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DVG-Konsiliarlabor fur Leptospira spp.

Aufgaben, Tatigkeiten und Projekte

Katrin Strutzberg-Minder, Karen Dohmann, Jan Béhmer, Astrid Ullerich, Renate Frase,
Sebastian Fischer, Jens-Peter Minder, Matthias Homuth und Team

Am 01.07.2018 wurde die IVD Gesellschaft
fiir Innovative Veterindrdiagnostik mbH
(IVD GmbH) von der Deutschen Veterinér-
medizinischen Gesellschaft (DVG) zum

Konsiliarlabor fiir Leptospira spp. ernannt,
das hier vorgestellt wird.

Abb. 1: Beurteilung von MAT-Reaktionen in den Wells einer Mikrotiter-
platte mit dem Dunkelfeldmikroskop.

Als klassische Zoonoseerreger konnen Lepto-
spiren prinzipiell jedes Saugetier infizieren. Die
meisten Infektionen bei Mensch und Tier verlau-
fen aber subklinisch und bleiben deshalb oft
unbemerkt. Dennoch kann es je nach betroffener
Tierart, Reservoirwirt und Serovar (wirtsadaptiert
oder nicht) bzw. Umweltfaktoren auch zu
schwerwiegenden Erkrankungen (Leptospirosen)
mit einer Vielzahl an beteiligten Organsystemen
kommen. In Deutschland wurden seit dem Jahr
2000 jahrlich zwischen 37 und 166 humane
Leptospirosefdlle an das Robert Koch-Institut
ibermittelt [1]. Aufgrund der haufig unspezifi-
schen klinischen Symptomatik der Leptospirose
kann man jedoch von einer deutlichen Dunkelzif-
fer ausgehen. Als meldepflichtige Tierkrankheit
werden pro Jahr durchschnittlich 98 Leptospiro-
sefélle an das Friedrich-Loeffler-Institut gemel-
det [2]. Im Vergleich dazu wurde bei Schweinen
in Deutschland eine durchschnittliche Antikor-
perprévalenz von 20,2 Prozent festgestellt [3].

Nach Abwdgung aller Indikatoren sollte
man in der tierdrztlichen Praxis eine Lepto-
spireninfektion zumindest in Betracht ziehen.
Zum Ausschluss oder bei Erhdrtung eines Ver-
dachts stehen gute diagnostische Mdglichkei-
ten zur Klarung zur Verfiigung.

! Cycle Threshold = Zyklus des Schwellenwertes
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Nachweismethoden

Die IVD GmbH nahm erstmals 1997 ihre Tétig-
keiten als diagnostisches Labor mit dem
Schwerpunkt Nutztiere (Schwein und Rind) auf.
Da die Leptospirose beim Schwein und Schaf in
Deutschland meldepflichtig ist, stammen die
meisten Proben, die
bei uns auf Leptospi-
ren untersucht wer-
den, vom Schwein,
gefolgt von Proben
vom Rind, Pferd und
Hund, neben Schaf,
Ziege, Ratte und Maus
sowie eher auBerge-
wohnlichen Tieren wie
das Alpaka.

Diagnostische
Untersuchungen
zum Nachweis von
Antikdrpern  gegen
Leptospiren werden
seit 2001 in Form des
Mikroskopischen-
Agglutinations-Tests
(MAT) nach den jeweils giiltigen Vorgaben der
Welt-Tiergesundheitsorganisation (OIE) prinzi-
piell fiir alle Tierarten angeboten (Abb. 1 und 2).
Unser Team (Abb. 3) untersucht jahrlich rund
10000 Serumproben mittels MAT. Seit 2003 ist
die IVD GmbH ein akkreditiertes Priiflabor und
nimmt seit 2005 regelmaBig an den nahezu jahr-
lich stattfindenden internationalen MAT-Ringver-
suchen teil (International Proficiency Testing
Scheme for the Leptospirosis for the Leptospiro-
sis MAT), die im Auftrag der International Lepto-
spirosis Society (ILS) stattfinden und an denen
alle Laboratorien teilnehmen kdnnen.

Nach einer konventionellen PCR (Polymerase-
Kettenreaktionen) zum direkten Nachweis von
Leptospiren, je nach Tierart und Infektionsmani-
festation in verschiedenen Probenmaterialien,
wird seit Februar 2017 eine real-time-PCR zum
direkten Nachweis von pathogenen Leptospiren
bei der Diagnostik von Leptospireninfektionen
verwendet [4], die auch eine relative Quantifizie-
rung anhand der ct-Werte' erlaubt (Abb. 4). Der
direkte Nachweis von Leptospiren mittels PCR in
diversen inneren Organen (wie Lunge, Leber,
Gehirn und Niere) und Kérperfliissigkeiten (Blut,
Milch, Zerebrospinal-, Thorax- und Peritoneal-
flissigkeit) von Klinisch kranken Tieren erlaubt
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die Diagnose einer akuten klinischen Erkrankung
oder im Falle eines Fetus den Nachweis fiir die
chronische Leptospireninfektion beim Muttertier.
Mit dem Nachweis von Leptospiren in der Niere,
dem Harn oder Genitaltrakt von Tieren ohne
klinische Symptome kann dagegen ein chroni-
scher Tragerstatus festgestellt werden.

