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Zusammenfassung

Bei der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU) handelt es sich um eine persistierende intraokulare Leptospireninfektion, die ausschlieBlich
durch Vitrektomie der erkrankten Augen effektiv und dauverhaft beseitigt werden kann. Um Pferde vor der Infektion mit Leptospiren zu schit-
zen, ergibt sich nach Kenntnis der Atiologie der ERU unweigerlich die Frage nach einer Impfung gegen Leptospirose. Ein fir Pferde zuge-
lassener Leptospiren-Impfstoff ist zurzeit in Europa nicht erhdlilich. Die einzige Méglichkeit, eine Impfung bei Pferden durchzufihren, besteht
in der Herstellung und Applikation von einer bestandsspezifischen Totvakzine, die aus Leptospiren hergestellt wird, die zuvor von einem Tier
dieses Bestandes kultiviert werden konnten. In 2 Besténden, in denen gehduft Pferde an ERU erkrankt waren, wurde eine Impfung mit einer
bestandsspezifischen Vakzine durchgefihrt. In beiden Besténden dominierte die Serogruppe Grippotyphosa die intraokularen Infektionen
der Tiere und fir beide Bestéinde wurde eine Totvakzine aus dieser Serogruppe hergestellt. Insgesamt wurden 76 Equiden bisher minde-
stens 2 x geimpft. Die humorale Immunantwort auf die Impfung wurde anhand von Serumuntersuchungen geprift. Hierfir wurden die MAR
(Mikroagglutinationsreaktion) und ELISA-Untersuchungen (IgM und IgG gegen die Serovar grippotyphosa) verwendet. Zusétzlich wurde in
einem Bestand Serum von 5 nicht geimpften Kontrollpferden untersucht. Bei allen geimpften Pferden und Ponys wurde durch die Impfung
ein signifikanter Anstieg der Antikérpertiter gegen die Serovar grippotyphosa hervorgerufen (p < 0,001). Dies galt sowohl fir Untersu-
chungen auf agglutinierende Antikérper mittels MAR als auch fir Extinktions-Messungen mittels ELISA. Nach wenigen Wochen sanken die
Titer in der MAR und die Extinktion bei ELISA-Untersuchung auf IgM wieder ab, die ELISA-Untersuchung auf IgG ergab die am ldngsten
anhaltende humorale Immunantwort. Bei keinem der geimpften Tiere entstand eine lokale oder systemische Unvertréglichkeitsreaktion. Seit
Beginn der Impfung vor 5 Jahren bzw. vor 6 Monaten ist in beiden Bestdnden kein Auge an ERU erkrankt. Die humorale Immunantwort
und die Vertréglichkeit des Impfstoffes lassen hoffen, dass die Impfung eine relativ ungeféhrliche Méglichkeit darstellt, die Inzidenz der ERU
zumindest in Problembesténden zu senken. Erfahrungen mit der Leptospirose-Impfung bei anderen Spezies haben bei vergleichbaren
humoralen Reaktionen nach der Vakzinierung die Schutzwirkung einer derartigen Vakzine aufgezeigt. Grundsétzlich werden fir andere Spe-
zies Impf-Intervalle von 6 — 12 Monaten empfohlen. In diesem Zeitraum deutet sich auch ein sinnvolles Impf-Intervall fir Pferde an. Die
Wirksamkeit der Vakzine ist beim Pferd schwierig zu verifizieren, da die akute Leptospirose in der Regel klinisch inapparent verlauft, die
Schutzwirkung einer Vakzine Serogruppen-spezifisch ist und die Latenzzeit bis zur Uveitis-Entstehung Jahre betragen kann. Daher sind Lang-
zeitstudien entweder mit geimpften Pferden und nicht geimpften Kontrolltieren oder sogar Tierversuche mit experimenteller Infektion von
geimpften und nicht geimpften Kontrolltieren erforderlich, um die Schutzwirkung der Leptospiren-Vakzine zu beweisen. Sollte sich die
Vakzine bewdhren, besteht méglicherweise die Chance, dass ein Impfstoff in Deutschland regulér zugelassen wird. Bei Pferdebesitzern ist
mit grolem Interesse an einer Vakzine zu rechnen, die vor der ERU schitzen kann. In einem kommerziellen Impfstoff for Pferde in Deutsch-
land sollte neben der Serovar grippotyphosa auch die Serovar bratislava vertreten sein, damit etwa 90 % der intraokularen Infektionen ver-
hindert werden kénnen.
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Prophylaxis of equine recurrent uveitis (ERU): First results with a leptospiral vaccine in horses

