ihren
Kohlenstoffbedarf nur aus Fettsauren und Alkoholen beziehen. AuRerdem bendétigen sie die
Fettsauren als Substrat fir den Aufbau der Zytoplasmamembran, da langkettige Fettsauren
selbst nicht neu synthetisiert werden kénnen. Als Stickstoffquelle bendtigen Leptospiren
Ammonium-Salze. Pyruvate sind zwar nicht essenziell fir das Wachstum, beschleunigen
dieses jedoch bei einigen Serovaren z. B. Serovar hardjo. Wegen des langsamen
Wachstums ist die Gefahr der Uberwucherung durch andere Keime grof3, sodass den
Nahrmedien Hemmstoffe zur Unterdriickung der Begleitflora zugesetzt werden missen. Es
bieten sich daflr 5- Fluorouracil, Nalidixinsaure u. a. an (FAINE 1982; SELBITZ 1992).

Fir die Suspensionskultur zur Stammhaltung und fir Isolate werden verschiedene Medien
(Fletcher, Stuart, Korthof) verwendet. Am gebrduchlichsten ist das synthetische Medium
nach Ellinghouse-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), dem als Enrichment u. a. bovines
Albumin und Tween 80 zugesetzt wird. Zur Primarisolation werden vor allem halbfeste
Nahrmedien verwendet, die man durch Zusatz von 0,2 % Agar aus flussigen Medien (z. B.
EMJH) herstellt. Dabei wachsen primare Isolate langsam und benétigen flr den Nachweis im
Dunkelfeldmikroskop bis zu 13 Wochen. Subkulturen wachsen hingegen schneller und
bendtigen meist nur 10 bis 14 Tage. Die Kulturen sollten einmal in der Woche im
Dunkelfeldmikroskop kontrolliert werden, ob Leptospirenwachstum sichtbar und ob die Kultur
mit Begleitkeimen kontaminiert ist. (FAINE 1982; LEVETT 2001; ROLLE u. MAYR 2002)
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2.2 Systematik

Das Genus Leptospira gehort gemeinsam mit dem Genus Leptonema zur Familie der
Leptospiraceae in der Ordnung Spirochaetales zur Klasse der Spriochaetes (TAXONOMY
BROWSER 2004). Die bis 1989 geltende Einteilung unterschied die alle pathogenen
Leptospiren zusammenfassende Spezies Leptospira interrogans von den saprophytar
lebenden Leptospiren der Spezies Leptospira biflexa. Beide Spezies werden aufgrund ihrer
antigenetischen Eigenschaften in zahlreiche Serovare eingeteilt, wobei L. interrogans Uber
200 Serovare beinhaltet, L. biflexa uber 60 Serovare (LEVETT 2001).

Die phanotypische Einteilung der Leptospiren wurde zugunsten einer genotypischen
Einteilung aufgegeben. Durch  Hybridisierung der DNS von verschiedenen
Leptospirenstdmmen kénnen diese zu verschiedenen Genospezies zusammengefasst
werden (BRENNER et al. 1999; RAMADASS et al. 1990; RAMADASS et al. 1992). So wurde
nach der neuen Taxonomie das Genus Leptospira in 16 Genospezies eingeteilt und das
neue Genus Leptonema definiert (siehe Tabelle 1) (BRENNER et al. 1999). Am haufigsten
nutzt man fir die genetischen Verwandtschaftsstudien die Sequenz des Gens, das die 16S
ribosomale RNS (rRNS) codiert. Die DNS-Hybridisierung ist zwar die Referenzmethode, um
verschiedene Gruppen von Leptospiren zu Spezies zusammenzufassen, hat jedoch den
Nachteil, dass sie zu aufwandig fur Routineuntersuchungen ist. DNS-Fingerprinting mittels
Puls-Feld-Gel-Elektrophorese ist dagegen einfacher durchzufliihren (ELLIS et al. 1991;
HERRMANN et al. 1992; TERPSTRA 2003). Die Genotypisierung der Leptospiren behalt die
vormalige Einteilung in saprophytar lebende und pathogene Spezies nicht grundsatzlich bei
und geht auch nicht mit der Einteilung der Serovare einher (FAINE 1994). So ist zum
Beispiel mit Fingerprinting von rRNS bewiesen worden, dass das Serovar hardjo in die
Subtypen hardjobovis (Spezies L. borgpetersenii) und hardjoprajitno (Spezies L. interrogans)
unterteilt werden kann (PEROLAT et al. 1994).

Die bewahrte Einteilung der Leptospiren in Serovare hat jedoch nach wie vor ihre
Bedeutung. Der charakteristische klinische Verlauf von Leptospirosen, der Bezug zu
bestimmten Hauptwirten und die Ausbildung einer Immunitat gegen Leptospiren sind
serovarspezifisch. Bis zur Entwicklung von molekularen Untersuchungsmethoden, die
einfach und validiert sind, werden Kliniker und Epidemiologen die urspringliche Einteilung in
Serovare weiterhin verwenden (FAINE 1994; LEVETT 2001).
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Tabelle 1: Auflistung der Genospezies und Serogruppen nach BRENNER et al. (1999)

Uberarbeitet durch TERPSTRA (2003)

Spezies Serogruppen
L. alexanderi Hebdomadis, Manhao
L. borgpetersenii Ballum, Javanica, Sejroe, Tarassovi

. . Australis, Autumnalis, Canicola, Sejroe
L. interrogans sensu stricto :

Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes,

L. kirschneri Autumnalis, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae
L. noguchi Australis, Icterohaemorrhagiae
L. santarosai Hebdomadis, Mini, Pyrogenes, Sejroe, Tarassovi
L. weilii Celledoni, Javanica, Tarassovi
L. fainei® Hurstbridge
L. inadai® Lyme, Manhao
L. meyeri® Javanica, Mini, Sejroe
L. biflexa sensu stricto® Andamana
L. wolbachii Codice, Semaranga

Turneria parva

Leptonema illini®

Genomospecies 12

Genomospecies 3

Genomospecies 4°

Genomospecies 5°

@ Pathogenitat nicht geklart

® Saprophyten/andere Genera

Tureneri

“Leptonema”

Saprophytare Serogruppe Ranarum
Vorlaufig saprophytare Serogruppe Holland
Icterohaemorrhagiae

Saprophytare Serogruppe Ranarum
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2.3 Epidemiologie der Leptospirose beim Rind

2.3.1 Natulrliche Reservoire fir Leptospiren

Prinzipiell kann jeder Sauger von jedem Leptospiren-Serovar infiziert werden. Jedoch sind
die relevanten Serovare nur in bestimmten Regionen endemisch. Aufgrund der Adaptation
einzelner Serovare werden Tierarten in Hauptwirte und Nebenwirte unterteilt. Die
Verbreitung der Leptospirenserovare wird durch chronische Infektionen der Nierentubuli von
Hauptwirten getragen. Hauptwirte sind gegeniber spezifischen Leptospireninfektionen hoch
empfanglich. Dies beginstigt die Ubertragung innerhalb der Art, daher ist die Gefahr einer
Endemie flr die Hauptwirtpopulation relativ hoch. Die Tiere infizieren sich dabei meist im
jungen Alter und eine Infektion verlauft haufig subklinisch oder mit milden Symptomen. Die
Erregerausscheidung mit dem Urin kann bei chronisch infizierten Tieren mit dem Alter
zunehmen. Die Inzidenz variiert in Abhangigkeit von den Faktoren Populationsdichte,
Altersstruktur, Kontaktsituation, Klima und Witterung. Die Empfanglichkeit von Nebenwirten
bei Leptospireninfektionen ist dagegen gering. Manifestiert sich eine Infektion dennoch, so
durchlaufen Nebenwirte eine teilweise schwerere klinische Erkrankung mit moglicherweise
letalem Ausgang. Die Infektion der Nierentubuli und damit die Ausscheidung der Leptospiren
mit dem Harn ist dabei von kurzer Dauer. Nebenwirte infizieren sich hauptsachlich durch
indirekten Kontakt zu infiziertem Harn von Hauptwirten. Eine Tierart kann in Abhangigkeit
vom jeweiligen Serovar sowohl Hauptwirt als auch Nebenwirt sein. Als Reservoir kommt die
grolite Bedeutung den Nagern zu. Ratten sind Hauptwirte flir Erreger der Serogruppe
Icterohaemorrhagiae und Ballum, Mause flir die Serogruppe Ballum und Grippotyphosa
(KUIKEN et al. 1991; LEVETT 2001; LITTLE 1986; THIERMANN 1984; TURNER 1967).

Beim Rind sind verschiedene Serovare nachgewiesen worden. Die bedeutendsten sind
hardjo, pomona und grippotyphosa. Daneben kommen ebenfalls Infektionen mit
icterohaemorrhagiae, canicola, bratislava, Hebdomadis, Tarassovi, Bataviae, Autumnalis,
Australis und Sejroe vor (FAINE 1994).

Fur Serovar hardjo ist das Rind Hauptwirt. Dies ist weltweit in allen Landern, die approbate
Untersuchungen durchgeflhrt haben, mit entsprechender Isolattypisierung und hoher
Pravalenz bestéatigt worden. Durch molekularbiologische Untersuchungen kénnen zwei
Genotypen, hardjobovis und hardjoprajitno, bei Rind und Schaf unterschieden werden.
hardjobovis, das dem Rind besser angepasst ist, wurde in den meisten Landern gefunden

und wird in gréReren Mengen mit dem Rinderharn ausgeschieden. hardjoprajitno wurde
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demgegeniiber bis jetzt nur in einigen Landern, vor allem in Europa, nachgewiesen (ELLIS et
al. 1981; ELLIS 1994; ROLLE u. MAYR 2002).

Serovar pomona ist die wichtigste Ursache fir Nebenwirt-Infektionen mit Leptospiren beim
Rind in Nordamerika, Australien und Neuseeland. Als Hauptwirte dienen fiir Serovar pomona
wildlebende Tiere und das Schwein. In Teilen von Afrika, Russland und Israel ist das Rind
ebenfalls ein wichtiger Nebenwirt fir Infektionen mit Serovar grippotyphosa, dessen
Hauptwirte vor allem Wihimause sind. Des Weiteren sind Serovar Autumnalis fir Gebiete in
der Karibik, einige Serovare der Serogruppe Pyrogenes fir Teile von Afrika und Serovar
Zanoni fur Queensland als relevant beschrieben, bei denen das Rind als Nebenwirt
angegeben wird (ELLIS 1994; FAINE 1994; KUIKEN et al. 1991).
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2.3.2  Ubertragung von Leptospiren

Leptospiren werden mit einer Konzentration von tiber 10° Erreger pro Milliliter Urin wahrend
der ersten Wochen nach der Infektion ausgeschieden. Fir die Infektion eines empfanglichen
Tieres werden nur wenige Leptospiren bendtigt (HEATH u. JOHNSON 1994). Unter
natlrlichen Verhaltnissen sind die Schleimhaute des Kopfes und die verletzte aulere Haut
die Haupteintrittspforten (HANSON 1982). Wahrend einer Mastitis werden Leptospiren mit
der Milch ausgeschieden (ELLIS et al. 1976).

Die direkte Ubertragung (von Tier zu Tier) hat bei Infektionen mit Serovar hardjo fiir das Rind
die groRte Bedeutung. Als Ubertragungswege sind direkte Kontakte mit Urin, Vaginalausfluss
nach Geburt bzw. Abort (ELLIS et al. 1985) und infizierter Plazenta aber auch die venerische
Ubertragung (ELLIS et al. 1986) und die diaplazentare Ubertragung bekannt. Diese Form der
Infektion ist daher unabhangig von Einfliissen, wie Kontakt zu Nagetieren, Umgebung der
Tiere oder Klima. Die Erregerausscheidung mit dem Urin ist am gréfdten zwischen der vierten
und sechsten Woche post infectionem. Danach lasst die Intensitat der Leptospirurie nach
und die Ausscheidung erfolgt intermittierend mit einer Dauer von bis zu zwdlf Monaten,
manchmal sogar mit lebenslanglicher Persistenz (HATHAWAY u. LITTLE 1983). Oft ist dabei
der Verlauf subklinisch. Spezifische Antikdrper sind unter Umstanden nicht nachzuweisen.
Diese Aspekte fihren zum endemischen Charakter der Hardjo-Infektion beim Rind (ELLIS et
al. 1981; ELLIS 1994).

Fir die Infektion von Nebenwirten mit Leptospiren spielt vor allem die indirekte Ubertragung
eine Rolle. Die Pravalenz von Leptospireninfektionen nicht rinderadaptierter Serotypen ist
abhangig von Umwelteinflissen, die stabilisierend auf Leptospiren wirken (z. B.
Feuchtmilieu) und von der Durchseuchung und Prasenz der Hauptwirte (ELLIS 1994;
THIERMANN 1984). Eine Korrelation von nicht-wirtsadaptierten Serovaren im Rind mit der
Nagerpopulation ist nachgewiesen (HEATH u. JOHNSON 1994). Optimal fur Leptospiren ist
eine warme und feuchte Umgebung mit neutralem oder leicht alkalischem Milieu.
Leptospiren kénnen innerhalb eines pH-Bereichs von 5-6,2 und in kaltem, nicht gefrorenem
Wasser bis zu drei Wochen uberleben (SMITH u. SELF 1955; THIERMANN 1984). Einen
Anstieg von vornehmlich indirekten Infektionen kann man auch bei lang anhaltenden
Regenperioden und in Feuchtgebieten beobachten (HEATH u. JOHNSON 1994).
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2.3.3 Pathogenese

Leptospiren sind infektids und vermdgen durch intakte Schleimhaut einzudringen (HEATH u.
JOHNSON 1994). Empfangliche Tiere infizieren sich meist durch das Eindringen der
Leptospiren in die Schleimhaute der Augen, des Maules, der Nase, der Vagina und des
Penis. Auch durch das Eindringen in die verletzte oder von Wasser aufgeweichte aullere
Haut ist eine Infektion moglich. Nach einer Inkubationszeit von vier bis zehn Tagen folgt eine
Bakteriamie, die von wenigen Stunden bis zu sieben Tagen dauern kann. Wahrend dieser
Zeit verlauft die Infektion meist subklinisch. Schwere klinische Erscheinungen sind eher
selten und gehen mit Pyrexie und Leptospirenausscheidung mit der Milch einher. Am
haufigsten kommen Kklinisch manifeste Erkrankungen bei jungen Tieren vor, die mit
bestimmten Serovaren (icterohaemorrhagiae, grippotyphosa) infiziert sind. Dabei kdnnen
Hamoglobinurie, lkterus, Fieber, Andmie und Dyspnoe durch Lungenstau vorkommen. Dies
wird durch eine funktionelle Zerstérung von inneren Organen verursacht, manchmal kommt
es zusatzlich zu einer Meningitis. Eine hamolytische Anamie, verursacht durch Produktion
von Hamolysinen, aber auch die ischamische und toxische Schadigung von Hepatozyten
bedingen den lkterus. Spater kann es zu einer intravaskuldren hamolytischen Anamie
kommen, die durch auf Erythrozyten anheftende Leptospirenantigene mit anschlielender
Antikdrperreaktion verursacht wird. Wahrend dieser Zeit kdnnen Leptospiren aus Blut,
Zerebrospinalflissigkeit und den meisten Organen isoliert werden.

(ELLIS 1994; PRESCOTT 1992)

Mit dem Erscheinen von zirkulierenden Antikérpern ist die Phase der ersten Bakteriamie
beendet. Gewdhnlich gelingt der erste Antikérpernachweis ab dem zehnten Tag nach der
Infektion. Die initiale Antwort ist IgM-vermittelt und kann das Wachstum der Leptospiren zwar
verzogern, diese aber nicht zerstéren. Erst die spatere IgG-Antwort ist fir die Lysis der
Leptospiren verantwortlich (HEATH u. JOHNSON 1994). Opsonisierende Antikorper
vermitteln die Beseitigung von Leptospiren. In jenen Organteilen, die von IgG-
Immunglobulinen kaum oder nicht erreicht werden, persistieren Leptospiren. Dies ist der Fall
in den proximalen Tubuli renales und im Genitaltrakt. Eine mogliche zweite Pyrexie wird
durch eine weitere Bakteriamie, eventuell auch durch Toxine, ausgelost. Beide gehen von

persistierenden Leptospiren-Foci aus.



Literaturlibersicht 10

Die Schadigung der Niere beruht auf einer interstitiellen Nephritis und einer transienten
Tubulusdegeneration und kann unbedeutend, chronisch, aber auch letal verlaufen. Bei
adulten Rindern verlauft die Infektion gewdhnlich subakut mit einer Pyrexie, Agalaktie und

Mastitis.

Ellis (1994) konnte Leptospiren noch am Tag 142 post infectionem im Uterus von Rindern
nachweisen. Die Infektion kann eine Plazentitis auslosen und auf den Fetus ibergehen. Die
Konsequenz sind Aborte, Totgeburten und die Geburten von lebensschwachen Kalbern.
Diese Schaden in der Reproduktion kdénnen zwar von allen pathogenen Leptospiren
verursacht werden, jedoch sind hauptsachlich die Serovare pomona und hardjo
verantwortlich. Der in Europa vorherrschende Subtyp hardjoprajitno soll virulenter sein und
mehr Aborte verursachen als der Subtyp hardjobovis. Bei Serovar pomona tritt das
Verwerfen gewohnlich ein bis sechs Wochen nach der akuten Infektion auf, bei Serovar
hardjo nach vier bis zwoIf Wochen. Meistens sind die Tiere wahrend der akuten Phase der
Infektion klinisch unauffallig. Das zeitliche Auftreten der Aborte und der anderen
Auswirkungen ist unterschiedlich. Hardjo-Infektionen treten vom vierten Monat bis zum Ende
der Trachtigkeit auf und verursachen wahrscheinlich auch einen embryonalen Frihtod.
Pomona-Infektionen treten gewohnlich wahrend den letzten drei Monaten der Trachtigkeit
auf, Autumnalis-Infektionen dagegen im zweiten Trimester (ELLIS 1994; PRESCOTT 1992).
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2.3.4 Verlauf und Persistenz von Antikorper-Titern

Nach der Erstinfektion beginnt ab dem dritten bis zum zehnten Tag ein nachweisbarer
leptospirenspezifischer IgM-Antikorperanstieg. Diese frihe Reaktion ist weniger
serovarspezifisch, da sie mit nichtserovarspezifischem Antigen der &uferen
Spirochaetenhiille ebenso reagiert als mit serovarspezifischem Antigen. Bei den so
genannten paradoxen Reaktionen gibt es mehrere frihe Reaktionen gegen verschiedene
Serovare. Das Serovar, das den hochsten Antikdrpertiter hervorruft, ist bei paradoxen
Reaktionen jedoch nicht fur die Infektion verantwortlich. Der Hohepunkt des IgM-Titerverlaufs
wird nach zwei bis drei Wochen p. inf. erreicht. Die IgG-Antwort ist viel langsamer und
erreicht die héchsten Titer zwischen der 12. und 30. Woche nach der Infektion. Diese spater
entstandenen Titer sind jedoch mehr serovarspezifisch (ELLIS 1994; FAINE 1994;
GODDARD et al. 1991; HEATH u. JOHNSON 1994; LEVETT 2001).