Zu den Aufgaben als Konsiliarlabor gehort
es, Ringversuche durchzufiihren; kirzlich wur-
de der erste nationale Leptospiren-PCR-
Ringversuch abgeschlossen. Weiterhin soll Re-
ferenzmaterial fiir die Diagnostik von Leptospi-
ren bereitgestellt werden. Da diese aber vom
Leptospirosis Reference Centre, dem OIE Refe-
rence Laboratory for Leptospirosis in Amster-
dam, bezogen werden konnen, wird darauf
auch zur Sicherstellung vergleichbarer Diagno-
seergebnisse verzichtet.

Abgerundet wird unser diagnostisches
Angebot durch den immunhistochemischen
Nachweis von pathogenen Leptospiren in
Organen bzw. Geweben (Abb. 4). Zurzeit wird
an der Etablierung einer in-situ-Hybridisierung
gearbeitet, da Primer (speziesspezifische Oligo-
nukleotide) als Sonden viel einfacher zu bezie-
hen sind als gute Priméarantikorper und auch
ihre Qualitat weniger Schwankungen unterwor-
fen ist. Obwonhl diese histologischen Nachweis-
verfahren selten nachgefragt werden, haben
sie doch bei einigen Fallstudien Bedeutung.

Forschungsprojekte

Eine Dissertation mit dem Titel ,Entwicklung
eines ELISA zur Serodiagnose der Leptospirose
und einer PCR zum direkten Nachweis des Erre-
gers“ wurde von Dimitrios Theodoridis 2004 in
unserem Institut fertiggestellt [5] und es folgten
diverse Projekte, in denen u. a. die Empfindlich-
keit von Leptospiren gegeniiber antimikrobiellen
Wirkstoffen mittels modifiziertem Bouillon-
Mikrodilutionsverfahren geprft wurde [6].
Aufgrund der besonders hohen Proben-
zahlen vom Schwein wurde eine epidemiologi-
sche Analyse (Passive Surveillance) von dia-
gnostischen Daten zu Leptospireninfektionen
beim Schwein (2011 bis September 2016) in
Zusammenarbeit mit Prof. Lothar Kreienbrock,
Institut fiir Biometrie, Epidemiologie und Infor-
mationsverarbeitung (IBEI), Stiftung Tierérzt-
liche Hochschule Hannover, und WHO Collabo-
rating Centre for Research and Training for
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Abb. 2: Mikroskopischer Agglutinations-Test (MAT), Ansicht im Dunkelfeldmikroskop bei einer VergréBerung von 100 x
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links: Beispiel fiir eine stark positive Reaktion — fast alle Leptospiren sind mit Antikorpern im getesteten Serum agglutiniert.
rechts: Beispiel fiir eine negative Reaktion — alle Leptospiren liegen einzeln, frei beweglich und nicht agglutiniert vor.

Health at the Human-Animal-Environment
Interface, durchgefiihrt [3].

Diverse Forschungsprojekte und kleinere
Studien hat die IVD GmbH immer wieder mit
diagnostischen Untersuchungen auf Lepto-
spiren bei Schwein, Hund und Pferd unter-
stlitzt, wie auch das Projekt der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) von Nicole de
Buhr, PhD, und Prof. Maren von Kdckritz-Blick-
wede, Forschungsgruppe Infektionshiochemie
am |Institut fiir Physiologische Chemie der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover,
mit dem Titel ,Die Rolle von neutrophilen
extrazellularen Netzen bei equiner rezidivie-
render Uveitis (ERU) und der humanen autoim-
munen Uveitis“ [7].

In Zusammenarbeit mit PD Dr. Bettina
Wollanke (Klinik fiir Pferde, Ludwig-Maximili-
ans-Universitat Minchen) arbeitet die IVD
GmbH an der Etablierung eines Leptospiren-
ELISA zur Differenzierung verschiedener Im-
munglobulinklassen, der u. a. eine Entschei-
dungshilfe fiir eine Vitrektomie bei der ERU des
Pferdes bieten kdnnte. Auch fiir andere Tier-

el

Abb. 3: Das Team der IVD GmbH (Stand 2019). A
zwei Biolaboranten-Auszubildenden.
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ktuell besteht es aus zwolf wissenschaftlichen, siebze

arten konnte der ELISA als Screening-Test fiir
Infektionen mit Leptospiren niitzlich sein.