Equine recurrent uveitis (ERU) is a persistant intraocular leptospiral infection which can only be effectively and permanently eliminated by
vitrectomy. Knowledge about etiology of ERU leads directly to the demand for vaccination against leptospirosis to protect horses from lep-
tospiral infection. At present, there is no leptospiral vaccine available in Europe. Thus, the only possibility for a leptospiral vaccination in
horses is to produce a stable-specific vaccine with killed leptospires which have been cultured from an animal of this stable before. In two
stables with a high incidence of ERU vaccination with a stable-specific vaccine has been performed. In both stables serogruppe Grippoty-
phosa dominated the intraocular infections of the horses and for both stables a vaccine with killed leptospires out of serogroup Grippoty-
phosa was produced. Seventy-six equids received at least the first vaccination and one booster injection. Humoral immune response to
vaccination was observed by examination of serum samples. The serum samples were tested for antibodys by MAT (microagglutination test)
and ELISA-tests (IgM and IgG against serovar grippotyphosa). Additionally, serum samples could be taken from 5 not vaccinated control
horses in one stable. In all vaccinated ponies and horses a significant increase of antibody titers against serovar grippotyphosa using MAT
and a significant increase of the extinction using ELISA for IgM and IgG could be seen (p < 0,001). After a few weeks MAT-titers and IgM-
extinction decreased, ELISA for IgG showed the longest humoral immune reaction. None of the vaccinated equids developed a local or
systemic incompatibility reaction. Since beginning of vaccination 5 years ago in one stable and 6 months ago in the second stable no eye
has shown uveitis. The humoral immune response and lack of incompatibility reactions after vaccination give hope that this vaccination is
a relative save possibility to decrease the incidence of ERU at least in stables with a high frequency of this disease. Experiences with lepto-
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spiral vaccination in other species and comparable hmoral immune responses after vaccination showed a protective effect of such a vac-
cine. Basically, intervals of 6 — 12 months between vaccinations are recommended for other species. This seems to be a practical interval
for horses, too. The efficacy of a leptospiral vaccine in horses is difficult to verify as the acute leptospirosis usually is clinically inapparent,
the protection of a vaccine is serogroup specific, and latency period until uveitis develops may be years. Thus, long time studies are neces-
sary either with vaccinated horses and not vaccinated control horses or even experimental infection with leptospires of vaccinated and not
vaccinated horses to demonstrate a protective effect of the vaccine. If vaccination proves itself, there might be a chance for the production
of a licensed and commercially available vaccine in Germany. It can be assumed, that horse owners would have great interest in a vacci-
ne protecting their horses from developing ERU. Such a commercial vaccine for horses in Germany should contain serovar bratislava besi-

des serovar grippotyphosa to prevent 90 % of the intraocular infections.

Keywords: horses, leptospires, intraocular infection, ERU, vaccination

Einleitung

In den letzten Jahren konnte eine intraokulare Leptospirenin-
fektion als Atiologie der equinen rezidivierenden Uveitis (ERU)
nachgewiesen werden (Brem et al. 1999, Faber et al. 2000,
Wollanke 2002, Wollanke et al. 2004). Unter konsequenter
medikamentéser Behandlung eines akuten Uveitisschubes
kann in den meisten Féllen der zurickbleibende Schaden am
Pferdeauge zwar begrenzt werden, bei wiederholt auftreten-
den Entzindungsschiben wird das Auge jedoch nach und
nach zunehmend geschddigt und die meisten betroffenen
Pferdeaugen erblinden im weiteren Krankheitsverlauf (Hering
1837, Unger 1955, Zwierzchowski 1967, Abrams und
Brooks 1990, Lavach 1990, Davidson 1991, Whitley et al.
1993, Kalsow und Dwyer 1997, Spiess 1997, Gerhards und
Wollanke 2001). Die Vitrektomie stellt zwar eine effektive und
komplikationsarme Therapieméglichkeit dar (Gerhards et al.
1999), jedoch handelt es sich um eine Operation in Vollnar-
kose, die mit Kosten und Risiken verbunden ist. Um dem Auf-
treten der ERU vorzubeugen und damit den Pferden die Ope-
ration zu ersparen, ergibt sich nach Identifizierung der intra-
okular persistierenden Leptospiren als ERU-auslésendes
Agens unweigerlich die Frage nach einer prophylaktischen
Impfung.