Bei einem Infektionsversuch infizierte Thiermann sechs trachtige Kihe mit Serovar hardjo.
Die ersten agglutinierenden Antikdrper konnten am vierten Tag post infectionem
nachgewiesen werden. Die hochsten Titer wurden zwischen dem 11. und 20. Tag erreicht,
das Maximum war bei einer Verdinnung von 1:81920 (THIERMANN 1982).

Zur Interpretation von Titern agglutinierender Antikérper geben KATHE u. MOCHMANN
(1967) ein Standardschema an (siehe Abbildung 2). Diese wird jedoch von spateren

Untersuchungen relativiert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Titerverlaufes bei der Leptospirose und
Bewertung serologischer Befunde, modifiziert nach KATHE u. MOCHMANN
(1967)
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Die Hoéhe der Antikorpertiter und deren Persistenz variieren stark. Es besteht eine
Abhangigkeit von der Tierart, dem Serovar und der Art der Infektion. Die breite Varianz bei
der Persistenz von Antikérpern zeigen folgende zwei Berichte von Hardjo-Infektionen.
DURFEE u. ALLEN (1980) haben bei 59 Kiihen, die sich bereits natirlich infiziert hatten,
Uber 63 Wochen hinweg den Titerverlauf verfolgt. Dabei hatten 14 von 59 Kihen (23,7 %)
sowohl bei der ersten als auch bei der letzten Untersuchung Titer Uber 1:100. Ellis hingegen
untersuchte Serum von Kiihen, die gerade abortiert hatten und bei deren Feten Serovar
hardjo isoliert werden konnte. Bei acht von 35 Kihen (22,9 %) konnten keine Antikorper
nachgewiesen werden (£1:10, MAR). Es wird davon ausgegangen, dass die Titer innerhalb
des Zeitraumes zwischen der Infektion und dem Abort soweit fallen, dass sie nicht mehr
nachzuweisen sind (ELLIS et al. 1982). Ahnliches wurde auch bei einer experimentellen
Infektion mit Serovar hardjo nachgewiesen (ELLIS u. MICHNA 1977). Bei infizierten
Menschen wird von einer nachweisbaren Antikdrperpersistenz tber funf Jahre hinweg
berichtet (LUPIDI et al. 1991).

Die Persistenz von maternalen Antikoérpern in Kalbern wird mit bis zu 13 Wochen angegeben
(PALIT et al. 1991).
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2.4 Labordiagnostik der Rinderleptospirose

Klinische Symptome der Leptospirose sind nicht pathognomonisch, auch variiert das
klinische Bild stark. Zusatzlich zu Anamnese, Klinik und Pathologie ist flr eine &tiologische
Diagnose die mikrobiologische Untersuchung unerlasslich (FAINE 1982).

Die zahlreichen Mdoglichkeiten in der Labordiagnostik unterscheidet man grundsatzlich in
Methoden, mit denen man Leptospiren oder Teile davon direkt nachweist oder indirekte

Methoden zum Nachweis von Antikérpern gegen Leptospiren.

241 Direkte Nachweismethoden

2.4.1.1 Mikroskopischer Nachweis

Die direkte mikroskopische Untersuchung ist aufgrund der zarten Struktur von nativen
Leptospiren nur bedingt aussagekraftig. Fir die Betrachtung im Hellfeldmikroskop oder im
Phasenkontrastmikroskop muissen die Leptospiren vorher fixiert und gefarbt werden. Die
Methode der Wahl ist die Lebenddarstellung im Dunkelfeldmikroskop (KATHE u.
MOCHMANN 1967). Eine Darstellung von Leptospiren im Dunkelfeldmikroskop ist in
flissigen Kulturmedien wie in Blut und Urin moglich. Diese Nachweismethode ist wenig
sensitiv und man bendtigt mindestens eine Konzentration von 10* Leptospiren/ml im
Untersuchungsmaterial. Dabei wird fir diese Diagnostik viel Erfahrung bendtigt, da haufig
nur eine geringe Anzahl von Leptospiren vorhanden und die Gefahr der Verwechslung mit
Fibrin, Zelltrimmern oder anderen Bakterien grof3 ist. Falsch positive und falsch negative
Diagnosen kommen haufig vor. Daher sind mikroskopische Untersuchungen mit anderen
Methoden zu verifizieren. Die direkte Mikroskopie von Blut wird nicht als geeignete
Routinemethode angesehen (TERPSTRA 2003; TURNER 1970).
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2.4.1.2 Immunfluoreszenztest

Die Fluoreszenztechnik wird zum Nachweis der Leptospiren in Korperhohlenflissigkeit und
vor allem in Gewebe angewandt. Der Vorteil liegt in der Mdglichkeit, die Erreger bei kleinerer
Anzahl und in starker verunreinigtem Material nachweisen zu kénnen. Die Unterscheidung
von Serovaren oder Serogruppen ist mdglich. Bei Verwendung einer Kombination aus
verschiedenen Antiseren, die mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind, kdnnen im selben
Praparat mehrere Serovare gleichzeitig nachgewiesen werden. Meistens wird die Sandwich-
Methode benutzt mit einem primaren Antiserum gegen Leptospiren (z. B. Kaninchen-Serum)
und einem Anti-Spezies-Konjugat, das mit Fluoreszenzfarbstoff z. B. Fluorescin-
Isothiocyanat markiert ist (FAINE 1982; FAINE 1994; SCHONBERG 1984). Bei einem
Vergleich wurde von 75 Kuihen Harn untersucht. Dabei konnten mithilfe der
Fluoreszenzmikroskopie bei 24 Proben Leptospiren nachgewiesen werden, durch die
Isolierung jedoch nur bei 13 Proben der Immunfluoreszenz-positiven Proben. Auch beim
Fluoreszenztest sind allerdings, wie im Dunkelfeldmikroskop, Sensitivitat und Spezifitat
eingeschrankt. Bei Verflgbarkeit spezifischer und gut adsorbierter Seren kann der

Fluoreszenztest als orientierende Untersuchung angesehen werden (BOLIN et al. 1989).
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2.4.1.3 Kulturelle Isolierung

Leptospiren wachsen sehr langsam. Unter optimalen Bedingungen betragt die
Generationsdauer sieben bis zwdlf Stunden. Als Probenmaterial kénnen Blut, andere
Korperflissigkeiten und Gewebe verwendet werden, vorausgesetzt, der Patient ist nicht mit
Antibiotika vorbehandelt. Normalerweise werden ca. 0,1 ml Blut oder eine andere Flussigkeit
bzw. zerkleinertes Gewebe dem Medium zugesetzt. Die Kultur wird bei der Bebritung
regelmafig mittels Dunkelfeldmikroskopie auf Wachstum kontrolliert. Leptospiren sind in der
Kultur frihestens nach einer Woche nachweisbar, eine Mindestkulturzeit von acht Wochen
vor einer negativen Beurteilung ist anzusetzen. Zu dieser Zeit sind bei Infizierten bereits
auch spezifische Antikorper gegen Leptospiren nachweisbar. Aus diesem Grund ist die
Isolierung fiir eine schnelle Diagnostik ungeeignet. Sie ist auBerdem in der Sensitivitat durch
Sekundarkontamination und Autolyse beeintrachtigt. Trotzdem hat die Kultur ihre
Berechtigung, da die Isolierung von pathogenen Leptospiren beweisend flir eine Infektion ist
(TERPSTRA 2003). Thiermann (1984) empfiehlt fir die Isolation von Leptospiren aus
tierischen Geweben ein Medium, das Polysorbate-80 und bovines Serumalbumin
(ELLINGHAUSEN, Jr. u. MCCULLOUGH 1965; THIERMANN 1984) enthalt bzw. ein
modifiziertes Nahrmedium EMJH (ELLINGHAUSEN u. MCCULLOUGH 1967).

2.4.1.4 Tierexperimenteller Nachweis

Diese Methode wird aus Tierschutzgrinden kaum mehr verwendet, da in vitro Kulturen
vergleichbare Ergebnisse bringen. Bei Probenkontaminationen, die in vitro nicht
beherrschbar sind, hatte der Infektionsversuch im Tier gewisse Vorteile.

Geeignet sind Goldhamster, Mause und Meerschweinchen. Je nach Grofle des
Versuchstieres werden 0,3-1,0 ml der aufbereiteten Proben beim Versuchstier intraperitoneal
verimpft. Nach dem Auftreten von Krankheitserscheinungen werden Blut und
Peritonealexsudat entnommen und mikroskopisch wie kulturell untersucht. Uberleben die
Tiere langer als zwei Wochen, wird ihr Blut serologisch untersucht (SCHONBERG 1984;
TERPSTRA 2003).
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2.4.1.5 Polymerase chain reaction (PCR)

Der Nachweis durch Amplifikation von Leptospiren-spezifischen DNA-Sequenzen ist bei
verschiedenen klinischen Proben mdglich. Als Probenmaterial werden Blut, Liquor
cerebrospinalis, Urin und Gewebeproben verwendet. Die amplifizierte DNA kann mit der
Agarosegelelektrophorese oder durch Hybridisierung mit Gensonden nachgewiesen werden.
Dabei wird durch Einsatz von Gensonden, wahrend der PCR oder danach, die Spezifitat
erhoht.

Als Ansatzpunkte fiir die Primerpaare sind mehrere Genloci beschrieben. Am haufigsten
werden die Gene fiir die 16S oder 23S rRNA verwendet (HOOKEY 1992; MERIEN et al.
1992; WAGENAAR et al. 1994; WOO et al. 1997), aber auch repetitive elements kommen
zum Einsatz (SAVIO et al. 1994; WOODWARD et al. 1991). Weitere Genorte, die fir
Sekretionsproteine bzw. Flagelline codieren, wurden fir die Diagnostik ausgewahlt
(GRAVEKAMP et al. 1993; KEE et al. 1994). (LEVETT 2001; TERPSTRA 2003)

Zwei der beschriebenen Methoden, Merien (MERIEN et al. 1992) und Gravekamp
(GRAVEKAMP et al. 1993), wurden mit klinischem Material evaluiert, wobei beide Methoden
sensitiver waren als alle durchgefuhrten Standardmethoden einschlieBlich der
Leptospirenkultur (BROWN et al. 1995; MERIEN et al. 1995). Brown et al (1995) untersuchte
humanes Blut und Urin von 71 Patienten, die klinische Symptome einer akuten Leptospirose
zeigten. Mit der PCR wurden bei 44 (62 %) der Patienten Leptospiren nachgewiesen, mittels
Kultur wurde nur bei 34 Patienten (48 %) ein positiver Leptospiren-Nachweis gefihrt. Fir die
Falldefinition wurden Leptospiren-spezifische Antikorper bei 92 % der Patienten

nachgewiesen.

Bei einem Infektionsversuch mit sechs Kalbinnen wurden mehrere Nachweismethoden flr
Leptospiren verglichen. Probenmaterial war Urin, der in kontinuierlichen Abstanden von Tag
funf bis Tag 53 post infectionem aufgefangen wurde. Es standen flinf verschiedene PCR-
Methoden, die kulturelle Isolierung, die Nukleinsaure-Hybridisierung und die
Immunfluoreszenz zum Vergleich. Die beste PCR-Methode (GRAVEKAMP et al. 1993)
erbrachte eine Spezifitat von 100 % und eine Sensitivitat von 91 %. Die héchste Sensitivitat
ergab sich jedoch aus der Kombination von zwei der folgenden Nachweismethoden, der
PCR, der Kultur oder der Immunfluoreszenz (WAGENAAR et al. 2000). (LEVETT 2001)

Als Nachteil der PCR-Diagnostik ist die Gefahr von falsch positiven Ergebnissen zu nennen,
die durch minimalste Verunreinigung des Arbeitsplatzes mit Leptospiren-DNA gegeben ist.
Falsch negative Ergebnisse kdnnen dagegen durch Inhibitoren im Untersuchungsmaterial

verursacht werden. Der Vorteil der PCR-Diagnostik besteht in der Moglichkeit, Leptospiren
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sehr frih nach der Infektion bestatigen zu kdnnen, vor allem bevor der Nachweis von
Isolaten oder Antikorpern gelingt. Dies ist gerade bei einer klinischen Fragestellung von
grolter Bedeutung. Fir Fragen der Epidemiologie ist jedoch die Identifizierung des zu
Grunde liegenden Serovars von Interesse. Diese Moglichkeit ist momentan nur bei wenigen
der entwickelten PCR-Methoden (BROWN u. LEVETT 1997; OLIVEIRA et al. 1995;
ZUERNER et al. 1995) vorhanden und dann meist an andere molekulargenetische
Untersuchungsmethoden (weitere Differenzierung des Amplikons durch Sequenzierung oder
Verdauung mit Endonukleasen) verknlpft. Insgesamt sind diese Strategien zur direkten
Serovar-Diagnostik noch als aufwandig anzusehen, insbesondere da hierfir geeignete
Methoden der indirekten Diagnostik zur Verfugung stehen.

(LEVETT 2001; TERPSTRA 2003)
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24.2 Indirekte Nachweismethoden

2.4.2.1 Mikroagglutinationsreaktion (MAR)

Die Mikroagglutinationsreaktion wird als Goldstandard fur die serologische Diagnostik
bezeichnet, sie ist in der Spezifitat untbertroffen und dient der Typisierung von Serovaren.
Zudem ist sie fUr die indirekte serovarspezifische Diagnostik von Serumproben geeignet
(FAINE 1982; TERPSTRA 2003).

Bei der MAR werden das zu untersuchende Serum und die Antigen-Suspension
(Lebendkultur von Leptospiren) zu gleichen Teilen vermischt. Nach einer Inkubationszeit von
174 bis 4 Stunden bei einer Temperatur von 20-30 °C wird die Serum-Antigen-Mischung unter
dem Dunkelfeldmikrospkop auf Agglutinationen hin untersucht. Eine Reaktion wird als positiv
erachtet, wenn mehr als 50 % der Leptospiren agglutiniert sind bzw. wenn weniger als 50 %
sich frei bewegen kdnnen. Dabei wird zunachst im Vorversuch das Serum mit einer niedrigen
Verdinnung von meist 1:25 mit verschiedenen Serovaren der Leptospiren untersucht. Bei
einer positiven Reaktion wird mit dem reagierenden Serovar eine Verdinnungsreihe des
Serums getestet. Das Serum wird mit PBS-Puffer verdinnt und die mikroskopische
Untersuchung wird im Dunkelfeldmikroskop bei einer VergréBerung von 100-400 fach
durchgefiihrt (FAINE 1982; SCHONBERG 1984).

Die MAR wurde friher als Agglutinations-Lysis-Reaktion bezeichnet. Die Bezeichnung
"Lysis" wird nicht mehr verwendet, weil die "Lysis" durch Bildung kleinster Agglutinate
vorgetauscht wird, wobei die Anzahl der Einzelorganismen bei mikroskopischer Betrachtung
subjektiv stark vermindert erscheint. (SCHONBERG 1984).

Die verwendete Leptospirenkultur wird in EMJH oder Korthof-Medium geziichtet und sollte
annaherungsweise eine Dichte von 1-2 x 10° aufweisen. Als Antigen kénnen neben lebenden
Leptospiren auch abgetdtete verwendet werden. Durch diese mit Formalin (0,2 %)
abgetoteten Leptospiren ist die MAR nicht an Speziallaboratorien gebunden, welche die
erforderlichen Stamme fortlaufend ziichten und vorratig halten. AuRerdem ist der tagliche
Umgang mit toten Leptospiren flr das Laborpersonal sicherer. Bei Verwendung von
formalinisiertem Antigen ist die Sensitivitat, verglichen mit vitalem Antigen, niedriger und
Kreuzreaktionen mit heterologen Serovaren erscheinen haufiger. Das Alter, die Dichte der
Kultur und das verwendete Kulturmedium wirken sich ebenfalls auf die Reaktion aus.
Antigene, die von alten Kulturen stammen oder von Kulturen mit einer hohen Dichte an
Leptospiren, vermindern die Sensitivitdt der MAR (FAINE 1982; MYERS 1976; TURNER
1968).
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Die MAR erfasst sowohl Antikérper vom IgM-Typ als auch vom IgG-Typ. Allerdings sind die
Antikérper der IgM-Klasse weniger spezifisch und reagieren kreuzweise mit mehreren
Serogruppen. IgG-Antikérper dagegen reagieren serovarspezifisch und sind flr die
Unterscheidung der Serogruppen durch die MAR geeignet (CHERNUKHA et al. 1976). Da in
der frihen Phase der Infektion vor allem IgM-Antikérper ausgebildet werden, kann es daher
zu unspezifischen Kreuzreaktionen mit anderen Serovaren kommen. Diese Kreuzreaktionen
konnen wahrend der ersten Wochen der Infektion sogar hohere Titerstufen erreichen als die
Reaktion mit dem infizierenden Serovar. Man nennt dieses Phanomen paradoxe Reaktion.
Weniger spezifische Antikorper fallen jedoch relativ schnell ab, wahrend die
serovarspezifischen Antikdrper fur langere Zeit (Monate bis Jahre) persistieren (ELLIS 1994;
KMETY 1958; TERPSTRA 2003). Weitere Fehlerquellen, die bei der Agglutination auftreten
kdénnen, sind unspezifische Agglutinationen, die durch einen schwach sauren pH-Wert der
Leptospiren-Suspension bedingt sind, und Pseudoagglutinationen. Die Pseudoagglutination
kann bei sehr schnell gewachsenen Kulturen auftreten. Man sieht dann Leptospirenhaufen,

die aus hunderten von Spirochaten zusammengesetzt sind und ein strahlenférmiges

Aussehen haben. Diese so genannten ,Brutnester" koénnen manchmal mit echten
Agglutinationen verwechselt werden. Darum sind solche Leptopspirenkulturen nicht fur die
Agglutinationsreaktion geeignet (KATHE u. MOCHMANN 1967).