Neues zu Leptospiren

In den letzten 15 Jahren haben die Forschungs-
aktivitaten zu Leptospiren und zur Leptospirose
erheblich zugenommen. Insbesondere durch
die Weiterentwicklung molekularbiologischer
Methoden einschlieBlich der Voll-Genomse-
quenzierung (engl. whole genome sequencing,
kurz WGS) und der Entwicklung molekularer
Typisierungsverfahren wie MLST (multilocus
sequence typing [8]) haben sich wesentliche
Anderungen bei der Taxonomie [9] und Identi-
fizierung von Leptospiren mit der Ergdnzung
einiger neuer Spezies [10,11] ergeben.

In der Vergangenheit wurden nach Bergey’s
Manual 1984 alle pathogenen Stdmme der
Spezies Leptospira interrogans und alle sapro-
phytischen Stdmme der Spezies Leptospira
biflexa zugeordnet. Nach Vincent et al. 2019
[11] haben wir es aber bis dato mit insgesamt
64 neu benannten Spezies zu tun, und es ist

il iy o

hn technische

davon auszugehen, dass es noch einige Ande-
rungen in der Systematik des Erregers und wei-
tere neue Erkenntnisse iiber den Erreger geben
wird, obwohl er schon so lange bekannt ist.
SchlieBlich wurde die Weilsche Krankheit 1868
erstmalig von Weil beschrieben und Inada und
Ido gelang 1915 die erste Isolierung des Verur-
sachers aus Infektionen beim Menschen [9].
Leptospiren werden nun in zwei Klassen,
P = Pathogene und S = Saprophyten eingeteilt,
die wiederum in je zwei Subklassen unterschie-
den werden (P1 und P2, S1 und S2 [11]), was
durchaus zu einem besseren epidemiologischen
Verstandnis der Infektionskrankheit fiihrt.
Neben ihrer genetischen Klassifizierung
werden Leptospiren in (iber 300 verschiedene
Serovaren differenziert. Serovaren werden mit-
tels monoklonaler Antikorper oder CAAT (cross
agglutination absorption test) definiert und
identifiziert und antigenetisch ahnliche Serova-
ren traditionell wiederum in Serogruppen zu-
sammengefasst [9]. Dabei sind Serovaren-
bezeichnungen keineswegs mit Spezieshe-
zeichnungen gleichzusetzen. Gleiche Serovaren

g i35 BEY
n, sechs kaufménnischen Mitarbeitern und
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Amplification Plots
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Leptospiren-
positive Probe
(grau) mit
einem Ct von
31 (s. unten
grauer Pfeil)

Fluorescence (dR)
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allen PCR-
Anséatzen bzw.
untersuchten
Proben
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e
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1 Reaktionen
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grinen Linie

Abb. 4: Amplification Plots der real-time-PCR zum Nachweis von pathogenen Leptospiren.

konnen sogar in verschiedenen Spezies vor-
kommen. Obwohl Serovaren und Serogruppen
keinen taxonomischen Status haben, ist die an-
tigenetische Differenzierung besonders niitzlich
bei der serologischen Diagnose (u. a. MAT) und
flir das epidemiologische Versténdnis auf regio-
naler oder Populationsebene. Daher werden in
der IVD GmbH alle Proben mittels MAT auf Anti-

korper gegen Referenzstimme einer Auswahl
an verschiedenen, relevanten Leptospiren-
Serovaren getestet.

In allen Belangen rund um die Leptospiren-
diagnostik beim Tier steht die IVD GmbH seit
Langem und Dr. Katrin Strutzberg-Minder als
Leiterin des Konsiliarlabors im Besonderen gern
beratend zur Verfiigung. Mit der Ernennung zum

Abb. 5: Immmuhistochemischer Nachweis (IHC) von Leptospiren (braun geféarbt) in der Leber eines
Schweinefetus, 40er-Objektiv.
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Konsiliarlabor hat sich die Anfragefrequenz zu
Leptospiren deutlich erhdht. Dabei betreffen die
meisten Nachfragen die Bewertung von Laborer-
gebnissen. Doch diese Fragen konnen haufig gar
nicht pauschal beantwortet werden, sondern
bediirfen der sorgféltigen Beriicksichtigung aller
verfiigharen Informationen (ber das Einzeltier
oder die Herde einschlieBlich mdglicher Impf-
maBnahmen gegen Leptospiren.
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Weiterflihrende Links:

OIE: https://www.oie.int/en/animal-health-in-
the-world/information-on-aquatic-and-ter-
restrial-animal-diseases/ (Leptospirosis)

ILS: https://leptosociety.org/proficiency_testing

OIE reference lab: https://leptospira.amc.nl/
leptospirosis-reference-centre/
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