Grundsétzlich sind Impfungen gegen Leptospirose méglich
und kénnen vor Infektionen schitzen (Bernard 1993, Heath
und Johnson 1994). In der Humanmedizin wird eine Impfung
gegen Leptospirose bei geféhrdeten Personen, insbesondere
in den Tropen und Feuchtgebieten (Haake et al. 1999, Mar-
tinez Sanchez et al. 2000, Guerreiro et al. 2001, Ignat et al.
2001, Gordon 2002, Yan et al. 2003), empfohlen. Bei Hun-
den gehért die Leptospirose-Impfung zum Standard (Appel
1999). Fur Rinder gibt es in den USA polyvalente Leptospiren-
Vakzine, in denen die Serovare pomona, canicola, icterohae-
morrhagiae, hardjo und grippotyphosa enthalten sind (Diesch
1980). Sowohl die Wirkung als auch die Vertréaglichkeit von
Rinder-, Schweine- und Hundeimpfstoffen bei Pferden sind
jedoch umstritten (Bernard 1993, Williams et al. 1994).
Erfahrungen mit einer Leptospiren-Vakzine bei Pferden sind
begrenzt. Zurzeit existiert weltweit kein fir Pferde zugelassener
Impfstoff. Es werden nur einzelne Vakzinierungen bei Pferden
in der Literatur beschrieben (Bramel und Scheidy 1956, Cra-
ne 1956, Scheidy 1957). Die Forderung, einen Leptospiren-
Impfstoff fir Pferde herzustellen, wurde wiederholt gedufBert
(Diesch 1980, Ellis und O’ Brien 1988, Wood 1994). Die
Indikation fir eine Impfung gegen Leptospirose bei Pferden
wurde in erster Linie in Leptospiren-induzierten Aborten gese-
hen (Heath und Johnson 1994, Williams et al. 1994, Kinde
et al. 1996). Da die Pferde-Leptospirose in der Regel inap-
parent verlduft, werden ihre Folgen nicht mit der Infektion in
Zusammenhang gebracht (Hathaway et al. 1981, Ellis et al.
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1983, Park et al. 1992). Mit der Erkenntnis, dass die ERU Fol-
ge einer in der Regel inapparent abgelaufenen Leptospirenin-
fektion ist, in deren Verlauf die Erreger in das Pferdeauge
gelangen, lasst der prophylaktischen Impfung gegen Lepto-
spirose eine neue Bedeutung zukommen. Méglicherweise
kann durch konsequente Imfpung von Pferden gegen Lepto-
spirose die Inzidenz der ERU gesenkt werden.

Die einzige legale Maglichkeit, Pferde gegen Leptospirose zu
impfen, besteht derzeit in der Applikation eines bestandsspe-
zifischen Impfstoffs. Dieser Impfstoff kann nur dann hergestellt
und eingesetzt werden, wenn die Bakterien zuvor von einem
Tier aus dem Bestand isoliert werden konnten. Um die Ver-
traglichkeit eines solchen Impfstoffes zu testen und um die
Antikérperreaktion auf die Impfung zu prifen, wurde in 2
Pferdebesténden jeweils mit einer bestandsspezifischen Vakzi-
ne (jeweils aus einem Leptospiren-Isolat aus der Serogruppe
Grippotyphosa) eine Impfung durchgefihrt.