Die Signifikanz von MAR-Titern bzw. der Grenztitern ist umstritten und viel diskutiert. Um
eine genaue Aussage zum Infektionsstatus machen zu kénnen, ist die Untersuchung eines
Serumpaares notig. Idealerweise ist der Anstieg von Antikérpern bei einer frischen Infektion
um ein Vierfaches oder hoher zu sehen. Oft wird jedoch nur eine Serumprobe zur
Untersuchung eingesendet, was die Bewertung des Befundes erschwert. Zweifelsohne
weisen Titer, die groRer als 1:1000 sind und gehauft in einer Herde vorkommen, auf ein
akutes Geschehen in der Herde hin. Einige Autoren bewerten Proben erst ab einem Titer
von 1:400 als sicher positiv (BREM 1984; SCHONBERG 1984). In der Beschreibung der
WHO-Referenzmethode wird ein Titer von 1:100 als grenzwertig positiv bei der
serologischen Diagnose der Leptospirose angesehen (FAINE 1982; HEATH u. JOHNSON
1994; TURNER 1968). Ellis sieht eine grofe Steigerung der Sensitivitat in der Diagnostik bei
einer positiven Bewertung ab der Verdinnungsstufe 1:10 (ELLIS 1984). Allerdings ist dieser
Grenzwert mangels Spezifitdt fir den generellen Gebrauch nicht praktikabel (HEATH u.
JOHNSON 1994). Des Weiteren sollen fur die Beurteilung von serologischen Befunden der

Grad der endemischen Verbreitung innerhalb der Population und epidemiologische Faktoren
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(Exposition) bericksichtigt werden. In Gebieten mit einer hohen Durchseuchung haben mehr
Individuen persistierende Antikdrper von vorangegangenen Infektionen. Somit ist die
Beurteilung eines relativen niedrigen Titers dort schwieriger zu interpretieren als in
Gegenden mit einer niedrigen Durchseuchung. Auch andere Krankheiten wie Legionellose,
akute Entzindungen allgemein oder Autoimmunkrankheiten koénnen mit Antikdrpern
verbunden sein, die zu Kreuzreaktionen fiihren.

Die MAR eignet sich auch flir serovarspezifische epidemiologische Untersuchungen.
(TERPSTRA 2003).

2.4.2.2 Objekttrageragglutinations-Schnelltest

Beim Objekttrageragglutinations-Schnelltest erfolgt die Zugabe von Leptospira-Antigen zu
den Seren direkt auf einem Objekttrager und ist mit dem bloRen Auge vor dunklem
Hintergrund abzulesen. Als Antigen kommen entweder stabile, formalinisierte Pool-Antigene,
zusammengesetzt aus verschiedenen Serovaren, oder ein thermoresistenter Extrakt,
gewonnen aus dem hitzebehandelten Stamm Leptospira biflexa Patoc |, zur Verwendung.
Dieses Verfahren kann als Screeningtest zum Antikdrpernachweis im Serum eingesetzt
werden. Er ist nur wenig sensitiv fur die Diagnostik, aber nach Ansicht einiger Autoren
zufriedenstellend fur epidemiologische Fragen. Verglichen mit der MAR liegt die Spezifitat
nur bei 76,4 % (FAINE 1994; SCHONBERG 1984; WEBER et al. 1984).
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2.4.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Innerhalb der serologischen Diagnostik gewinnt die Methode des ELISAs immer mehr an
Bedeutung. Vorteile gegeniber der MAR bestehen in der einfacheren Testablesung und in
der mdglichen Unterscheidung von Immunglobulinklassen. Die Erfassung von IgM-
Antikoérpern ist ab dem dritten bis zehnten Tag nach der Infektion mdglich und wird als
sensitiver beschrieben als bei der MAR (CUMBERLAND et al. 1999). So kann zwischen
Antikérpern von frischen und langer zurlickliegenden Infektionen unterschieden werden.
Unter Verwendung eines genusspezifischen Antigens kann die ELISA-Diagnostik Infektionen
von verschiedenen Serovaren gleichzeitig erfassen (TERPSTRA et al. 1980). Die
serovarspezifische Erfassung von Antikdrpern mittels ELISA ist ebenfalls moglich (ADLER et
al. 1982; SURUJBALLI u. MALLORY 2001; TERPSTRA 2003; THIERMANN u. GARRETT
1983). Fur die Serodiagnostik von Hardjo-Infektionen beim Rind stehen mittlerweile mehrere
kommerziell erhaltliche ELISA-Kits zur Verfigung (WOODWARD et al. 1997).

Die Herstellung der verwendeten Antigene kann auf unterschiedliche Art und Weise
geschehen: mittels Hitzeextraktion, Ultraschallbehandlung, Salzldsung, organischer
Lésungsmittel oder Detergentien. Die schonendste Methode zur Extraktion von
Leptospirenantigenen unter Erhalt der serovarspezifischen Eigenschaften ist die
Verwendung von Detergentien (DURA 1993). Allerdings sind einige ELISAs in Abhangigkeit
vom verwendeten Antigen weniger spezifisch als die MAR. Kreuzreaktionen in Verbindung
mit dem Auftreten von anderen Krankheiten wurden auch bei Leptospiren-ELISAs
beobachtet. Aufierdem ist die IgM-Diagnostik mittels ELISA im Vergleich zur MAR
unbefriedigend. Darum sollten Ergebnisse von ELISA-Untersuchungen mit einer MAR-
Untersuchung bestatigt werden.

(FAINE 1994; TERPSTRA 2003)

2.4.2.4 Komplementbindungsreaktion (KBR)

Die KBR ist nur genusspezifisch, kann aber als Screeningtest vor einer MAR-Untersuchung
durchgefiihrt werden, um MAR-Tests einzusparen. Komplementbindende Antikérper treten
frih auf, sodass die KBR speziell fir die Diagnose frischer Infektionen eingesetzt werden
kann. Bei einem Infektionsversuch waren Antikorper mit der KBR vom vierten Tag bis
maximal zur 23. Woche nachzuweisen (HODGES u. RIS 1974). Als Nachteil ist zu nennen,
dass die KBR weniger sensitiv als die MAR ist (ELLIS et al. 1982).

(ELLIS 1984; SCHONBERG 1984)
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3 Material und Methoden

3.1 Probenanzahl und Auswahl zur Untersuchung der Pravalenz von Leptospiren-
Antikorpern

Fir diese Untersuchung wurden Serumproben von Jungrindern mit einem Alter von 6 bis 24
Monaten verwendet, die fir eine randomisierte BVD/MD-Pravalenzstudie bayernweit
genommen wurden. Die Probennahme wurde von Amtstierarzten der bayerischen
Veterinaramter durchgeflihrt. Aufierdem wurden gleichzeitig Daten zum Betrieb und
Management sowie Leistungs- und Gesundheitsdaten erhoben (siehe Abbildung 3). Der zu
beprobende Betrieb und das zu beprobende Tier war den Amtstierarzten vorgegeben. Fir
die Beprobung wurden nur dann andere Tiere des Betriebes gewahlt, wenn das per EDV
vorgegebene Tier nicht vorhanden war (z. B. Verkauf). Pro Bestand wurde die Entnahme von
3 Serumproben von Rindern in einem Alter von 6 bis 24 Monaten angewiesen. AnschlieRend
wurden Blutproben und Fragebdgen an das Bayerische Landesamt flr Gesundheit und
Verbraucherschutz, Dienststelle Oberschlei3heim, geschickt. Dort wurden die Proben in dem
Serumprobengefall (Kabevette, Nimbrecht) unverziglich zentrifugiert und das Serum in ein
1,0-ml-Standard-PPN-Tube-96 (Greiner®, Essen) gefiillt. Diese wurden in Micronic Reusable
Tubeholder 96 (Greiner, Essen) sortiert und mit Capband-8 (Greiner, Essen) verschlossen.

Bis zur Auswertung wurden die Serumproben bei < —60 °C tiefgefroren.
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3.1.1 Stichprobenumfang fir die Pravalenzermittlung

Die Betriebswahl wurde aus einer Gesamtheit der rinderhaltenden Betriebe in Bayern
randomisiert durchgefihrt, um eine Ermittlung der Pravalenz unabhangig von
anamnestischen Hinweisen zu den Betrieben zu gewahrleisten. Als formale Auswahlkriterien
bei der Wahl der Betriebe wurde das Vorhandensein weiblicher Rinder alter als 27 Monate
vorgegeben (Ausschluss reiner Mastbetriebe). Zur Zeit der Erhebung wurden aus 60398
Rinderhaltern mit Milchvieh in Bayern vier Gruppen anhand der BetriebsgréfRe gebildet
(Tabelle 2). Da eine Abhangigkeit der Seropravalenz von der Betriebsgrofle vermutet wurde,
war die zahlenmalig gleiche Belegung aller BetriebsgréRenklassen vorgegeben, um einen
statistischen Vergleich diesbezlglich zu gewahrleisten. Die nétigen Daten zur Einteilung
wurden vom bayerischen Landesamt fir Statistik und Datenverarbeitung gestellt. Fir die
Auswahl der einzelnen Betriebe wurde auf Daten der zentralen Rinderdatenbank
zurtckgegriffen. Um die vorher festgelegte Klassenaufteilung Uber  HI-Tier
(Herkunftssicherungs- und Informationssystem fiir Tiere) technisch realisieren zu kénnen,

wurden behelfsweise weibliche Tiere Uber 27 Monate als Kiihe definiert.

Tabelle 2: Aufteilung der GréRenklassen nach Milchkiihen pro Herde

Grolenklasse Anzahl der Milchkihe
I 1-19
I 20-29
0 3049
vV >50
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Zur Bestimmung der nétigen Mindestzahl von Betrieben pro Gréfienklasse und flr eine
statistisch  hinreichend genaue Aussage wurde folgende Formel angewendet
(KREIENBROCK u. SCHACH 2000).

_ 1962*P*(1-P)
n= q2

n = Mindestzahl von Beobachtungen
P = Geschatzte Wahrscheinlichkeit
d = Abweichung vom Mittelwert

Als héchste Pravalenz wurden willkurlich 40 % angenommen (P = 0,4).

Bei einer Abweichung von +/- 5 % vom Mittelwert (d = 0,05) und einem Vertrauensbereich
von 95 % wurde eine Mindestanzahl von 369 (n = 369) zu beprobenden Betrieben pro
Grolienklasse errechnet. Bei vier GroRenklassen ergibt sich somit eine Gesamtzahl zu
beprobender Betriebe von 1476.

3.1.2 Auswahl der Betriebe und der Tiere, Erhebung von epidemiologisch relevanten Daten
in den Betrieben

Nach Aufteilung aller Betriebe in die GroRenklassen wurden innerhalb der GroRenklasse
jeweils 369 Betriebe zufallig per Computer ausgewahlt. Die Auswahl der Einzeltiere erfolgte
ebenfalls zufallig und EDV-unterstitzt (programmeigener Zufallgenerator der Software
Microsoft Access®). Dabei wurden pro Betrieb zehn Tiere in einem Alter von 6-24 Monaten,
falls vorhanden, zur Beprobung vorausgewahlt. Von den zehn ausgewahlten Tieren im
Betrieb war von den alteren darunter drei Seren zu gewinnen, die fir die Leptospiren-MAR
verwendet wurden. Auch wurden von diesen und flnf weiteren Rindern EDTA-Blutproben fir
die BVDV-Untersuchungen gewonnen. Zur eindeutigen Identifizierung wurden die

Serumproben mit der Ohrmarkennummer des jeweiligen Tieres beschriftet.
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Abbildung 3: Zu beantwortender Fragebogen bei der Probennahme (BRENDEL 2003)

bayerisches Landesamt
fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
Dienststelle Oberschleilfheim

Veterinarstralle 2
85764 OberschleiRheim

Fragebogen fur die Untersuchung
der BVDV - Pravalenz in Bayern

Betriebsnr. . S Datum der
Name, VVorname Probennahme
StraRe, Haus-Nr. erhebender
PLZ, Ort Tierarzt
Landkreis

(Kennzeichen) | GréRenklasse

(1) Gesamtzahl der Rinder
davon Kilhe

Kalbinnen
Jungvieh (fir eigene Nachzucht)
Kélber zur Mast im eigenen Betrieb
Zuchtbullen
Bullen/Férsen/Ochsen zur Mast im
eigenen Betrieb

(2) Mutterkuhhaltung (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

falls ja, wie viele

(3) Rasse (zutreffendes ankreuzen)
Fleckvieh
Braunvieh
Schwarzbunt
Rotbunt

1011511 o = SR

(4) Ré&umliche* Trennung zwischen Mastplatzen und Kihen/Nachzucht vorhanden (zutreffendes

ankreuzen)
ja
nein

(5) Milchvieh und Nachzucht raumlich* getrennt (zutreffendes ankreuzen)
ja
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nein

(6) Zukaufe proJahr
davon Kalber
Kalbinnen

tragende Tiere

Kuhe (1. Laktation)

Kihe (2. Laktation)

sonstige

(7) Woher stammen die Zuké&ufe vorwiegend? (zutreffendes ankreuzen)
Viehhandel
Viehmarkte
Ab-Hof-Kauf
0] 4] (0TS

und aus welcher Region
Ausland, wenn jawelches
Inland, wenn ja
Bundesland
Landkreis

(8) Mdoglichkeit zur abgesonderten* Haltung von Zukaufstieren (Quaranténestall)
(zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

falls ja, wie lange werden die Tiere gesondert gehalten ...

(9) Abgabe von Tieren als Pensionsvieh (Sammelweiden, Alpen, etc.)
(zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

(10) Aufnahme von Tieren als Pensionsvieh (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

(11) BVD-Labordiagnostik bereits durchgefiihrt (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

(12) MD-Félle im Betrieb bereits bekannt (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

falls ja, wie viele Und Wann? ...........ccccoveveviiiiicsc e
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(13) Bestand gegen BVD geimpft (zutreffendes ankreuzen)

ja

nein

falls ja
ab welchem Alter wird geimpft
mit welchem(n) Impfstoff(en)
wann war die letzte Impfung
in welchen Abstdnden wird geimpft

(14) Sind insbesondere die Tiere aus der Stichprobe gegen BVD geimpft (bitte ankreuzen, falls dies
zutrifft) und sind die Tiere in getrennten* Bereichen untergebracht (bitte als A, B oder C
ankreuzen)

OM-Nr. -~ = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - = = e
OM-Nr. - - = e
OM-Nr. - - = e

(15) Wourden PI-Tiere abgeschafft (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

falls ja, wann und wie viele L

(16) Folgende Krankheitserscheinungen in den letzten 2 Jahren im Betrieb geh&uft aufgetreten
(zutreffendes umranden: + selten; ++ gelegentlich; +++ hadufig)

Aborte +/++ [ +++
Umrindern +/++ [ +++
unregelméRige, v.a. verlangerte Brunst +/++ [ +++
Fruchtbarkeitsstérungen mit VaginalausfluB +/++ [ +++
Missgebildete Kalber +/++ [ +++
grippale Infekte (+++, wenn Uber 50% der Tiere betroffen) + / ++ / +++
Durchfalle (+++, wenn Uber 50% der Tiere betroffen) +/++ [ +++
hamorrhagische Erkrankungen + /[ ++ [ +++
Klauenprobleme +/++ /[ +++
welcher Art waren die Klauenprobleme
Mastitiden +/++ /[ +++
Todesfalle +/++ [ +++
(17) Anzahl der Tiere, die in den letzten 2 Jahren abgegangen sind e

Abgangsgrinde
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(18) Anteil der kiinstlichen Besamungin% L
(19) Erstbesamungserfolgin%

(20) Non-Return-Rate

(21) Trachtigkeitsindex (mittlere Anzahl von Besamungen pro tragend
gewordener Kuh)

(22) Nichttrachtigkeitsindex (mittlere Anzahl von Besamungen pro nicht
tragend gewordener Kuh)

(23) Mittlere Gustzeit

(24) Milchleistung (gleitender Herdendurchschnitt)

(25) Schwankungen insbesondere Einbriiche in der Milchleistung durch ungeklarte Faktoren in den
letzten 2 Jahren aufgetreten (zutreffendes ankreuzen)
ja
nein

(26) Sonstige Anmerkungen:

Vielen Dank fur ihre Mitarbeit!

Die aus dem Fragebogen gewonnenen Daten werden streng vertraulich und anonym behandelt!!

* raumliche Trennung: Separates Gebaude oder separater Bereich ohne offenen Durchgang
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3.2 Proben zum Nachweis von Leptospiren in abortierten Rinderfeten und
Serumproben zur Bestandsdiagnostik

3.2.1 Fetaler Labmageninhalt fir den Leptospiren-Nachweis

Zum Nachweis von Leptospiren wurde Labmageninhalt von abortierten Rinderfeten
untersucht. Das Probematerial stammt von abortierten Rinderfeten, die an das Bayerische
Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit in OberschleiRheim und Erlangen
eingesendet wurden. Die Proben wurden bei der Sektion von den Mitarbeitern der Abteilung
fur Pathologie entnommen. AuRerdem wurde Probenmaterial vom Institut fur Pathologie und
vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin der
Tierarztlichen Fakultat Minchen gesammelt. Die Probennahme erfolgte am frisch geéffneten
Labmagen mittels einer sterilen Einwegspritze. Bis zur Untersuchung wurden die Proben bei
—60 °C und -80 °C fur bis zu vier Wochen aufbewahrt.

Insgesamt konnten in dem Zeitraum von Mai bis Dezember 2003 154 Labmagenproben
gesammelt werden. Davon stammten 134 Proben vom Bayerischen Landesamt flr
Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Dienststelle Oberschleiheim, 17 Proben vom
bayerischen Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Dienststelle Erlangen,

und drei Proben von den Instituten der Tierarztlichen Fakultat.
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3.2.2 Beschaffung von Serumproben aus dem Bestand der untersuchten Feten

Von 57 Feten war es mdglich, fur eine serologische Untersuchung Herzblut zu gewinnen. Bei
31 Fallen wurden insgesamt 55 Serumproben unaufgefordert zur serologischen
Untersuchung mitgeschickt. Dabei handelt es sich entweder um Blutproben von Kihen, die
abortiert hatten, oder um Blutproben von Rindern, die aus demselben Bestand stammen.