Material und Methode - Ausgangssituation
Bestand 1

Im Verlauf von 4 Jahren wurden 5 Augen von 4 Pferden aus
diesem Bestand in der Pferdeabteilung der Veterinédrmedizini-
schen Fakultét der Ludwig-Maximilians-Universitét Minchen
vitrektomiert. Die Vitrektomie erfolgte unter standardisierten
Bedingungen (Gerhards et al. 1999). Bei 2 Pferden wurde
eine Probe aus der etwa um den Faktor 15 verdinnten Gla-
skérper-Spilflissigkeit zur Untersuchung auf Antikérper gegen
Leptospiren an das Landesuntersuchungsamt fir das Gesund-
heitswesen Studbayern in OberschleiBheim versandt. Bei den
beiden anderen Pferden (Operation von 3 Augen) wurden zu
Beginn der Vitrektomie, vor Offnung der Infusionsleitung, 2 ml
unverdinntes Glaskérpermaterial Gber einen an das Opera-
tionsinstrument angeschlossenen 3-Wege-Hahn steril aus dem
Auge entnommen. Unmittelbar nach der Operation wurde 1
ml des Glaskérpermaterials steril in ein Probengeféf mit Kul-
turmedium injiziert und zur Anzichtung der Erreger an das
Bayerische Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicher-
heit in Oberschleiflheim versandt. Die weitere Kultur erfolgte
dort wie von Brem und Mitarbeitern beschrieben (1988). Der
Rest des unverdinnt entnommenen Glaskérpermaterials wur-
de mittels Mikroagglutinationsreaktion (MAR) auf Antikérper
gegen Leptospiren getestet (Tab. 1). In allen Glaskérperpro-
ben dominierten Antikérper gegen die Leptospiren-Serovar
Grippotyphosa. Die Antikérpertiter lagen zwischen 1:100
(eine um den Faktor 1:15 verdinnte Glaskérperprobe) und
1:25.600. Aus jedem der 3 Kultur-Ansétze wurden Leptospiren
aus der Serogruppe Grippotyphosa isoliert (Tab. 1).
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Tab 1 Pferde aus Bestand 1, die von 1995 bis 1999 in der Chir-
urgischen Tierklinik der Veterinérmedizinischen Fakultét der Lud-
wig-Maximilians-Universitét Minchen vitrektomiert wurden und
die Ergebnisse der Untersuchungen auf eine Leptospiren-Infektion
(Antikérpertiter und Kultur). (gripp = Serovar grippotyphosa, cop
= Serovar copenhageni)

Horses from stable 1 which underwent vitrectomy in the Depart-
ment of Equine Surgery of the University of Munich between 1995
and 1999 and the results of tests for intraocular leptospiral infec-
tion (antibody titers and culture). (gripp = serovar grippotyphosa,
cop = serovar copenhageni)

Pferd Vitrektomie | Antiksrpertiter (gripp) im Glaskérper Kultur Antikérpertiter im
Glasksrper Serum
1 linkes Auge 1:400 [Probe ca. 1:15 verdiinnt) nicht angesetzt negativ
2 linkes Auge 1:100 (Probe ca. 1:15 verdinnt) nicht angesetzt 1: 800 (gripp)
3 linkes Auge 1:25.000 [Probe unverdinni) positiv (gripp) 1:400 [gripp)
1:400 (cop)
4 rechtes Auge 1:12.800 (Probe unverdinn] positiv [gripp) 1:800 (gripp)
linkes Auge 1:12.800 [Probe unverdinnt] positv (gripp) 1:800 fcop]
Bestand 2

Seit 1995 waren wiederholt Islandponys aus diesem Bestand
wegen ERU zur Vitrektomie in die Pferdeabteilung der Veteri-
nérmedizinischen Fakultét der Ludwig-Maximilians-Universitét
Minchen Gberwiesen worden. Es wurden zuletzt im Verlauf
von 3 Jahren (2001 bis 2003) é an ERU erkrankte Augen von
5 Ponys aus diesem Bestand vitrektomiert. Die Vitrektomie
erfolgte wiederum unter standardisierten Bedingungen (Ger-
hards et al. 1999). Aus allen 6 Augen wurden zu Beginn der
Vitrektomie, vor Offnung der Infusionsleitung, 2 ml unver-
dunntes Glaskérpermaterial Uber einen an das Operationsin-
strument angeschlossenen 3-Wege-Hahn steril aus dem Auge
entnommen. Unmittelbar nach der Operation wurde bei 4
Augen von 4 Ponys 1 ml des Glaskérpermaterials steril in ein
ProbengeféB mit Kulturmedium injiziert und zur Anzichtung
von Leptospiren an das Bayerische Landesamt fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit in OberschleiBheim versandt. Von
2 Ponys (3 Augen) wurde Glaskérpermaterial zur Untersu-
chung mittels Leptospiren-PCR an das Vet Med Labor nach
Ludwigsburg geschickt. Ein Kulturversuch wurde hier nicht ein-
geleitet. Alle 6 unverdinnt entnommenen Glaskérperproben
wurden auBerdem im Bayerischen Landesamt fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit in OberschleiBheim mittels MAR
auf Antikérper gegen Leptospiren getestet (Tab. 2).

In 5 der 6 Glaskérperproben dominierten auch bei den Pfer-
den aus diesem Bestand Antikérper gegen die Serovar grip-
potyphosa. Bei einem Pferd wurden im Glaskérper Antikérper
gegen die Serovar saxkoebing nachgewiesen. Die Antikérper-
titer lagen zwischen 1:100 und 1:12.800. Aus 3 Kultur-Ansét-
zen konnten Leptospiren aus der Serogruppe Grippotyphosa
isoliert werden und in 2 Glaskérperproben ergab die Untersu-
chung auf Leptospiren-DNA ein positives Ergebnis (Tab. 2).

Material und Methode - Impfung
Bestand 1

Die in der Kultur isolierten Leptospiren aus der Glaskérper-
probe des linken Auges von Pferd 4 wurden fir die Herstel-
lung einer bestandsspezifischen Totvakzine verwendet. Die
Impfstoffherstellung erfolgte im Landesuntersuchungsamt for
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Tab 2 Ponys aus Bestand 2, die von 1995 bis 2003 in der Chir-
urgischen Tierklinik der Veterinérmedizinischen Fakultét der Lud-
wig-Maximilians-Universitét Minchen  vitrektomiert wurden und
die Ergebnisse der Untersuchungen auf eine intraokulare Lepto-
spiren-Infektion (Antikérpertiter, Kultur und PCR). (GK = Glaskér-
per, AK = Antikérpertiter, LS = Leptospiren, n.u. = nicht unter-
sucht, gripp = Serovar grippotyphosa, cop = Serovar copenha-
geni, brat = Serovar bratislava, sax = Serovar saxkoebing)

Ponies from stable 2 which underwent vitretomy in the Department
of Equine Surgery of the University of Munich between 1995 and
2003 and the results of tests for intraocular leptospiral infection
(antibody fiters, culture and PCR). (GK = vitreous, AK = antibody
titer, LS = leptospires, n.u. = not tested, gripp = serovar grippo-
fyphosa, cop = serovar copenhageni, brat = serovar bratislava,
sax = serovar saxkoebing)

Pferd Vitrektomi AKim i GK Kultur GK LS-PCR GK AK im Serum
1 linkes Auge 1:400 (sax) nu nu negativ
2 linkes Auge 1:3.200 (gripp) positiv nu nu
lgripp)
3 linkes Auge 1:100 (gripp) positiv negaliv 1:100 gripp
gripp] 1:100 cop
1:100 brat
4 linkes Auge 1:12.800 (gripp) positiv nu nu
gripp)
5 rechtes Auge 1:200 (gripp) nu positiv n.u
linkes Auge 1:100 [gripp) nu positiv

das Gesundheitswesen Sidbayern in Oberschleilheim.

Die Impfung wurde im Sommer 1999 bei 29 Pferden durch-
gefhrt. Die Tiere erhielten 4 Wochen nach der Erstimpfung
eine Boosterung mit dem Impfstoff. Bei 27 der Tiere konnten
Verlaufskontrollen der Antikérpertiter durchgefihrt werden.
Blutentnahmen fir die Bestimmung der Antikérpertiter erfolg-
ten sowohl zum Zeitpunkt der Erstimpfung als auch zum Zeit-
punkt der Auffrischungs-Impfung. AnschlieBend konnten nach
3 Monaten bei 4 Pferden und nach weiteren 3 Monaten bei
2 der Pferde Kontrolluntersuchungen durchgefihrt werden.
Die Antikérperbestimmungen erfolgten bei 19 (Zeitpunkt der
Erstimpfung) bzw. 17 Seren (Zeitpunkt der Boosterung) sowie
bei den spdteren Kontrollen mittels MAR fir die Leptospiren-
Serovare grippotyphosa, bratislava, copenhageni, pomona,
hardjo, canicola, saxkoebing, javanica und pyrogenes. Wei-
tere 10 Seren wurden mittels ELISA auf Antikérper (IgM und
lgG) gegen die Serovar grippotyphosa getestet.