Fir die Betrachtung von Zusammenhangen zwischen Leptospiren-Nachweis und dem
serologischen Geschehen wurden die einsendenden Tierarzte, soweit angegeben, oder die
Landwirte angeschrieben und zu einer serologischen Untersuchung ihres Bestandes
aufgefordert. Dies geschah in Verbindung mit der Befundmitteilung zum Leptospiren-
Nachweis. Es sollte von allen Kiihen, die abortiert hatten, und von fiinf Rindern im Alter von
6 bis 24 Monaten Serumproben genommen werden. Auf dem Untersuchungsantrag waren
aulBerdem das Alter des Tieres, die Haltungsform und das Geschlecht der Jungrinder
anzugeben. Insgesamt schickten 15 Betriebe 104 Serumproben ein. Davon stammten 45
Serumproben von Kihen, die verworfen hatten, 55 Serumproben von Jungtieren und vier
Serumproben von Kihen, die in derselben Gruppe des Laufstalles lebten, aus der ein

abortierter Fetus zur Untersuchung gebracht wurde.
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3.3 Die Mikroagglutinationsreaktion

3.3.1  Verwendete Antigene

Zum Nachweis von Leptospirenantikbrpern mit der Mikroagglutination wurde Antigen in Form
von lebenden Leptospiren beigegeben. Dafir wurden die verschiedenen Leptospirenstdmme
kontinuierlich gezichtet. Die am haufigsten vorgefundenen Serovare bei Blutproben von
Rindern, die zur Routineuntersuchung an das Bayerische Landesamt flir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, Dienststelle Oberschleillheim, eingeschickt wurden, finden bei der
vorliegenden Untersuchung Verwendung (BREM 2003). Dabei handelt es sich um sechs

verschiedene Serovare aus sechs verschiedenen Serogruppen.

Tabelle 3: Die verwendeten Serovare zur Durchfuhrung der Mikroagglutinationsreaktion:

Spezies Serogruppe Serovar Stamm

nicht definiert Sejroe hardjo Isolat des LGL
!_eptosplra Canicola canicola Hond Utrecht IV
interrogans

Leptospira . :

interrogans Grippotyphosa grippotyphosa Moska V
!_eptosplra Icterohaemorrhagiae  copenhageni Mus 20
interrogans

Leptospira Pomona pomona Pomona
interrogans

nicht definiert Australis bratislava Isolat aus Berlin
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3.3.2 Kultivierung der Leptospiren

Die beschriebenen Leptospirenstamme wurden mit einem speziellen
Leptospirengrundnahrmedium gezichtet. Das BSA-Tween-Medium wird mit und ohne
Kaninchenserum 0,5-2 % eingesetzt. Es besteht aus zwei Anteilen: 900 ml Leptospirose-
Basis-Medium EMJH und 100 ml Enrichment.

Zur Herstellung des Leptospirose-Basis-Mediums werden 2,3 g des EMJH-Mediums der Fa.

Difco (Labor Detroit) in 900 ml A. dest. geldst und anschlieliend autoklaviert.

Fir die Herstellung des Enrichment wurden folgende Stammldsungen in A. bidest.
hergestellt:

- 0,5 g Eisensulfat (FeSO4* 7H,0) in 100 ml
- 1,0 g Brenztraubensaure (CH;COCOO Na) in 10 ml
- 0,4 g Zinksulfat (ZnSO4 * 7H,0) in 100 ml
1,5 g Magnesiumchlorid (MgCl, * 6H,0)
+ 1,5 g Calciumchlorid (CaCl, * 2H,0) zusammen in 100 ml
- 10,0 g Glycerol (C3HgO3) in 90 ml
- 10,0 g Tween 40 in 90 ml
- 10,0 g Tween 80 in 90 ml
Tween wird im Wasserbad bei 56 °C geldst.
- 0,002 g Cyanocobalamin (Vit. By;) in 100 ml

Fiir 100 ml Enrichment wurden 10 g bovines Serumalbumin (BSA) (z. B. Serva® 11930) in 50

ml A. bidest. auf dem Magnetrihrer gelost.
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Zu der 50-mI-BSA-Lésung wurden folgende Mengen der bereits hergestellten

Stammldsungen zugegeben und anschlieflend mit A. bidest. auf 100 ml aufgefullt:

- 1 ml Brenztraubensaure

- 1 ml Glycerin

- 1 ml Magnesium-Calciumchlorid

- 1 ml Zinksulfat

- 1 ml Cyanocobalamin

- 3,5ml Tween 40

- 9,0 ml Tween 80

- 10 ml Eisensulfat

- evt. Zugabe von Kaninchenserum 0,5 %-2 %

- pH-Wert einstellen bei 7,25-7,30 mit 1 N NAOH

Die fertige Enrichment-Lésung wurde flr den spateren Bedarf bei -20° C eingefroren.

Das BSA-Tween-Medium wird aus einem Teil Enrichment und neun Teilen EMJH hergestelit
und steril filtriert (Seitz-Filter, Gréke 14 D)

Fir die Kulturen von Serovar hardjo, grippotyphosa, pomona und bratislava wurden 2 %
Kaninchenserum zur Enrichment-Losung gegeben.

Aliquote der Leptospira-Kulturen wurden jeweils nach Kontrolle auf Eignung unter dem
Dunkelfeldmikroskop (Dichte, Vitalitdt, Kontamination mit anderen Bakterien) zum Beimpfen
von neuen Kulturen verwendet. Das Abfilillen des BSA-Tween-Mediums in Reagenzglaser
und das Impfen der neuen Kulturen geschah an einer sterilen Sicherheitswerkbank. Dabei
wurde ca. ein Teil der Impfkultur zu neun Teilen BSA-Tween-Medium gegeben. Die
Inkubation wurde bei 29 °C im Brutschrank fir drei bis sieben Tage durchgefuhrt.

Vor Verwendung der Kultur fir die MAR wurde sie stets makroskopisch und mikroskopisch
auf Dichte der Leptospiren und Kontamination mit anderen Bakterien kontrolliert. Die

Kulturen mit den Arbeitsstammen wurden maximal zwei Wochen fir die MAR verwendet.
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3.3.3 Durchfihrung der Mikroagglutination

Die verwendete Untersuchungstechnik basiert auf den Modifizierungen der
Agglutinationsreaktion von Cole (COLE, Jr. et al. 1973) und stutzt sich auf die Ausfuhrungen
der deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (SCHONBERG 1984).

Zur Erstellung der Serumverdinnung wurde eine phosphatgepufferte NaCl-Lésung (PBS)
verwendet. Deren Herstellung erfolgte durch Auflésung von 8,5 g NaCl, 0,85 g Na,HPO,*
2H,0 und 0,25 g KH,PO, in einem Liter Aqua bidest.

Die Serumverdiinnung (1:25) wurde in einem 96-Loch-Masterblock (Greiner®, Essen) erstellt.
Dafiir wurden zuerst in jede Kavitat 600 ul PBS-Puffer vorgelegt und anschlieRend 25 pl

Serum dazugegeben und vermischt.

Die Durchfiihrung des Vorversuchs erfolgte mit den sechs Antigenstammen bei einer
Serumverdinnung von 1:50. Fur die Untersuchung von Herzblut abortierter Feten wurde
eine Serumverdiinnung von 1:5 gewahlt.

Fur jedes Serovar wurde eine separate 96-Loch-Mikrotiterplatten (Mictotest Plate 96- Well,
Flat bottom, Sarstedt®) verwendet. In die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurde 50 pl von
jedem Serum mit der Vorverdinnung 1:25 einpipettiert. Dazu wurden 50 ul Antigen des
jeweiligen Serovars in jede Kavitat zugegeben und anschlieRend der Ansatz auf dem
Schittler vermischt. Nach der Inkubation im Brutschrank bei 29 °C fir 172 Stunden wurde der
Ansatz noch einmal auf dem Schiittler kurz vermischt, um dann im Dunkelfeldmikroskop bei

100-facher VergréRerung abgelesen zu werden.

Die Titerbestimmung mit Seren, die im Vorversuch positiv reagiert hatten, erfolgte im
Hauptversuch mit einer log.-Verdinnungsreihe ausgehend von 1:50 bis 1:6400. Bei
Reaktionen, die bei einer Verdlinnung von 1:6400 noch reagierten, wurde der Ansatz mit
hoheren Verdinnungsstufen angefligt. Als Vorlage wurden 50 pl PBS-Puffer in Reihe B bis H
einer Mikrotiterplatte geben. In die Reihe A wurden jeweils 100 pl Serumverdiinnung einer
Serumverdinnung 1:25, deren Titerhdhe bestimmt werden soll, gefiillt. Danach wurden mit
einer Mehrfachpipette jeweils 50 pl von Reihe A bis H Uberflhrt und vermischt, aus Reihe H

wurden zum Schluss 50 pl verworfen.
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Nach Zugabe von 50 ul Antigen des im Vorversuch positiv reagierenden Serovars in jede
Kavitat wurde die Mikrotiterplatte geschittelt. Die Inkubation im Brutschrank bei 29 °C
erfolgte fur 1%2 Stunden. Nach nochmaligem kurzem Schitteln des Ansatzes wurde dieser im

Dunkelfeldmikroskop bei 100-facher Vergrofierung abgelesen.

Eine Reaktion wurde als positiv erachtet, wenn mehr als 50 % der Leptospiren agglutiniert

sind bzw. wenn weniger als 50 % sich frei bewegen konnten.
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Abbildung 4: Nicht agglutinierte Leptospirenkultur im Dunkelfeldmikroskop bei einer
Vergrélerung von 1:100

Abbildung 5: Stark agglutinierte Leptospirenkultur im Dunkelfeldmikroskop bei einer
Vergrélerung von 1:100
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3.4 Leptospira-spezifische PCR (polymerase chain reaction)

3.4.1 Vergleich zweier Methoden zur Ermittiung der optimalen DNS-Extraktion sowie
Uberprifung der Nachweisgrenze der PCR im Probenmaterial

Die Sensitivitdt der verwendeten PCR zum Nachweis von Leptospiren wurde anhand von
Labmageninhalt eines Rinderfetus, der mit Leptospiren versetzt wurde, ermittelt. Dieser
Labmageninhalt stammte von einem Fetus aus dem Munchner Schlachthof und wurde einer
Kuh entnommen, die klinisch gesund war. Um eine quantitative Aussage treffen zu kénnen,
wurde eine Verdinnungsreihe einer Leptospirenkultur (Serovar hardjo) erstellt, deren
Bakterienkonzentration mittels Zahlkammer unter einem Dunkelfeldmikroskop bestimmt
wurde. Ein Aliquot (20 ul) des jeweiligen Verdinnungsschrittes wurde je sechs Proben mit
Labmageninhalt (180 pl) zugesetzt. Aulerdem wurde ein Labmageninhalt ohne
Leptospirenkultur als Negativkontrolle untersucht.

Die anschlieBende Extraktion der DNS erfolgte mittels des von Richtzenhain et al. (2002)
beschriebenen Extraktionsprotokolls mit Proteinase K/Phenol und mithilfe des QlAamp® DNA
Mini Kit (Quiagen GmbH, Hilden). Je Verdinnungsstufe und Methode wurde DNA aus drei

Proben parallel extrahiert.
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3.4.2 Extraktion der Leptospiren-DNA aus Labmageninhalt

Zur Extraktion der DNS aus dem Probenmaterial wurde das QlAamp® DNA Mini Kit (Quiagen
GmbH, Hilden) verwendet. Bei der vorherigen Prifung dieser Extraktionsmethode fir die
Leptospirose-PCR erwies sich diese als geeignet (siehe 4.3.1). Aulerdem hat diese
Methodik gegenlber anderen Protokollen den Vorteil der einfacheren Standardisierung
(REISCHL 2003). Das Extraktionsprotokoll (tissue protocol) wurde nach Herstellerangaben
durchgeflihrt. Das restliche Material an Labmagenproben wurde bei —20 °C erneut

eingefroren. Folgende Schritte wurden fir eine DNS-Extraktion durchgefihrt:

Je nach Anzahl der Proben wurden die 1,5 ml Eppendorfgefal’e beschriftet und 20 pl
Quiagen Proteinase K vorgelegt.

Das Probenmaterial (Labmageninhalt) wurde 15 s suspendiert (Vortex), 200 ul davon in das
1,5-ml-Eppendorfgefald zugegeben und der Ansatz noch mal 15 s suspendiert.

Nach einer Inkubation von mindestens einer Stunde bei 56 °C im Thermomixer (unter
Bewegung) wurde der Inhalt der Eppendorfréhrchen zunachst kurz abzentrifugiert und
anschlief’end wurden jeweils 200 yl vom Quiagen AL-Puffer zugegeben. Weiter wurden die
Ansatze 15 s suspendiert, kurz abzentrifugiert und nochmals bei 70 °C fir 10 min inkubiert.
AnschlieBend wurden den Ansatzen 200 pl Ethanol (96-100 %) zugegeben, nochmals fur 15
s suspendiert und kurz abzentrifugiert.

Von den Eppendorfgefallen wurden die Ansatze daraufhin in die QlAamp spin column
pipettiert, verschlossen, bei 6 000 g fir 1 min zentrifugiert und die QlAamp spin column auf
ein neues 2-ml-Gefal} gesteckt.

Zum Waschen der Saulen wurde zunachst 500 yl Quiagen AW1-Puffer in jede QlAamp spin
column gegeben, diese dann bei 6 000 g fur 1 min abzentrifugiert und in neue 2-ml-Gefalke
gesteckt.

Ein nochmaliges Waschen der Ansatze erfolgte durch Zugabe von 500 ul Quiagen AW2-
Puffer in die QIAamp spin column. Die abschlieRende Zentrifugation der QlAamp spin
column erfolgte bei 20 000 g flir 2 min, gefolgt von GefalRwechsel und noch einmal bei

20 000 g far 1 min.

Zur Lésung der DNS aus den Saulen wurden die QIAamp spin column in sterile 1,5-m-
Eppendorfrohrchen gesteckt, 200 pl Quiagen AE-Puffer zugegeben, fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 6 000 g fir 1 min zentrifugiert.

Bis zur weiteren Bearbeitung der DNS-Proben wurden diese bei 5 °C (+/- 3 °C) gelagert.
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3.4.3 Durchflihrung der PCR

Die PCR wurde am Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat
Regensburg durchgeflihrt. Die molekulare Leptospirendiagnostik war dort bereits etabliert.
Das verwendete Protokoll der PCR basiert auf den Ausfiihrungen von Mérien (MERIEN et al.
1992) und bezieht sich auf ein 331 Basenpaare groRes Amplikon (Primer A, B) bzw. 289
Basenpaare groRes Amplikon bei der nested PCR (Primer C, D). Das replizierte DNA-
Fragment ist ein Teil des Gens, das fiir 16S rRNA codiert. Die verwendeten Primer sind der

Veroffentlichung von Mérien entnommen.

Verwendete Primer:

PCR
A: 5-GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3’
B: 5-TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3’

nested-PCR
C: 5'-CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA-3’
D: 5'-CTTAACCTGCTGCCTCCCCTA-3

Zur Durchfiihrung der real time PCR wurde das LightCycler-System (Roche Diagnostics,
Penzberg) verwendet. Die Detektion der replizierten DNA basiert auf dem FRET-Prinzip
(fluorescence resonance energy transfer) unter Verwendung von Hybridisation Probes
bestiickt mit dem Fluoreszenzfarbstoff LC Red 640. Die Nukleotidsequenzen dieser
Hybridisation Probes wurden von Reischl, Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der Universitat Regensburg, entwickelt (Publikation in Vorbereitung). Jede Probe
wurde mit einer nested-PCR (Primer C, D) Uberpriift.

Von der kihl (5° C +/- 3° C) gelagerten DNS wurden 5 pl dem bereits hergestellten und in
Kapillaren (LightCycler™ Capillaries, Roche Diagnostics, Penzberg) geflllten Mastermix-
Ansatz zugegeben. Ebenso wurden 5 pl aus den Kapillaren des ersten PCR-Durchgangs zu

dem Mastermix-Ansatz fur die nested-PCR bestiickten Kapillaren gegeben.
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Die Herstellung des Mastermix-Ansatzes erfolgte in einem separaten Raum. Folgende
Angaben beziehen sich auf eine Probe und wurden der jeweiligen Probenzahl entsprechend

hochgerechnet und anschliefend pipettiert:

- 2 ul Gebrauchs-Mastermix-Lésung (Cup rot), LightCycler FastStart DNA Master

Hybridization Probes (Roche Diagnostics, Penzberg)

- 2,4 ul MgCl, (4 mM)

- 0,1 yl Primer Lep-ME-A (= 0,5 uM bei C = 100 pM) (Metbion, Martinsried)

- 0,1 yl Primer Lep-ME-B (= 0,5 yM bei C = 100 uM) (Metbion, Martinsried)

- 1,33 pl Hybridisation Probes Lep-HP-1 (= 0,2 uM bei C = 3 pM)
(TIB® Metbiol, Berlin)

1,33 ul Hybridisation Probes Lep-HP-2 (= 0,2 uM bei C = 3 uM)
(TIB® Metbiol, Berlin)

7,55 ul A. dest.

Fur die Herstellung des Mastermix-Ansatzes der nested-PCR wurde analog vorgegangen,

jedoch folgende Primer verwendet:

- 0,1 yl Primer Lep-ME-C (= 0,5 pM bei C = 100 uM) (Metbion, Martinsried)

- 0,1 yl Primer Lep-ME-D (= 0,5 uM bei C = 100 uM) (Metbion, Martinsried)
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Fur die Negativ-Kontrolle wurde einer Kapillare statt DNA nur Quiagen AE-Puffer beigeflgt.
Fir die Positiv-Kontrolle wurde der Kapillare genomische Leptospira interrogans DNA
zugesetzt. Diese DNA stammt von einer Leptospiren-Kultur (Serovar hardjo) aus dem
Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, Oberschleilheim. Die
Extraktion der DNA erfolgte analog zu den Proben mit Labmageninhalt.