Mit der bestandsspezifischen Vakzine wurden im Abstand von
ieweils einem Jahr noch 2 weitere Impfungen durchgefihr.
Seit Herbst 2001 ist keine weitere Impfung in diesem Bestand
erfolgt.

Bestand 2

Die in der Kultur isolierten Leptospiren aus der Glaskérper-
probe des linken Auges von Pferd 2 wurden fir die Herstel-
lung einer bestandsspezifischen Totvakzine verwendet. Die
Impfstoffherstellung erfolgte von Dr. Felgentréger & Co./IFID,
Oko-Chemie und Pharma GmbH, Rodleben.

Im November 2003 wurden 47 Islandpferde mit der
bestandsspezifischen Vakzine geimpft. Gleichzeitig wurde von
diesen 47 Ponys und von 5 nicht geimpften Ponys (Kontrollen)
Blut abgenommen und sowohl mittels MAR als auch mittels
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ELISA auf Antikérper gegen Leptospiren getestet. Die MAR
wurde mit den Serovaren grippotyphosa, bratislava, copen-
hageni, pomona, hardjo, canicola, saxkoebing, javanica und
pyrogenes durchgefihrt. ELISA-Untersuchungen wurden zum
Nachweis von Antikérpern (IgM und IgG) gegen die Serovar
grippotyphosa eingeleitet.

Eine Auffrischimpfung erfolgte bei den 47 Ponys 3 Wochen
nach der Erstimpfung. Eine erneute Blutabnahme wurde
sowohl bei den 47 geimpften als auch bei den 5 nicht
geimpften Ponys 2 Wochen nach der Boosterung durchge-
fohrt. Nach weiteren 6 Wochen wurde von 5 der geimpften
Ponys wiederum Blut entnommen. Alle Blutproben wurden wie
zuvor mit MAR und ELISA auf Antikérper gegen Leptospiren
getestet.

ELISA-Ergebnisse

Alle Serumproben wurden fur die ELISA-Untersuchung 1 : 50
verdinnt. Die Ergebnisse des ELISA wurden bei Untersuchung
der Proben von Bestand 1 vom Labor in Extinktionen (optischer
Dichte = OD) angegeben, die fir die Auswertung Gbernom-
men wurden. Bei der Untersuchung der Proben von Bestand 2
wurden die ELISA-Ergebnisse vom Labor mit ,-“ (negativ),
. +/-" (grenzwertig), ,(+)” (schwach positiv), ,+* (positiv) und
,++" (stark positiv) befundet. Fir die statistische Auswertung
wurden diesen Ergebnissen Zahlen zugeordnet (Tab. 3).

Vakzine-Herstellung und -Applikation

Die Reinkultur des Grippotyphosa-Isolats wurde mehrmals mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und auf ein Drit-
tel der Ausgangsmenge eingeengt. Die Vakzine wurde auf
einen 0,3 %igen Formol- und einen 7,5 %igen Alu-Gel-S-
Gehalt (Fa. Serva) eingestellt. Der Gesamtkeimgehalt betrug
mindestens 6 x 108 Keime / ml. Die Impfdosis des auf Steri-
litét gepriften Impfstoffes betrug 2 ml.

Fur die Zubereitung der Vakzine fir Bestand 2 wurden die
angeziichteten Leptospiren mit Formol inaktiviert. Der Impf-
stoff enthielt ein Adjuvans (4 mg / ml Aluminiumhydroxid)
sowie 2 % Phenol zur Konservierung und wurde nach Ph.
EUR. auf Sterilitat geprift. Der Gesamtkeimgehalt betrug 7,5
x 108 Keime/ml. Die Pferde erhielten jeweils 3 ml der Vakzi-
ne subkutan.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Pro-
gramm SPSS 11,5 fir Windows. Neben der Berechnung von
Mittelwerten und Standardabweichungen wurden der Wilco-
xon-Test fir den Vergleich der Héhe der Antikérpertiter vor
und nach den Impfungen sowie der Mann-Whitney-Test fur
den Vergleich der Anfikérper-Reaktion von geimpften und
ungeimpften Pferden verwendet.

Ergebnisse

Bestand 1
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Zum Zeitpunkt der ersten Impfung wies die Uberwiegende
Zahl der Pferdeseren keine Antikérper gegen Leptospiren auf.
In 3 der 19 mit MAR untersuchten Seren war ein Antikérper-
titer gegen die Serovar grippotyphosa von 1:100 oder héher
feststellbar. Der mittlere reziproke Antikérpertiter gegen die
Serovar grippotyphosa betrug x = 88 (s = 199) fur die mit
MAR untersuchten Seren. Die im ELISA gemessene optische
Dichte betrug im Mittel x = 257 (s = 354) fur IgG und X =
260 (s = 144) for IgM (Abb. 1).

Zum Zeitpunkt der Boosterung 4 Wochen nach der Erstimp-
fung betrug der mittlere reziproke Antikérpertiter gegen die
Serovar grippotyphosa x = 1086 (s = 1273) in der MAR. Die
optische Dichte der ELISA-Untersuchungen betrug im Mittel
x = 1088 (s = 387) fur IgG und x = 553 (s = 244) fur auf
IgM. Der mittlere reziproke Antikérpertiter war bei allen Tests
signifikant angestiegen (p = 0,004, p < 0,001 und p =
0,001) (Abb. 1).

Die weiteren Kontrolluntersuchungen mittels MAR konnten
nur bei 4 (nach 3 Monaten) bzw. 2 (nach 6 Monaten) Pferden
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Abb 1 Verlauf der Antikérpertiter (MAR) sowie der IgM- und IgG-
Extinktionen (ELISA) nach Impfung mit einer Totvakzine aus einem
Isolat der Serogruppe Grippotyphosa in Bestand 1. Der Antikér-
pertiter-Anstieg vom Zeitpunkt der Erstimpfung zum Zeitpunkt der
Boosterung ist fur alle Tests signifikant (** entspricht p < 0,01, ***
entspricht p < 0,001).

Boosterung

Course of levels antibody of antibody titers (MAT) and course of
IgM- and IgG-extinctions (ELISA) after vaccination with a killed lep-
tospira vaccine made from a culture of serogroup Grippotyphosa
from stable 1. The increase of the antibody levels from the time of
first vaccination to the time of booster vaccination was significant
for all tests (** means p = 0,01, *** means p = 0,00]).

durchgefihrt werden. Drei Monate nach der Boosterung war
der reziproke Mittelwert der Antikérpertiter auf X = 630 (s =
735) zurickgegangen. Nach 6 Monaten betrug der rezipro-
ke Mittelwert der Antikérpertiter gegen die Serovar grippoty-
phosa noch x = 170 (s = 212), d.h., es waren wieder annd-
hernd die Antikérpertiter vom Zeitpunkt der Erstimpfung
erreicht (Abb. 1).

Zu keinem Zeitpunkt wurde bei einem der Tiere eine lokale
oder systemische (Unvertréglichkeits-) Reaktion festgestellt.
Seit der Impfung sind im Verlauf von mittlerweile Uber 4,5
Jahren keine weiteren Pferde fiur die Besitzer erkennbar an
ERU erkrankt.

Bestand 2

Zum Zeitpunkt der Erstimpfung hatten 11 der 47 geimpften
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Ponys und eins der 5 nicht geimpften Ponys einen Antikérper-
titer gegen die Serovar grippotyphosa von 1:100 oder 1:200.
Auffallend war, dass bei 34 der 47 geimpften Ponys und bei
allen 5 nicht geimpften Ponys auch Antikérpertiter gegen die
Serovar bratislava zwischen 1:100 und 1:400 bestimmt wur-
den. Der reziproke Mittelwert der Antikérpertiter betrug fur die
Serovar grippotyphosa x = 33,51 (s = 58,11) und fir die
Serovar bratislava x = 113,83 (s = 97,08). Bei den 5 nicht
geimpften Ponys lag der reziproke Mittelwert der Antikérperti-
ter gegen die Serovar grippotyphosa bei x = 40 (s = 41,83)
und gegen die Serovar bratislava bei x = 180 (s = 44,72)
(Abb. 2 und Tab. 4).