Fur die Amplifikation fand folgendes thermocycler-Protokoll Verwendung. Fir die initiale
Denaturierung und um die FastStart Tag DNA Polymerase zu aktivieren wurden die
Kapillaren fir 10 min auf 95 °C erhitzt. Danach wurde fir 50 Zyklen auf 95 °C fir 5 s
aufgeheizt, anschlieRend auf 55 °C fur 10 s abgeklhlt, um dann wieder auf 72 °C fur 20 s
aufzuheizen. Der Fluoreszenzwert der Reaktionsgemische wurde bei jedem Zyklus mit einer
Wellenlange von 640 nm fotometrisch gemessen.

Als ein positives Ergebnis wurde bewertet, wenn neben einem Anstieg des

Fluoreszenzwertes der Schmelzpunkt der Gensonden zwischen 61 °C und 62 °C lag.
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3.5 Kulturelle Isolierung der Leptospiren aus PCR-positiven Labmagenproben

Ruckstellproben von den Labmageninhalten, die in der PCR-Untersuchung ein positives
Ergebnis erbrachten, wurden erneut aufgetaut, um eine Anzucht von Leptospiren daraus zu
versuchen.

Die Kultivierung wurde unter vier verschiedenen Bedingungen versucht. Das verwendete
Nahrmedium EMJH und das dazugehdrige Enrichment wurden wie oben beschrieben
hergestellt. Dabei wurden 200 ml von EMJH-Medium mit 0,75 g Agar (Agar, purified BBL,
Bosch) vermischt und autoklaviert. In die noch warme Agarmischung wurden zur Herstellung
des Nahrmediums nochmals 250 ml EMJH (autoklaviert), 50 ml Enrichment-Lésung und 5 ml

Kaninchenserum gemischt.

Zur Unterdrickung des Wachstums von anderen Bakterien wurden bei zwei der
Nahrmediumansatze Antibiotika zugesetzt. Einem Nahrmedium wurden 50 mg Fluorouracil
(Sigma) zugegeben, das andere enthielt zusatzlich zu Fluorouracil (Sigma) 5 mg
Vancomycin (Vancomycin-HCI, 500 mg Eli Lilly GmbH).

Bei allen drei Ansatzen wurde abschlieRend der pH-Wert von 7,2 mit 1N-NaOH eingestellt

und die Medien wurden steril filtriert.

Das Nahrmedium ohne Hemmstoffe wurde auch ohne Agar eingesetzt. Hier wurden 450 ml
EMJH-Medium autoklaviert und anschlielend mit 50 ml Enrichment vermischt. Zur

Bebrutung wurden alle Medien zu 67,5 ml in Schraubkappenréhrchen abgefulit.

Das restliche Material der Labmagenprobe, ca. 2,0 ml, wurde gleichmallig auf die
Schraubkappenréhrchen mit den vier verschiedenen Medien verteilt und bei 29 °C bebritet.
Alle 7 d wurden die Nahrmedien auf Leptospirenwachstum und Kontamination mit anderen
Bakterien kontrolliert. Insgesamt wurden die Proben fur einen Zeitraum von drei Monaten
beobachtet.
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3.6 Statistische Auswertung der Fragebtgen

Die Angaben der Fragebégen wurde zunéchst fiir die EDV (Microsoft Access®) erfasst,
anschlielend zu den Herden in Bezug gesetzt und einer statistischen Bewertung
unterzogen. Als serologisch positive Betriebe wurden alle definiert, die mindestens ein Tier
mit einem Leptospira-MAR-Titer von 1:100 oder gréRer hatten. Betriebe mit Reagenten der
Serovare canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona und bratislava wurden flr
die statistische Auswertung zusammengefasst. Dagegen wurden die Betriebe mit Serovar
hardjo-Antikdrpern positiven Tieren aufgrund des endemischen Charakters der Infektion
separat betrachtet. Der Vergleich der Betriebe jeweils mit und ohne Seroreagenten bezuglich
der anamnestisch erhobenen Daten zu den Betrieben erfolgte statistisch. Bei allen
quantitativen Angaben (z. B. Gesamtzahl der Rinder) wurden zunachst Mittelwerte und die
dazugehdrigen Standardabweichungen fur alle betroffenen und negativen Betriebe
errechnet. Zur Ermittlung der Unabhangigkeit beider Mittelwerte (positive Betriebe — negative
Betriebe) wurde die Signifikanz mithilfe des Student t-test bestimmt. Signifikanzen fir
Vierfeldertafeln wurden mittels CHI*-Test bzw. bei Besetzung eines Feldes mit weniger als 6
Treffern mit Fisher’s Exact Test geprift. Bei zweiseitiger Fragestellung wurde flr das
Ergebnis p < 0,05, bei Anwendung der jeweiligen Verteilungsfunktion, das Merkmal als
signifikant, fir p < 0,01 als hoch signifikant und fir p < 0,001 als hoéchst signifikant
unterschiedlich in den Gruppen angegeben. Konfidenzintervalle fir binare Ereignisse wurden
mithilfe der Binomialverteilung bei jeweils einem Vertrauensbereich von 95 % errechnet. Die
Exploration erfolgte mit dem Programm Quattro Pro® (Borland) und dem Programm SAS 8.2

(Statistic Analysis System).
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4 Ergebnisse

4.1 Durchfihrung der Beprobung

Insgesamt wurden 1476 Betriebe zur Beprobung ausgewahlt. Zwischen Anfang April und
Ende September des Jahres 2003 wurden 3463 Serumproben aus 1213 Betrieben
eingesendet und untersucht. Die verbleibenden 263 Betriebe wurden aus verschiedenen
Grinden nicht beprobt (zwischenzeitliche Betriebsaufgabe, Ablehnung des Landrates, kein
Tier fur die zu beprobende Altersgruppe verfligbar, Ablehnung der Probennahme durch das
zustandige Veterindramt aus sonstigen Griinden). Der vorgesehene Zeitraum April bis Mai
2003 fir Probenentnahme konnte teilweise nicht eingehalten werden. Daher ist auch das
Alter der mit 6-24 Monaten vorausgewahlten Rinder Uberschritten worden. Im Durchschnitt

waren die Probanden 613 Tage alt.

4.2 Serologische Ergebnisse

4.2.1 Haufigkeit der einzelnen Serovare, bezogen auf Rinder und Herden

Von den 3463 untersuchten Seren reagierten 181 Seren bei einer Eingangsverdinnung von
1:50 in der MAR positiv. Die 181 positiven Seren verteilten sich auf 147 verschiedene
Betriebe (12,12 %) bei insgesamt 1213 untersuchten Betrieben.

Die Hohe der Endtiter war bei den unterschiedlichen Serovaren deutlich verschieden. Bei
allen Serovaren, aulder Serovar hardjo, war die Mehrzahl der positiven Reaktionen
vorwiegend bei den geringen Titerstufen zu messen, ab einer Verdinnungsstufe von 1:200
bzw. 1:400 reagierten nur noch wenige Seren. Die 36 flir Serovar hardjo positiv Seren
reagierten bei vergleichsweise hohen Titern, bei 28 Seren lag der Titer bei = 1:400. Eine
positive Bewertung der Seren, bis zu einer Serumverdinnung von 1:50, wird jedoch als
wenig spezifisch betrachtet. Aus diesem Grund werden alle Ergebnisse mit einem Titer

< 1:100 in der MAR fir die weitere Auswertung als negativ gewertet. In Abbildung 6 sind die

einzelnen Titer der Reagenten dargestellt.
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Abbildung 6: Anzahl der Reagenten (MAR> 1:50) gegen den einzelnen Serovar, im Bezug
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Betrachtet man die Ergebnisse ab der Verdinnungsstufe 1:100 und grofier, so betragt die
Seropravalenz unabhangig vom Serovar, bei 63 positiven Seren von insgesamt 3463
untersuchten Seren, 1,82 %. Das Konfidenzintervall fir die ganze Population wurde aus
diesen Zahlen und mithilfe der Binomialverteilung errechnet. Die Pravalenz in Bayern liegt fr
das gewahlte Stichprobenmaterial somit zwischen 1,51 % und 2,22 %, bei einem

Vertrauensbereich von 95 %.

Durchschnittlich waren die seropositiven Rinder zum Zeitpunkt der Probennahme 2,0 Jahre
alt, wahrend die restlichen Tiere im Durchschnitt 1,67 Jahre alt waren. Der Unterschied ist
hoch signifikant (Student t-test, p = 0,0062).
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Bei zwei der Seren wurde eine Doppelreaktion gegenlber zwei verschiedenen Serovaren
festgestellt. Dabei reagierten die Serovare icterohaemorrhagiae und canicola mit fast gleich

hohen Titern.

Von allen positiven Seren kommt Serovar hardjo mit 55 % am haufigsten vor, gefolgt von
Serovar grippotyphosa mit 18 %, Serovar icterohaemorrhagiae mit 13 %, Serovar bratislava
mit 8 % und Serovar canicola mit 5 %. Gegen Serovar pomona war kein Serum bei einer

Verdiinnungsstufe von 1:100 oder hdher positiv.

Abbildung 7: Verteilung der positiven Reagenten (MAR = 1:100) nach Serovaren

Bratislava Pomona

Icterohaemorrhagiae 8% 0%
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Betrachtet man die Haufigkeit und Pravalenz aller positiven Serumproben der einzelnen
Serovare zu allen untersuchten Seren, so reagierten 36 Seren (1,04 %) gegen Serovar
hardjo, drei Seren (0,09 %) gegen Serovar canicola, 26 Seren (0,75 %) gegen Serovar
grippotyphosa, acht Seren (0,23 %) gegen Serovar icterohaemorrhagiae, keine Seren gegen
Serovar pomona und funf Seren (0,14 %) gegen Serovar bratislava. Das Konfidenzintervall
der einzelnen Serovare flir bayerische Rinder in der Altersgruppe von 6 bis 24 Monaten

wurde ebenfalls durch die Binomialverteilung bestimmt und ist in Tabelle 4 zu ersehen.
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Tabelle 4: Haufigkeit, Pravalenz und Konfidenzintervall der einzelnen Serovare aller
Reagenten
Hardjo Canicola Grippot. Icteroha. Pomona Bratislava
Haufigkeit | 36 3 26 8 0 5
Pravalenz | 1,04 % 0,09 % 0,75 % 0,23 % 0 0,14 %
\‘;\;‘;ftier 0,8 % 0,04 % 0,56 % 0,16 % 0 0,04 %
Sfeerrtfr 1,37 % 0,22 % 1,03 % 0,45 % 0,09 % 0,22 %

*Bei einem Vertrauensbereich von 95%; Binomialverteilung.
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Die Leptospira-Antikorper positiven Proben stammen aus 41 verschiedenen Betrieben. Bei
13 dieser Betriebe waren zwei oder drei Seren positiv. Bei zwolf dieser Betriebe war Serovar
hardjo fir mehr als eine Probe positiv, meist auch mit héheren Titern. In Tabelle 5 sind

Serovar, Hohe des Titers und Vorkommen pro Betrieb angegeben.

Tabelle 5: Verteilung der Serovare und Hoéhe der Titer bei Betrieben mit mehreren

positiven Seren

Betrieb MAR_—Titer fur Serovar MAR-Titer far S_erovar MAR-Titer fur Serovar
hardjo icterohaemorrhagiae grippotyphosa

1 12800, 3200, 1600

2 800, 100

3 800, 100

4 1600, 400

5 800, 100

6 800, 400

7 6400, 3200, 1600

8 3200, 400, 100

9 1600, 800, 100

10 800, 400 400

11 800, 400, 100

12 6400, 200 100

13 100 100
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Eine Unterscheidung der Haufigkeit und Pravalenz der positiven Seren anhand der Anzahl
der Milchrinder pro Betrieb ist durch die Einteilung der beprobten Betriebe in GréRenklassen
maoglich. In der Grofienklasse 1 wurden neun positive Seren von insgesamt 598 beprobten
Seren (1,51 %) gefunden. Bei Betrieben der GroRenklasse 2 wurden 20 positive Seren in
insgesamt 879 beprobten Seren (2,28 %) ermittelt. Bei Betrieben der GroRenklasse 3
wurden 21 positive Seren von insgesamt 862 beprobten Seren (2,24 %) und bei Betrieben
der GroéRRenklasse 4 wurden elf positive Seren (1,23 %) von insgesamt 891 beprobten Seren
gefunden. Das Konfidenzintervall fiir die jeweilige Grélenklasse ist in Tabelle 6 angegeben.

Vergleicht man die Pravalenzen der jeweiligen BetriebsgroRenklasse mit allen Ubrigen

Betrieben mittels CHI*-Test, so ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 6: Grolienklasse, Anzahl der Milchkiihe der Klasse, gesamte Anzahl der
untersuchten Seren, Haufigkeit und Pravalenz der positiven Seren je

GroRenklasse und Konfidenzintervall

Klasse | Milchkiihe Seren Haufigkeit Pravalenz unvtveerﬁi O?,Séftr* pTgsth
1 1-19 598 9 1,51 % 0,9 % 2,60 % 0,55
2 20-29 879 20 2,28 % 1,62 % 3,28 % 0,40
3 3049 862 21 2,44 % 1,75 % 3,48 % 0,22
4 > 50 891 11 1,23 % 0,78 % 2,02 % 0,12

*Bei einem Vertrauensbereich von 95 %, Binomialverteilung.
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4.2.2 Regionale Verteilung der Reagenten in Bayern

Die regionale Unterteilung aller positiven Seren der getesteten Jungrinder in Bayern wurde
auf der Ebene der Landkreise vorgenommen. Bei der Betrachtung der regionalen Verteilung
der positiven Reaktionen ist ein Unterschied zwischen dem Serovar hardjo und den anderen
untersuchten Serovaren festzustellen.

Das Vorkommen der Serovare canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, pomona und
bratislava Ilasst keine regionale Haufung erkennen und die Verteilung erscheint
flachendeckend gleich, soweit dies die geringe Anzahl an Reagenten erkennen lasst. Die

Haufigkeit dieser Serovare wird in der Abbildung von Karte 1 zusammenfassend dargestellt.

Die Verteilung der positiv bewerteten Seren von Serovar hardjo zeigt dagegen eine
Anhaufung. Betroffen sind die acht Landkreise Bad Tolz-Wolfratshausen, Kempten/Allgau,
Lindau/Bodensee, Oberallgadu, Ostallgdu, Rosenheim, Unterallgdu und Weilheim-Schongau.
Diese Landkreise liegen alle im Siden von Bayern, im Bereich der Alpen bzw. im sidlichen
Voralpenland. Am relativ haufigsten konnte Serovar hardjo im Stadtgebiet von Kempten bei
zwei der sechs untersuchten Seren festgestellt werden. Des Weiteren folgten in der
Haufigkeit der Landkreis Oberallgau mit sieben positiven von insgesamt 44 untersuchten
Seren (16 %), der Landkreis Lindau/Bodensee mit vier positiven von insgesamt 29
untersuchten Seren (14 %) und der Landkreis Ostallgau mit elf positiven von insgesamt 185
untersuchten Seren (6 %). Diese genannten Landkreise befinden sich alle, wie auch aus

Karte 2 zu entnehmen ist, in der Region Allgau.
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Karte 1: Pravalenz und Anzahl der positiven Seren im Vergleich zu den untersuchten
Seren, aufgeteilt in die einzelnen Landkreise von Bayern fur Serovar canicola,
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, pomona und bratislava.

(erstellt mit RegioGraph 8)
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Karte 2: Pravalenz und Anzahl der positiven Seren im Vergleich zu den untersuchten
Seren, aufgeteilt in die einzelnen Landkreise von Bayern fiir Serovar hardjo.
(erstellt mit RegioGraph 8)
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4.2.3 Pravalenz von Herden mit Reagenten

Reagenten gegen die Serovare icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, canicola, pomona und
bratislava wurden in 24 (1,98 %) bayerischen Herden gefunden. Untersucht wurden 1213
Herden, daraus errechnet sich mithilfe der Binominalverteilung eine Herdenpravalenz
zwischen 1,45 % und 2,76 %, bei einem Vertrauensbereich von 95 %.

Eine Aussage zur Herdenpravalenz flr ganz Bayern ist aufgrund der regionalen
Konzentration (siehe Karte 2) bei Serovar hardjo nicht sinnvoll. Hardjo-Reagenten traten nur
in den sudlichen Landkreisen auf. Fasst man die Landkreise der Alpen und Voralpenregion
zusammen (Kempten, Memmingen, Lindau, Unterallgdu, Oberallgdu, Ostallgau, Weilheim,
Garmisch-Partenkirchen, Bad Tolz, Miesbach, Rosenheim, Traunstein und Berchtesgadener
Land), ergeben sich 307 Betriebe, die beprobt wurden. Davon hatten 18 Betriebe (5,86 %)
Reagenten gegen Serovar hardjo. Das Konfidenzintervall fiur die Pravalenz in diesen
Landkreisen liegt bei 4,10 % und 8,56 % bei einem Vertrauensbereich von 95 %. Bei den
Ubrigen bayerischen Landkreisen (n = 906 Herden) wurden keine Reagenten gefunden, die

Pravalenz liegt damit unter 0,33 % bei 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit.

4.2.4 Datenanalysen anhand des Fragebogens in Bezug auf serologisch positive Betriebe

Die Fragbdgen der einzelnen Betriebe wurden zunachst mit dem serologischen Ergebnis des
Betriebes in Bezug gesetzt. Als serologisch positiv wurde ein Betrieb betrachtet, wenn in der
Stichprobe mindestens ein Tier mit der MAR positiv (> 1:50) getestet wurde. Da Serovar
hardjo zu enzootischen Infektionen in Rinderherden flihrt, wurden die Hardjo-Antikérper-
positiven Herden separat gruppiert, wahrend Herden mit Reagenten flir andere Serovare
(canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona und bratislava) zusammengefasst
wurden. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, weil bei letzteren nur sporadische
Infektionen von Einzeltieren zu Grunde liegen dirften (siehe Literaturibersicht, Kapitel
2.3.2.). Insgesamt konnte weder fiir Hardjo-positive Betriebe noch fir Betriebe, die mit den
anderen Serovaren reagierten, ein signifikanter Unterschied gegenlber den jeweiligen
negativen Herden gefunden werden. In Tabelle 7 sind die Vergleiche von Hardjo-positiven
Herden zu den negativen Herden fur die Angaben zur HerdengrofRe, Milchleistung und

Reproduktion zu finden.
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Tabelle 7: Angaben zu HerdengréfRe, Milchleistung und Reproduktion in den 18 Herden mit
Serovar-hardjo-spezifischen Antikérpern in der Stichprobe im Vergleich zu den

1195 Ubrigen Herden, ausgenommen Herden mit Reagenten gegen andere

Serovare.
Hardjo- .
Reagenten keine Reagenten . .
vorhanden (1\1/(;r5haHr;c:32n) Vergleich der beiden Gruppen
Merkmale (18 Herden)
p
Mittelwert STD* | Mittelwert STD | Differenz** Signifikanz (Student
t-Test)

Gesamtanzahl
der Rinder 64,7 34,8 77,8 52,7 -13,1 n.s.*** 0,31
Anzahl Kiihe 30,4 15,3 34,1 21,3 -3,2 n.s. 0,54
Erstbesamungserfolg 53,6 % 13/(”4 60,1 % 106/(”2 -6,5% n.s. 0,11
Gustzeit (Tage) 82,4 22,7 79,8 28,8 2,6 n.s. 0,73
Milchleistung kg
(Herdendurchschnitt) 6801 1247 6237 1255 564 n.s. 0,07

* STD: Standardabweichung
** Differenz des Wertes (betroffene Herden) — (nicht betroffene Herden)

*** n.s. = nicht signifikant p >0,05 (Student-t-Verteilung)

Der Erstbesamungserfolg lag bei den Herden mit Hardjo-Reagenten bei 53,6 %
(Standardabweichung 17,4 %) und damit um 6,5 % niedriger als bei den Ubrigen Herden.
Der Unterschied ist nicht signifikant bei einem p von 0,11 (Student t-test). Das Merkmal
Gustzeit ist mit dem Erstbesamungserfolg verbunden. Tendenziell war die Glstzeit bei den
betroffenen Herden etwas hoher (2,6 Tage). Die weiteren Reproduktionsdaten im
Fragebogen wurden nicht ausgewertet, da die Angaben hierzu nur lickenhaft und zum Teil

inplausibel waren.
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Im Gegensatz zu den tendenziell schlechteren Ergebnissen bei den Reproduktionsdaten lag
der gleitende Herdendurchschnitt der Milchleistung bei den Hardjo-betroffenen Herden mit
6801 kg um 564 kg hoéher als bei der Vergleichsgruppe (nicht signifikant, p = 0,11). Die
Auswertung der Fragebdgen zur angegebenen Rasse flr diese Betriebe ergab, dass 13 der
18 Herden reine Braunviehherden waren und vier weitere Herden Mischherden mit Braun-
und Fleckvieh bzw. Schwarzbunte. Der gleitende Herdendurchschnitt bei allen
Braunviehherden (n = 79) lag bei 6652 kg und bei allen Schwarzbunt-Herden (n = 18) bei
7905 kg. Die Abhangigkeit der Milchleistung von der Rasse dirfte hier im Vordergrund

stehen.
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Angaben zur HerdengréfRRe, Milchleistung und Reproduktion bei Herden, die serologisch
positive Tiere gegen die Serovare canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, oder
bratislava aufwiesen, lieen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede erkennen. Die Daten

sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Tabelle 8: Angaben zu Herdengrdlie, Milchleistung und Reproduktion in den 18 Herden mit
Leptospira-spezifischen Antikérpern gegen die Serovare grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae, bratislava oder canicola in der Stichprobe im Vergleich zu

den 1191 J{brigen Herden, ausgenommen Herden mit Serovar-hardjo-

Reagenten.
Reagenten keine Reagenten
vorhanden vorhanden Vergleich der beiden Gruppen
Merkmale (21 Herden) (1191 Herden) .
Mittelwert STD* | Mittelwert STD | Differenz** Signifikanz (Student
t-Test)

Gesamtanzahl
der Rinder 71,24 55,4 77,7 52,5 -6,5 n.s.*** 0,58
Anzahl Kuhe 36,0 23,9 34,1 21,1 2,0 n.s. 0,72
Erstbesamungserfolg | 61,5 % 1?/;8 60,0 % 106/;2 1,5 % n.s. 0,73
Gustzeit (Tage) 67,6 12,4 79,9 28,8 -12,3 n.s. 0,16
Milchleistung kg
(Herdendurchschnitt) 6742 1426 6244 1239 498 n.s. 0,11

* STD: Standardabweichung
** Differenz des Wertes (betroffene Herden) — (nicht betroffene Herden)

*** n.s. = nicht signifikant p >0,05 (Student-t-Verteilung)
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Angaben zur raumlichen Trennung von Mastrindern und von Kihen und Nachzucht wurden
bei den Hardjo-positiven Herden und den Herden, die serologisch positiv mit den anderen
Serovaren reagierten (Serovar canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, und
bratislava), mit den jeweiligen negativen Herden verglichen. Dabei konnten keine
Unterschiede beobachtet werden.

Bei 14 von 18 Herden, die mittels MAR in der Stichprobe positiv fiir Serovar hardjo getestet
wurden, wurde angegeben, dass Rinder als Pensionsvieh (Sammelweiden, Alpen usw.)
abgegeben werden. Bei den negativ getesteten Betrieben wurde diese Angabe bei 65 von
insgesamt 1130 erbracht. Der Unterschied ist ,héchst signifikant* (p < 1,95, Fisher’s Exact
Test).

Ein Vergleich des Merkmals ,Abgabe von Pensionsvieh® von positiv (O von 21) und negativ
(78 von 1113) getesteten Herden fur die Serovare canicola, icterohaemorrhagiae,

grippotyphosa und bratislava ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,39).

Die Erkrankungshaufigkeiten wurden beim Vergleich von Hardjo-positiven Herden zu den
negativen Herden ausgewertet. Fur die Herden mit Reagenten zu anderen Serovaren wurde
die Auswirkung von Erkrankungsanhaufungen nicht dargestellt, da die Stichprobenzahl ein
zuverlassiges Auffinden von Herden mit sporadischen Einzelinfektionen nicht erlaubt und die
Gruppenbildung in betroffene und nicht betroffene Herden einen zu grofien Fehler bedingen
wirde. Auch waren hier Unterschiede bei den 21 Herden zu den Ubrigen Herden nicht
festzustellen.

Fur die Vierfeldertafeln wurden die Angaben ,Krankheitserscheinung® tritt gelegentlich (++)
oder haufig (+++) auf zusammengefasst und mit positiv definiert. Die Angabe
~Krankheitserscheinung® tritt selten (+) auf und keine Angabe zu diesem Punkt wurde als
negativ gesetzt. Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen Betrieben, die in der Stichprobe
positiv fir Serovar hardjo (MAR) getestet wurden und negativen Betrieben wurde fir jedes
Krankheitsmerkmal die Signifikanz im Fisher’s Exact Test geprift. In Tabelle 9 sind die
Haufigkeit der positiv und negativ gegen Serovar hardjo reagierenden Herden, die Differenz
in Prozent und eine Aussage zur Signifikanz aufgefuhrt. Bei allen Krankheitserscheinungen

konnte keine signifikante Aussage bei Vergleich der beiden Gruppen ermittelt werden.
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Tabelle 9: Angaben zu Erkrankungshaufigkeiten in den 18 Herden mit Serovar-hardjo-

spezifischen Antikdrpern in der Stichprobe im Vergleich zu den 1195 Ubrigen

Herden, ausgenommen Herden mit Reagenten gegen andere Serovare.

Hardjo-Reagenten

keine Reagenten

vorhanden vorhanden Vergleich der beiden Gruppen
(18 Herden) (1195 Herden)
Merkmale Herden mit Herden mit N P ,
. « Oignifi-  (Fisher's
vermehrt vermehrt Differenz
. . . kanz Exact
Symptomen* Anteil | Symptomen Anteil

Test)

Aborte 3 17 % 128 11 % 6 % n.s. ** 0,43
Umrindern 9 50 % 581 49 % 1% n.s. 1,00
unregelmatige 5 28% | 311 26%| 2% ns. 079
Vaginalausfluss 3 17 % 212 18 % -1% n.s. n.d.
Missbildungen 1 6 % 31 3 % 3 % n.s. 0,38
Grippe 4 22 % 269 23 % 0 % n.s. 1,00
Durchfall 6 33 % 317 27 % 7 % n.s. 0,59

hamorrhagische o o a0

Erkrankungen 0 0 % 37 3% 3 % n.s. 1,0
Klauenprobleme 5 28 % 185 15 % 12 % n.s. 0,18
Mastitiden 5 28 % 293 25 % 3 % n.s. 0,78
Tod 1 6 % 90 8 % 2% n.s. 1,0

* Anzahl der Herden, bei denen der Betriebsleiter vermehrtes Auftreten des Krankheitsmerkmals
als gelegentlich (++) oder haufig (+++) angegeben hat

** Differenz des %-Anteils: (betroffene Herden) — (nicht betroffene Herden)

*kk

n.s. = nicht signifikant p >0,05 (Fisher s-Exact-Verteilung)
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4.3 Ergebnisse von Leptospiren-Nachweisen in Feten und der korrespondierenden
Serologie in dem Betrieb

4.3.1 Ergebnisse zur Sensitivitat der Leptospiren-PCR und Vergleich von
Extraktionsmethoden

Mithilfe der PCR konnte bei beiden Extraktionsverfahren, Proteinase K/Phenol und QlAamp®
DNA Mini Kit (Quiagen GmbH, Hilden), Leptospirengenom nachgewiesen werden. Sowohl
bei der Probe mit Labmageninhalt von einem Fetus aus einem gesunden Schlachttier als
auch bei der Kontrolle ohne Organmaterial (A. bidest.) konnte keine Leptospiren-DNS
nachgewiesen werden.

Ausgehend von der gezahlten Anzahl Leptospiren im Extraktionsansatz wurde fir die
jeweilige Verdinnungsstufe die Anzahl der Leptospiren pro PCR-Ansatz errechnet. Fur beide
Extraktionsmethoden waren rein rechnerisch weniger als eine gezahlte Leptospire
nachweisbar mit einem CyWert von 36,9 (Phenol/Proteinase-K-Extraktion) und 35,6
(QlAamp® DNA Mini Kit). Bei allen Amplifikaten ergab die Analyse der Sonden-
Schmelzpunkte den typischen spezifischen Kurvenverlauf. Die mittlere Schmelztemperatur
lag bei 61,41 °C und entspricht dem Erwartungswert von 61-62 °C fir die gewahlten
Gensonden. Ein Vergleich der C-Werte der beiden Extraktionsverfahren ist in Tabelle 10
aufgefiihrt. Der Anstieg der Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit von der Zykluszahl ist flr die
verschiedenen Verdinnungsstufen fir ein Experiment in Abbildung 7 dargestellt. Fir die
jeweils parallel durchgeflihrten Extraktionen pro Methode und Verdiinnungsstufe wurden die
Ci-Werte zu einem Mittelwert zusammengefasst und verglichen. Bei den log10-
Verdunnungsreihen errechnete sich ein mittlerer Anstieg des Ci-Wertes von 3,09 bei einer
Standardabweichung von 0,73. Der erwartete Anstieg von ungefahr 3,3 Zyklen bei jeweils

einem Zehntel an spezifischer DNA wurde damit annahernd erreicht.
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Tabelle 10:  Vergleich der Leptospira-DNS-Extraktionsmethoden Proteinase K/Phenol und
QIAamp® DNA Mini Kit.

Proteinase-K/Phenol-Extraktion QlAamp®-DNA-Mini-Kit-Extraktion
Ci-Werte Delta Ci- Leptospira Ci-Werte Delta Ci- Leptospira
Mittelwert Wert * pro PCR- Mittelwert Wert pro PCR-
(Mittelwert) e Ansatz** (Mittelwert) e Ansatz
23,58 1237
2047
’ 3,42 124 28,34 309
26,81 (27.31)
(27,00) '
30,59 29,39
30,26 29,78
31.78 3,88 12 28.46 1,90 31
(30,88) (29,21)
33,37 33,17
33,23 33,24
33.24 2,40 1,2 32,71 3,83 3,1
(33,28) (33,04)
36,91 3,63 0,1 35,58 2,54 0,3
>50 - keine >50 -- keine

* C-Wert der Verdinnungsstufe minus Ci-Wert der vorherigen Verdiinnungsstufe (log10)

** Die zugefligten Leptospiren wurden im Dunkelfeldmikroskop gezahlt, angegeben ist die
rechnerische Anzahl von Leptospiren im jeweiligen PCR-Ansatz, die Verdlinnungsreihen
wurden in PBS hergestellt
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Abbildung 7: Ergebnisse eines Einzelexperiments der Real-time-PCR zur Bestimmung der
Sensitivitat und Vergleich zweier Extraktionsmethoden (Ausdruck Light-Cycler-

Data Analysis)
E 05—

0.45—

'01 _1 (] ] ] | (] | (] | 1 1
1] 5 10 15 20 5 30 35 40 45 50
Cycle Number
1 Positivkontrolle: DNA aus Leptospirenkultur (Serovar hardjo) ohne Labmageninhalt

2 Negativkontrolle: A. bidest.

3 bis 6: Phenol/Proteinase-K-Extraktion aus Labmageninhalt mit Leptospiren mit X Bakterien
im PCR-Ansatz:
3: 1236 L. Hardjo (Ci-Wert: 23,58)
4: 124 L. Hardjo (C+-Wert: 27,73)
5: 12 L. Hardjo (C+-Wert: 30,26)
6: 1,2 L. Hardjo (C+-Wert: 33,23)

7-10: QlIAamp®-DNA-Mini-Kit-Extraktion
7: 309 L. Hardjo (Ci-Wert: 28,34)
8: 31 L. Hardjo (C-Wert: 28,46)
9: 3 L. Hardjo (C-Wert: 32,71)
10: 0,3 L. Hardjo (C-Wert: 35,58)
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4.3.2 Ergebnisse der Leptospiren-PCR-Untersuchungen aus Feten

Von den 154 untersuchten Labmageninhalten von abortierten Feten konnte bei einer Probe
mittels Rea- time PCR ein fiir Leptospira interrogans spezifisches DNS-Fragment bei einem
CiWert von 36,1 nachgewiesen werden (Abbildung 8). Der Schmelzpunkt der Gensonden
lag zwischen 61 °C und 62 °C, vergleichbar mit der mitgefiihrten Positivkontrolle (Abbildung
9), und ist somit spezifisch fiir die Leptospiren-PCR.

Der Vergleich mit den Proben der Verdinnungsreihe (Abbildung 7) lasst eine
semiquantitative Aussage zur Leptospirenkonzentration zu. In der positiven Probe waren
ungefahr 60 Leptospiren pro ml vorhanden (Ci-Wert von 36,1 entspricht ca. 0,3 Leptospiren
im PCR-Ansatz mit 5 Mikroliter Ausgangsmaterial Labmageninhalt).

Eine kulturelle Untersuchung von Leptospiren aus der PCR-positiven Labmageninhaltsprobe

blieb negativ.

Die relative Haufigkeit positiver Proben bei den untersuchten Labmagenproben errechnet
sich mit 0,65 % bei einem Konfidenzintervall von 0,23 %-3,04 % (Binomialverteilung,

Vertrauensbereich 95 %).
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Abbildung 8: Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit zu den Zyklen fir die positive Probe

Eos

0.8-

0.7-

1 Positivkontrolle (Ci-Wert: 15,8), DNA aus Leptospirenkultur (Serovar hardjo)
2 Positive Probe aus Labmageninhalt (C--Wert: 36,1)
3 Negativkontrolle (A. bidest.) und negative Proben
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Abbildung 9: Schmelzpunktkurve fir die positive Labmagenprobe
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4.3.3 Antikérpernachweis im Herzblut der abortierten Feten

Von den 57 untersuchten fetalen Herzblutproben konnten bei 56 keine Antikérper in der MAR
(<1:5) gegen die untersuchten Leptospirenserovare festgestellt werden. Eine Probe zeigte
eine positive Reaktion gegen Serovar canicola bei einer Serumverdiinnung von 1:25. Das
PCR-Ergebnis der Labmagenuntersuchung dieses Fetus blieb negativ. Weitere Seren von
der Mutter oder von anderen Rindern des Bestandes standen nicht zur Verfligung.

Bei der serologischen Untersuchung des Herzblutes des Fetus, dessen Labmageninhalt

PCR-Nachweis positiv reagierte, konnten keine Antikorper nachgewiesen werden.

4.3.4 Antikérpernachweis in Proben der Herden mit Leptospira-PCR-untersuchten Feten

Von 55 serologisch untersuchten Serumproben, die bereits initial mit den Feten eingesandt
wurden, reagierten flinf Proben aus vier Betrieben positiv. Die dazugehdrigen
Labmagenproben waren bei allen vier Fallen in der Leptospira-PCR negativ. Die
serologische Herzblutuntersuchung des Fetus war jeweils negativ. Die Hohe der
nachgewiesenen Antikorpertiter und das zu Grunde liegende Serovar sind aus Tabelle 11

ersichtlich.

Tabelle 11:  Antikorpertiter und das reagierende Serovar der zur Abortdiagnostik

mitgesandten Seren (n = 55 aus 32 Betrieben)

Fall Serum 1 Serum 2 PCR-Fetus MAR-Fetus
1 Hardjo 1:1600 negativ <15
2 Grippot. 1:100 negativ <15
3 Hardjo 1:3200 negativ <15
4 Hardjo 1:3200 Hardjo 1:800 negativ <15
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Nach Aufforderung wurden 104 Seren aus 15 Betrieben zur serologischen Untersuchung der
Leptospirose eingesandt. Von diesen Blutseren konnten bei sechs Rindern aus sechs
verschiedenen Bestanden Antikérper mit Titerstufen Uber 1:100 nachgewiesen werden.
Davon waren zwei der positiven Tiere Kihe, von denen ein Fetus zur pathologischen
Untersuchung eingeschickt wurde, zwei der positiven Tiere waren ebenfalls Muttertiere, die
verworfen hatten aber die Feten nicht zur Untersuchung vorhanden waren und zwei der

positiven Tiere waren Jungtiere, die aus einem Bestand mit Abortproblemen stammten.

Aus dem Bestand mit dem PCR-positiven Fetus wurden neben dem Muttertier mehrere Tiere
serologisch untersucht. Bei der Untersuchung der Kuh, die den PCR-positiven Fetus
abortiert hatte, waren mittels MAR keine Antikorper gegen Leptospiren nachweisbar. Eine
wiederholte Untersuchung nach 3 Monaten verlief ebenfalls negativ. Vier weitere Kihe aus
der selben Laufstallgruppe und drei Jungtiere waren bei der serologischen Untersuchung
ebenfalls negativ. Aullerdem standen aus diesem Bestand fur die serologische
Untersuchung Seren von drei weiteren Muttertieren, die abortiert hatten, zur Verfigung. Von
diesen drei Kiihen mit einer Abortvorgeschichte war eine Kuh in der MAR positiv. |hr Serum
reagierte mit einer Serumverdinnung von 1:800 gegen Serovar hardjo, von 1:100 gegen
Serovar canicola und von 1:100 gegen Serovar grippotyphosa. Weitere Werte zu den

serologischen Reagenten sind in der Tabelle 11 aufgefiihrt.

Zusammengefasst standen aus 47 Betrieben Proben zur weiteren serologischen Diagnostik
zur Verfligung, von denen 7 (15 %) einen spezifischen Antikorpertiter (MAR: 1:200-1:3200)
gegen Serovar hardjo aufwiesen. Bei drei Betrieben war bereits bei den mit dem Fetus
eingesandten Proben ein Reagent gegen Serovar hardjo (Tabelle 11) vorhanden, bei 4

weiteren wurden Reagenten bei den nachgeforderten Seren gefunden (Tabelle 12).
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Tabelle 12:
Serovarspezifische Reaktionen der nachtraglich eingesendeten Seren, PCR-Ergebnis des Fetus, MAR-Herzblut Ergebnis des Fetus, Aufstallung

des Tieres und Beziehung zum untersuchten Fetus.

untersuchte rippo- ictero- bratis- Bezzlﬁrr]r:mg PCR- MAR-
Bestand Seren im Hardjo Canicola gripp : Aufstallung . Herzblut
typhosa haemorrhagiae lava eingesandten | Fetus
Bestand des Fetus
Fetus
: . nicht
1 1 200 keine Angaben Kuh mit negativ untersucht
eingesandten
2 1 200 keine Angaben Abort' negativ nicht
untersucht
3 10 3200 Laufstall weiteres negativ  negativ
Rind* mit
Abort-
4 10 800 100 100 Laufstall vorgeschichte | POsitiv negativ
5 8 100  Anbindehaltung Jungtier negativ.  negativ
6 9 800 800 Box Jungtier negativ nicht
untersucht

' Kuh, deren Fetus zur Diagnostik eingeschickt wurde

* Kuh, die abortiert hat und ebenfalls aus einer Herde stammt, aus der ein Fetus untersucht wurde
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5 Besprechung der Ergebnisse

Der Nachweis von Antikérpern gegen Leptospiren ist weniger zeitaufwandig oder
kostenintensiv als der Erregernachweis oder andere direkte Nachweismethoden.
Epidemiologische Studien mit Massenuntersuchungen zur Bestimmung der Pravalenzen
beruhen daher meist auf serologischen Untersuchungen.

Auch in der vorliegenden Studie wurde die Seropravalenz gemessen. Die Seren stammten
von randomisiert gewahlten Herden (n = 1213) und wurden im Rahmen einer BVD/MD-
Pravalenzstudie entnommen. Wegen der spezifischen Biologie des BVD/MD-Virus wurden
bei dieser Studie zur Beprobung speziell Rinder im Alter von 6—24 Monaten (Jungtierfenster)
ausgewahlt.

Diese Altersvorauswahl kann auch fir die Serodiagnostik der Leptospirose als geeignet
betrachtet werden. Wie im Literaturteil unter 2.3.4 bereits erlautert, ist der Titerverlauf der
Antikérper gegen Leptospiren von einigen Faktoren abhangig und die Titerpersistenz
variabel. Da der Zeitpunkt der zu Grunde liegenden Infektion bei einem einmaligen
Antikérpernachweis unbekannt ist, kann bei alteren Tieren keine Aussage dariiber gemacht
werden, ob diese Infektion mit einer aktuellen Herdeninfektion in Verbindung steht oder ob
es sich um ein alteres Infektionsgeschehen handelt und aktuell keine Leptospireninfektionen
in der Herde vorkommen. Auflerdem wirken die bereits vorhandenen Antikorper alterer Tiere
immunologisch protektiv. Eine erneute Infektion hat in solchen Fallen nur geringe oder gar
keine klinischen Folgen, lediglich wirden sekundare Immunreaktionen zu kurzfristigen
Titeranstiegen fihren (HATHAWAY et al. 1986). Insgesamt gesehen ist die Interpretation fir
das aktuelle Infektionsgeschehen in der Population anhand von serologischen Befunden
alterer Tiere deshalb mit Vorbehalt zu betrachten. Eine Serodiagnostik bei jungen Tieren hat
mehrere Vorteile fur die Interpretation der Befunde. Zum einen kann der Zeitpunkt der
Infektion aufgrund des limitierenden zeitlichen Rahmens der Probenentnahme auf maximal
zwei Jahre (Jungtierfenster) eingeschrankt werden, zum anderen bilden Jungtiere nach einer
Infektion zuverlassig Antikorper. Bei einem Vergleich von Jungrindern und &alteren Kihen
stellte Ellis fir die Gruppe der jungeren Kiihe eine viel hdhere Inzidenz fest und folgerte
daraus, dass jungere Rinder eine besonders wichtige Rolle fir die Epidemiologie der
Infektion spielen (ELLIS et al. 1981). Diese Aussage gilt vor allem fir Infektionen mit Serovar
hardjo, da hier das Rind Hauptwirt ist. Rinder infizieren sich bei betroffenen Herden in der
Regel in einem frihen Alter (LEVETT 2001). Persistent infizierte Rinder, die Leptospiren
dauernd oder intermittierend ausscheiden, kdnnen selbst in der serologischen Untersuchung
unauffallig bleiben. Diese persistent infizierten Rinder sorgen fir eine Durchseuchung ihrer
Herden. Solch eine Diskrepanz zwischen einem direkten Erregernachweis durch Isolierung

und dem indirekten Nachweis wurde vor allem bei alteren Tieren festgestellt (ELLIS et al.
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1986).Einen hohen Grad der Durchseuchung bei Jungrindern konnte Durfee (1980) bei 22
seronegativen Kalbinnen, die in eine mit Serovar hardjo infizierte Herde verbracht wurden,
feststellen. Nach wiederholten serologischen Untersuchungen waren 21 (95 %) dieser Tiere
serokonvertiert. Aufgrund dieser hohen Inzidenz von Serovar-hardjo-Infektionen bei
Jungrindern innerhalb der Herde wurden in der vorliegenden Studie drei Serumproben im
Jungtierfenster je Herde als ausreichend betrachtet, um den Infektionsstatus der Herde
feststellen zu kénnen. Bei einem hypothetischen Wert von nur 60 % Seroreagenten unter
Jungrindern in enzootisch Serovar-hardjo-infizierten Herden errechnet sich die
Treffersicherheit des gewahlten Verfahrens folgendermalen: Das beprobte Jungrind ist mit
40 % Wahrscheinlichkeit seronegativ, bei drei untersuchten Rindern pro Herde ergibt sich
eine Wahrscheinlichkeit von 96 % (1 - 0,4® = 0,94) mindestens einen seropositiven
Probanden zu finden. Fir die Leptospiren-Serovare, die nicht enzootisch bei Rindern
vorkommen, ist das gewahlte Stichprobenverfahren als sehr unsicher beziglich einer
Aussage zur gesamten Herde zu betrachten. Nach Literaturangaben kommen diese
Infektionen beim Rind nur sporadisch und ohne Tendenz zur Ausbreitung vor (THIERMANN
1984). Bei einer Annahme von 10 % infizierten Jungrindern in einer betroffenen Herde liegt
die Trefferdichte dann nur bei 27 %.

Fir epidemiologische Fragen wird neben den anderen verfigbaren serologischen Methoden,
wie z. B. ELISA, haufig die Mikroagglutinations-Reaktion verwendet. Diese Methode ist
aufgrund der mikroskopischen Bewertung der Reaktion personalintensiv. Im Vergleich zu
den anderen Methoden ist sie jedoch sehr sensitiv und fir die serovarspezifische
Typisierung von Antikérpern die Standardmethode.

Der Forderung mancher Autoren nach maximaler Sensitivitit des Testes, d. h. einer
geringen Anfangsverdiinnung des Reaktionsansatzes, steht eine geringere Spezifitat
gegenulber. Positive Reaktionen sind bei einer Seroverdiinnung von 1:10 nachzuweisen und
kdnnen auch noch eine immunologische Wirkung haben. Die Abgrenzung der positiven
Reaktionen gegenuber unspezifischen Reaktionen ist aber sehr schwierig bzw. teilweise
unmoglich.

Die Untersuchungen zu dieser Studie wurden mit einer Anfangsverdinnung des Serums von
1:50 durchgefuhrt und Agglutinationen ab einer Serumverdinnung von 1:100 als positiv
bewertet. Ein Grofteil der aktuellen Literatur empfiehlt diese Vorgehensweise (FAINE 1982;
HEATH u. JOHNSON 1994; TERPSTRA 2003). Einige Autoren stellen jedoch den
gewonnenen Vorteil einer hdheren Sensitivitat durch Verwendung eines geringer verdinnten
Reaktionsansatzes von 1:10 Uber den Nachteil der mangelnden Spezifitat (BREM 2003;
ELLIS 1984).
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Eigene Voruntersuchungen mit einer Anfangsverdinnung von 1:25 erbrachten bei vielen
Seren positive Reaktionen. Allerdings wurde aufgrund des diffusen atypischen
Agglutinationsverhaltens vermutet, dass diese unspezifisch sind. Bei einer Wiederholung des
Testes ergaben sich haufig auch negative Ergebnisse. Deutlich verringert wurde die Anzahl
dieser zweifelhaften positiven  Agglutinationen durch die Verwendung einer
Anfangsverdiinnung von 1:50. Darum wurde fir die gesamte Untersuchung eine
Anfangsverdiinnung von 1:50 gewahlt. Um eine auch allgemein akzeptierte Spezifitat zu
erhalten, wurden Seren mit Agglutinationen ab einer Seroverdiinnung von 1:100 als positiv
bewertet (ELLIS et al. 1986). Im Manual der WHO (Terpstra 2003) wird diese

Grundverdinnung ebenfalls empfohlen.

Die Aufteilung der positiven Seren nach dem zu Grunde liegenden Serovar wird von dem
Serovar hardjo in der vorliegenden Studie klar dominiert. Aufgrund dieses Ergebnisses und
vor allem wegen des unterschiedlichen Wirtsverhaltens werden die Ergebnisse von Serovar

hardjo spater gesondert besprochen.

Die restlichen Serovare grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, canicola und bratislava
machen zusammen nur 45 % der positiven Seren aus. Insgesamt stellen die vier Serovare
28 positive Reaktionen bei den 3463 untersuchten Seren. Das ergibt eine Pravalenz dieser
Serovare von 0,81 %. Gegen Serovar pomona reagierten nur zwei Seren bei einer
Verdinnungsstufe von 1:50 und wurden deshalb als negativ bewertet. Der geringere Anteil
dieser Serovare steht im Einklang mit der Tatsache, dass sich das Rind als Nebenwirt an
einem Hauptwirt infiziert. Sind dabei im betroffenen Betrieb nicht besondere Faktoren
vorhanden, die eine Infektion begiinstigen, so scheint die Leptospirose vom Charakter her
eine Einzelinfektion zu sein, die nur sporadisch auftritt. Als Risikofaktoren kommen neben
einer erhdéhten Anzahl von Schadnagern im Umfeld der Rinder mangelnde Futterhygiene
oder feuchte Lebensbedingungen in Frage. Aber auch an andere Tiere, z. B. Hunde oder
Schweine, die Leptospiren ausscheiden und Kontakt zu den Rindern haben, ist zu denken.
Das sporadische Auftreten von Leptospira-Infektionen mit Serovaren, bei dem das Rind
Nebenwirt ist, wird auch in dieser Studie bestétigt. Ein Nachweis von Leptospirenantikérpern
bei zwei Tieren pro Herde konnte mit den Serovaren grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
canicola und bratislava nur in zwei Betrieben gefuhrt werden. Die anderen 22 Herden hatten
jeweils nur einen Seroreagenten gegen diese Serovare. Betrachtet man in Abbildung 6 die
Verteilung der Hohe der Titer fir die Serovare grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, canicola
und bratislava so fallt auf, dass die Mehrzahl bei einer Verdiinnung von <1:100 liegt. Werte

im Bereich von 1:100 sind grenzwertig und sprechen nicht fur eine aktuelle Infektion,
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sondern eher flr ein Geschehen, das schon weiter zuriickliegt. Eine frische Infektion, bei der
die Titerkurve ansteigt, ist hier auch denkbar, aber durch das Fehlen von
Mehrfachreaktionen mit anderen Serovaren, ist dies unwahrscheinlich. Maternale Antikorper
kénnten ebenfalls Ursache flir diese Reaktionen sein, doch zeigten Untersuchungen
diesbezlglich, dass maternale Antikorper bei Kalbern nur bis zu einem Alter von 13 Wochen
gefunden wurden (PALIT et al. 1991).

Zwei Reaktionen gegen verschiedene Serovare sind bei zwei der Seren detektiert worden,
die bei einer Verdiinnung = 1:400 reagierten. Hier kann entweder eine Doppelinfektion gegen
verschiedene Serovare zu Grunde liegen oder es handelt sich um eine paradoxe Reaktion

der Frihphase der Infektion.

Starke regionale Unterschiede sind bei Betrachtung der Reagenten mit Serovar
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae, canicola und bratislava (Karte 1) nicht zu erkennen. Die
Verteilung der Falle bezogen auf die Landkreise scheint eher gleichmalig zu sein mit etwas
geringerem Auftreten im nérdlichen Bayern. Ob das leichte Nordgefalle mit dem Einfluss von
anderen Faktoren zu tun hat oder einfach daher rihrt, dass im ndrdlichen Bayern eine
geringere Rinderdichte vorhanden ist, konnte nicht verifiziert werden.

Bei einer ahnlichen Untersuchung konnte Brem (BREM u. SCHREYER 1988) fir die
Serovare grippotyphosa, icterohaemorrhagiae und canicola in 349 Seren eine positive
Reaktion ab einer Seroverdiinnung 1:100 feststellen. Serovar pomona zeigte, wie auch bei
dieser Studie, keine Reaktion. Bei 4860 untersuchten Seren ergab sich damals eine
Pravalenz von 7,18 %. Da diese Seren im Rahmen der Leukoseuberwachung genommen
wurden, handelte es sich hier um Seren ausschlielich alterer Tiere und die Studien sind
dadurch nicht direkt vergleichbar. Allerdings kam auch Brem zu dem Ergebnis, dass bei
Serovaren, fir die das Rind nicht Hauptwirt ist, die Seren meist bei einer Seroverdinnung
von < 1:200 reagierten. Fur die regionale Verteilung dieser Seren gibt Brem Nordbayern als
Hauptverbreitungsgebiet an und dort speziell den Landkreis Roth mit Serovar grippotyphosa.
In dieser Studie reagierte jedoch Serovar grippotyphosa in diesem Landkreis mit keinem
einzigen Serum.

Eine Entwicklung der Vorkommenshaufigkeit fur das Serovar icterohaemorrhagiae wird von
Brem und Schreyer (1988) beschrieben und kann durch die Untersuchungen dieser Studie
bestatigt werden: Wojtek (WOJTEK 1966) fand in Sddbayern 1966 Dbei
Exportuntersuchungen von Rindern fir das Serovar icterohaemorrhagiae eine Pravalenz von
8,50 % (18/211). Brem ermittelte 20 Jahre spater eine Pravalenz von 0,86 %. In der

vorliegenden Untersuchung konnte wiederum 20 Jahre spater eine Pravalenz von 0,26 %



Besprechung der Ergebnisse 73

festgestellt werden. Die abnehmende Tendenz ist mit Vorsicht zu interpretieren, da den

Studien jeweils anders vorselektierte Proben zu Grunde lagen.

Die relative Haufigkeit der positiven Reaktionen war flir das Serovar hardjo am héchsten (55
%). Vergleichbare Ergebnisse erzielte Brem 1984 mit seinen Untersuchungen. Eine
Konzentration der Reagenten mit der Sejro-Gruppe im slidlichen Oberbayern und Schwaben
mit Titern von meist = 1:400 wurde auch damals festgestellt. Fir Nordbayern konnte Brem 17
positive Seren der Sejro-Gruppe feststellen, fir Sidbayern 198 (n = 4860). Im Rahmen
dieser Untersuchung wurde dabei ein Betrieb in Mittelfranken bekannt, bei dem 75 % aller
Rinder Antikérper gegen die Serogruppe Sejré besallen und dessen Jungtiere zur
Sémmerung im Allgdu waren (BREM u. SCHREYER 1988). Der Hauptgrund daftir ist wohl,
dass Serovar hardjo an das Rind als Hauptwirt adaptiert ist. Rinder sind zwar hoch
empfanglich fur eine Hardjo-Infektion, aber die Pathogenitat fir den Wirtsorganismus ist eher
gering. Eine lang anhaltende Ausscheidung chronisch infizierter Rinder begunstigt eine
natlrliche Ubertragung innerhalb der Wirtsspezies (LITTLE 1986). Aus diesem Grund sind
auch in der vorliegenden Untersuchung bei Serovar hardjo, im Gegensatz zu den anderen
Serovaren, meistens zwei oder drei Seren im Betrieb positiv. Von insgesamt 36 Seren, die
positiv auf Serovar hardjo reagierten, sind 29 (80,6 %) aus Betrieben, in denen zwei oder
drei Seren positiv waren. Eine standige Prasenz der Leptospiren durch Dauerausscheider im
Umfeld eines Tieres kann auch die im Vergleich zu den anderen Serovaren hohen Serovar-
hardjo-Titer erklaren, da der mehrmalige Kontakt des Tieres zu sekundaren

Immunreaktionen (Boosterung) flihren kann.

Sehr auffallig ist die regionale Konzentration der Reagenten mit Serovar hardjo auf ein
bestimmtes Gebiet. Aus Karte 2 ist ersichtlich, dass die Mehrzahl der positiv getesteten
Seren im Sudwesten Bayerns (Allgau) zu finden sind. Ebenfalls betroffen sind entlang der
bayerischen Alpen die Landkreise Weilheim, Bad Toélz und Rosenheim. Die ermittelte
Herdenpravalenz fir alle Landkreise der Alpenregion mit vorgelagertem Griinlandgrtel liegt
bei 5,86 %. Fur das konzentrierte Auftreten der Hardjo-positiven Seren in diesem Bereich
kommen als Ursache mehrere Faktoren in Frage, die eine Infektion begunstigen. Als
wichtigster Faktor ist die Haltungsform der Tiere in den Betrieben zu nennen. Im Gegensatz
zu der Uberwiegenden Stallhaltung im restlichen Bayern betreiben die Grinlandbetriebe im
Allgdu und im weiteren bayerischen Alpenraum die Weidehaltung. Im Rahmen der
Weidehaltung haben die Tiere mehrere Mdglichkeiten, sich zu infizieren. Eine indirekte
Infektion mit Gber den Harn ausgeschiedenen Leptospiren wird durch den zweiten wichtigen

Faktor, dem erhdhten Niederschlag im Alpen- und Voralpengebiet, begunstigt.
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Feuchtmilieu ist flur Leptospiren eine Grundvoraussetzung, um auferhalb des
Wirtsorganismus Uberleben zu kdnnen. Auch der direkte Weg der Ubertragung wird durch
Weidehaltung beguinstigt. Insbesonders wahrend der Brunst ist der typische Geruchkontakt
am Genitalbereich und das Harnverkosten ungehindert moglich (FRENCH et al. 1989). Die in
dieser Region gelibte Praxis der Pensionsweidehaltung férdert zudem die Moéglichkeit der
Weiterverbreitung von Leptospiren zwischen den Herden der einzelnen Betriebe. Kommt es
auf der Weide zu einer Infektion, ist nach der Rickkehr des Weiderindes in eine Leptospiren-
naive Bestandsherde mit einer Durchseuchung zu rechnen. Ein Vergleich der Hardjo-
positiven Seren dieser Untersuchung mit der Angabe der Landwirte zur Frage ,Abgabe von
Tieren als Pensionsvieh* (Sammelweiden, Alpen etc.) ergibt sich als hochst signifikant (P <
0,01).

In Nordirland, einer Region mit ebenfalls hohem Anteil an Weidehaltung und hohen
Niederschlagswerten, stellte Ellis 1981 bei 34,7 % der Probanden (n = 197 Schlachtrinder,
davon 155 Kalbinnen und Mastochsen) Serotyp-hardjo-spezifische (MAR =1:100) Antikérper
fest. Hier lag eine vom Alter der Tiere durchaus vergleichbare Stichprobe vor. Damit lag die
Pravalenz in Nordirland erheblich héher als in der vorliegenden Studie (ELLIS et al. 1981)

Brem untersuchte im Jahr 1984 im Rahmen der Leukoselberwachung gewonnene Seren
von 4860 Kihen aus ganz Bayern, die Haufigkeit der Seroreagenten lag bei 12,5 % (BREM
u. SCHREYER 1988). Der Wert ist aufgrund der anderen Altersvorselektion der Probanden
nicht direkt vergleichbar. Damit ist eine Aussage zur zeitlichen Veranderung der Pravalenz

nicht machbar.

Die Angaben zu Erkrankungshaufigkeiten und zu Leistungsdaten (Milchmenge,
Reproduktion) wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen Betrieben mit und ohne
Seroreagenten gegen Leptospiren auf. Dies widerspricht mdglicherweise nur scheinbar der
klinischen Bedeutung der Infektion mit Leptospiren. Die punktuelle Erhebung der
Seropravalenz bei Jungtieren ist zwar flir eine aktuelle Aussage zum Vorkommen von
Leptospiren geeignet, die Dauerhaftigkeit einer enzootischen Infektion kann jedoch nicht
beurteilt werden. Es kdnnte sich daher bei den seropositiven Betrieben um seit langem
infizierte Herden handeln. In diesem Fall ware mit einer hohen Inzidenz von
Jungtierinfektionen bereits vor der ersten Graviditat zu rechnen. Tragende Rinder hatten
dann bereits eine Immunitat, die vor Infektionen mit der Folge von verringerter Milchleistung
und Reproduktionsstérungen schiitzen wirde. Schwere septikdmische Erkrankungsfalle bei
den Jungrindern sind flr Serovar hardjo kaum zu erwarten, wie im Literaturteil bereits

ausgefiihrt. Unter den 18 Serovar-hardjo-positiven Herden ist mdglicherweise keine einzige,
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bei der die gefurchtete Neuinfektion im berichteten Zeitraum aufgetreten ist. Auch ware
denkbar, dass in einzelnen Fallen die Neuinfektion der Herde erst vor kurzem erfolgte,

sodass klinische Auswirkungen noch nicht zu beobachten waren.

Untersuchungen mittels PCR zum direkten Nachweis von leptospirenspezifischer
Nukleinsdure werden fir verschiedene Gewebe beschrieben. Bekannt sind PCR-
Untersuchungen aus Urin, Samen und Blut vom Rind (GERRITSEN et al. 1991;
HEINEMANN et al. 1999; MASRI et al. 1997). Fir den Nachweis von Leptospiren aus
abortierten Rinderfeten verwendete Richtzenhain (2002) neben Labmageninhalt auch
gepoolte Proben der Organe Lunge, Milz, Leber und Niere. Bei sieben Feten, die bei der
Untersuchung des Labmageninhaltes Leptospiren-PCR-positiv. waren und von denen
gleichzeitig Organproben zur Verflgung standen, waren nur sechs Organproben-Pools mit
positivem PCR-Befund. Die parallel durchgefuhrte kulturelle Isolierung war dagegen nur bei
funf Feten positiv (RICHTZENHAIN et al. 2002). Basierend auf diesen Ergebnissen wurden
die molekularbiologischen Untersuchungen in dieser Studie nur aus Labmageninhalt
durchgeflhrt.

Zur Feststellung der Sensitivitat versetzte Richtzenhain (2002) Labmageninhalt eines
abortierten Schaffetus mit Leptospiren und konnte dabei bis zu einer Verdinnung von 20
Bakterien/ml Leptospiren-DNS nachweisen. Bei der vorliegenden Arbeit wurde zur
Evaluierung der verwendeten PCR eine Untersuchung mit Labmageninhalt eines Rinderfetus
mit  vergleichbarem Ergebnis durchgefihrt. Es war nicht Zielsetzung dieser
epidemiologischen Studie, die Sensitivitat einer PCR verglichen mit anderen Methoden zu
prifen. Daher wurde auf weiterfiihrende Vergleichsuntersuchungen verzichtet. Der Nachweis
von Leptospiren-spezifischer DNS gelang bei den 154 Proben in nur einem Fall. Dabei fiel
auf, dass die Menge an DNS relativ gering war, entsprechend 60 Leptospiren pro Milliliter
Labmageninhalt. Die Spezifitat des Ergebnisses ist trotz des hohen Ci-Wertes nicht
anzuzweifeln, da die Schmelzpunktbestimmung zu einem charakteristischen Ergebnis flihrte.
Dagegen muss die Sensitivitat der Methode insgesamt kritisch betrachtet werden. Weitere
Entwicklungen, insbesonders im Bereich der Extraktionsmethoden fur groRRere
Ausgangsmengen, sind wulnschenswert. Zur Bestimmung der tatsachlichen Menge
Leptospiren-DNS in abortierten Feten liegen bisher keine quantitativen Untersuchungen vor.
Hierzu waren Infektionsversuche sinnvoll. Auch bei den sieben Fallen von Richtzenhain kann
keine quantitative Aussage bezlglich der DNS von Labmagen gemacht werden, da die PCR

mit Gelelektrophorese ausgewertet wurde und somit nur ein Ja-nein-Ergebnis vorliegt.
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Ein grolier Vorteil der PCR gegenlber der kulturellen Isolierung ist die Mdglichkeit, auch
abgetodtete Leptospiren nachweisen zu kénnen. Dies ist von besonderer Bedeutung, da bei
Untersuchungsmaterial aus abortierten Feten der Zustand haufig von Autolyse oder
Heterolyse beeintrachtigt ist. Heterolyse totet Leptospiren und macht diese unkultivierbar
(ELLIS u. MICHNA 1976). Dies konnte auch der Grund fur den gescheiterten Versuch der
Isolierung aus dem PCR-positiven Labmageninhalt in der vorliegenden Studie und auch bei
der Untersuchung von Richtzenhain sein. Ungunstig durfte sich auch das zweimalige
Einfrieren auf die Isolierung ausgewirkt haben. Aus logistischen Grinden und um einen

Probenverderb zu vermeiden, wurden die Proben bei < -20 °C eingefroren.

Stellt man die Pravalenz von 1,82 % der positiv untersuchten Seren der Pravalenz des
Leptospiren-Nachweises in abortierten Rinderfeten mit 0,65 % gegenuber, so wird
ersichtlich, dass beide Aussagen zur Leptospirosepravalenz in Bayern im gleichen Bereich
liegen. Einen direkten Vergleich lasst die unterschiedliche Methodik der Untersuchung und
der Probenbeschaffung nicht zu. Wahrend die Serumproben zufallig fir ganz Bayern
ausgewahlt wurden, waren die abortierten Feten Anlassproben und haufig von Landwirten
aus der Umgebung zum Bayerischen Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit

in Oberschleiltheim oder Erlangen verbracht.

Die zur fetalen Diagnostik begleitenden serologischen Untersuchungen aus den betroffenen
Bestanden erbrachten bei zehn Tieren ein positives Ergebnis. Dabei konnten drei Seren
Muttertieren zugeordnet werden, von denen ein Fetus mit negativem PCR-Ergebnis
untersucht worden ist. Der fehlende Leptospirennachweis kann mehrere Ursachen haben.
Zum einen kénnten die Serumantikérper aus einer lang zurtick liegenden Infektion stammen,
die in keinem kausalen Zusammenhang mit dem Abort stand. Zum anderen kdnnten auch
Inhibitoren in dem Probenmaterial oder eine zu geringe Sensitivitat fur das PCR-Ergebnis
ursachlich gewesen sein.

Bei dem Fall des Fetus mit positivem PCR-Nachweis und wiederholt negativer Leptospiren-
Serologie der Mutterkuh kénnte eine chronische Infektion vorgelegen haben. Auch in der
Literatur sind chronische Leptospireninfektionen flir Serovar hardjo bei gleichzeitigem Fehlen
von spezifischen Antikorpern beschrieben (ELLIS et al. 1982; HEATH u. JOHNSON 1994;
MICHNA 1970). Trotz Aufforderung wurde kein geeignetes Material zur Diagnose einer
chronischen Infektion zur Verfliigung gestellt. Dagegen wurden bei einer weiteren Kuh, die
aus derselben Laufstallherde stammt und ebenfalls verworfen hatte, Antikérper gegen

Serovar hardjo nachgewiesen (Tabelle 12, Fall 4).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in Bayern Infektionen mit verschiedenen
Leptospira-Serovaren nach wie vor vorkommen, jedoch mit geringer Haufigkeit. Die flr
Rinderherden relevante Hardjo-Infektion scheint nur in der Alpenregion und im Voralpenland
aufzutreten. Im Mittel wurden dort in jeder 17. Herde Serovar-hardjo-spezifische Antikérper
bei den Jungtieren gefunden (Konfidenzintervall 4,1 % bis 8,6 %).

Die Haufigkeit von Leptospira-PCR-positiven Proben abortierter Feten war sehr gering (1
Fetus von 154 untersuchten). Die Sensitivitdt der PCR wie auch der Erregerisolierung aus
abortierten Feten st letztlich nicht ausreichend bekannt. Eine methodische
Weiterentwicklung flir diese Fragestellung ist wiinschenswert. Ein Hinweis flir eine Relevanz
der Serovar-hardjo-Infektionen beim Abortgeschehen konnte aus der Haufigkeit von
Reagenten unter den Seren, die begleitend zu den Aborten eingesandt wurden, gewonnen
werden. Hier waren bei 15 % der Betriebe (n = 47) Antikdrper gegen Serovar hardjo
nachweisbar. Derzeit muss fur die &atiologische Abklarung von Aborten die zuséatzliche
serologische Untersuchung gegen Serovar hardjo von mindestens drei Kihen mit Abort bzw.
von Nachbartieren empfohlen werden. Dies ist vor allem fir Betriebe aus dem

stidbayerischen Raum zu empfehlen.



Zusammenfassung 78

6 Zusammenfassung

Die Pravalenz von Antikérpern gegen Leptospiren wurde bei 3463 Seren aus 1213 zufallig
gewahlten bayerischen Milchvieh- und Mutterkuhherden bestimmt. Zirka drei Blutproben je
Herde von Rindern im Alter von 6 Monaten bis ca. 2 Jahre wurden mittels MAR
(mikroskopische Agglutinationsreaktion) gegen sechs Serovare untersucht. Die Pravalenz
von Seren mit Titern von = 1:100 lag fur die Serovare hardjo bei 1,04 %, canicola bei 0,09 %,
grippotyphosa bei 0,75 %, icterohaemorrhagiae bei 0,26 %, pomona bei 0,00 % und flr
Serovar bratislava bei 0,14 %. Auf Herdenbasis wurde Serovar hardjo wegen des
enzootischen Charakters der Hardjo-Infektion getrennt betrachtet. Basierend auf der
Hypothese, dass drei seronegative Proben aus einer Herde eine enzootische Infektion
nahezu ausschlief’en, wurde die Pravalenz von Hardjo-Verdachtsherden mit 1,48 % (18 von
1213 Herden) berechnet. Die 18 Betriebe wurden alle in Sudbayern entlang der Alpen
gefunden. In dieser Region liegt die Herdenpravalenz bei 5,86 % bei einem
Konfidenzintervall von 4,10 %-8,56 % (Binomialverteilung, Vertrauensbereich 95 %). Fir die
ubrigen Serovare war keine regionale Anhaufung zu erkennen. Bei 1,98 % der Herden
(Konfidenzintervall 1,45 %-2,76 %) war mindestens eine der drei Proben seropositiv.

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme wurden die Landwirte zu aktuellen und friiheren klinischen
Erkrankungen, Leistungsdaten (Milchertrag, Reproduktion) und epidemiologischen Daten
befragt. In Herden mit Verdacht auf L.-Hardjo-Infektionen bzw. Infektionen mit anderen
Serovaren im Vergleich zu Herden ohne Reagenten war kein signifikanter Unterschied
bezuglich aktueller oder zurlickliegender Anhaufung von klinischen Erkrankungen mit einem
Verdacht auf Leptospirose gefunden worden. Auch war bei den Reproduktionsdaten und bei
der Milchleistung kein signifikant negativer Effekt erkennbar. Bei den Herden mit Reagenten
gegen Serovar hardjo wurde die Abgabe von Pensionsvieh hdchst signifikant ofter praktiziert
als bei den Ubrigen Herden (p < 1,95, Fisher's Exact Test). Dieses Merkmal ist auch
abhangig von der Region, da die Sammelweiden im Alpenbereich sehr weit verbreitet sind.
Abortfrichte (N = 154), die von Hoftierarzten zur Diagnostik eingesandt wurden, wurden
mittels Leptospira-spezifischer Real-time-PCR untersucht. Als Probe wurde Labmageninhalt
verwendet. Bei einem Fetus konnte Leptospira-interrogans-spezifische DNS nachgewiesen
werden. Die Anzucht der Leptospiren aus dem Labmageninhalt gelang nicht. Begleitende
Seren von Kihen mit Fehlgeburt und Seren von anderen Rindern des Bestandes wurden
aus 47 Betrieben zusatzlich zur Abortfrucht eingesandt. Bei 7 (15 %) Betrieben wurden
Serovar-hardjo-spezifische Antikérper (MAR 1:200-1:3200) diagnostiziert.
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7 Summary

Prevalence of Leptospira antibodies and of Leptospira in aborted fetuses in Bavarian

cattle herds

The antibody prevalence to Leptospira was investigated in 3463 replacement cattle from
1213 randomly selected Bavarian dairy farms and mother cowherds. About three blood
samples per herd of animals above 6 months of age were tested for Leptospira antibodies
using micro-agglutination tests (MAT) with six serovars. The prevalence of animals with
MAT-titers = 1:100 was against serovar hardjo 1,04%, canicola 0,09%, grippotyphosa 0,75%,
icterohaemorrhagiae 0,26%, pomona 0,00% and bratislava 0,14%, respectively. On a herd
level, the prevalence of L. Hardjo was considered separately due to the enzootic character of
infections with this serovar in cattle. Setting the hypothesis that three negative sera out of
replacement cattle would exclude enzootically infected hardjo-herds, a prevalence of herds
suspected to harbour L. Hardjo infections of 1,48% (18 from 1213 herds) was found. The 18
herds were all in the region of southern Bavaria along the Alps. In this region the prevalence
was calculated to be 5,86% with a confidence interval of 4,10% to 8,56% (binomial statistics;
a=0,05). The remaining serovars were with a spotted distribution over the country by a
prevalence of 1,98% herds (confidence interval 1,45%-2,76%) containing at least one
seropositive animal of the three tested.

At the time of blood collection, historical data were inquired for clinical diseases, herd
performance (milk production, reproduction rates) and epidemiological data. In herds
suspicious to have serovar hardjo infections or other serovars, respectively, compared to
herds without there was no evidence for significant differences in the data about current or
previous clinical diseases with respect to Leptospirosis. The herd performances were not
reduced. A significant higher ratio of serovar hardjo positive herds was observed in farms
using common pastures (p < 1,95, Fisher's Exact Test). This criterion is additionally
connected with the region of the Alps.

Miscarriaged fetuses (N = 154), which were sent to diagnostic laboratories from
veterinarians, were investigated by a Leptospira-specific real time PCR using a specimen of
abomasal content. One fetus was tested positive for Leptospira interrogans DNA. The
following isolation attempt had a negative result. Sera from cows with abortion or
neighbouring cattle were given from 47 herds of the above cases. In 7 (15%) of these
serovar hardjo-specific antibodies (MAT 1:200-1:3200) could be found.
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