Bei den Untersuchungen mit ELISA auf Antikérper gegen die
Serovar grippotyphosa wurden bei den meisten der Tiere
(38/52) Reaktionen fir IgM, jedoch nur bei wenigen Tieren
(11/52) Reaktionen fur IgG nachgewiesen. Der Mittelwert der
ELISA-Extinktionen betrug bei den 47 geimpften Ponys zum
Zeitpunkt der Erstimpfung (nach Umrechnung anhand Tab. 3)
x=1,7(s=1,21)forlgM undx = 0,57 (s = 1,12) fir IgG.
Bei den nicht geimpften Ponys waren die Ergebnisse &hnlich.
Der Mittelwert lag bei x = 2 fir IgM und x = 0 fir IgG (Abb.
3 und Tab. 4).

Zwei Wochen nach der Boosterung (d.h. 5 Wochen nach der
Erstimpfung) war bei allen geimpften Tieren ein hoch signifi-
kanter Anstieg der Antikdrpertiter gegen die Serovar grippo-
typhosa sowohl in der MAR als auch in den ELISA-Untersu-
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Abb 2 Verlauf der Antikérpertiter gegen die Serovar grippoty-
phosa in der MAR nach Impfung mit einer bestandsspezifischen
Vakzine aus einem lIsolat der Serogruppe Grippotyphosa in
Bestand 2. (Geimpfte = 47 (bzw. 8 Wochen nach Boosterung 5)
Ponys, die die Vakzine erhalten haben; Kontrollen = 5 nicht
geimpfte Ponys, *** entspricht p < 0,001).

Course of levels of antibody titers against serovar grippotyphosa
using MAT after vaccination with a stable specific vaccine from a
culture of serogroup Grippotyphosa from stable 2. (Geimpfte =
47 (8 weeks after boostering 5) vaccinated ponies; Kontrollen = 5
ponies which were not vaccinated, *** means p < 0,001).

chungen auf IgG und IgM feststellbar (p jeweils < 0,0071)
(Abb. 2 und 3 sowie Tab. 4). Die Antikérpertiter gegen die
Serovar bratislava waren geringfigig aber nicht signifikant
angestiegen. Der reziproke Mittelwert der Antikérpertiter
gegen die Serovar grippotyphosa betrug in der MAR x =
6451,06 (s = 6233,5), der reziproke Mittelwert der Antikér-
pertiter gegen die Serovar bratislava betrug x = 185,64 (s =
265,69). Bei den nicht geimpften Ponys waren fir beide Sero-
vare keine Verénderungen im Vergleich zur vorhergegange-
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Tab 3 Zuordnung der ELISA-Ergebnisse zu Zahlen fur die statisti-
sche Auswertung.

Transformation of ELISA results into numbers for statistical analysis.

Testergebnis im ELISA - +/- (+) + ++
zugeordnete Zahlen 0 1 2 3 4
Tab 4  Ergebnisse der MAR- und ELISA-Untersuchungen in

Bestand 2 zum Zeitpunkt der Erstimpfung sowie 2 und 8 Wochen
nach der Boosterung. Von den geimpften Ponys wurden bei der
Erstimpfung und 2 Wochen nach Boosterung jeweils 47 Seren und
8 Wochen nach Boosterung 5 Seren untersucht. Bei den nicht
geimpften Ponys wurden jeweils 5 Blutproben untersucht. Fir die
in der MAR gemessenen Antikérpertiter wurden die reziproken
Werte eingesetzt und die ELISA-Ergebnisse wurden nach Tab. 3
berechnet. (gripp = Serovar grippotyphosa, brat = Serovar bra-
tislava, X = Mittelwert, s = Standardabweichung, n.u. = nicht
untersucht)

Results of MAT and ELISA tests in stable 2 at the time of the first
vaccination, 2 weeks and 8 weeks after booster injection. From the
vaccinated ponies 47 serum samples were taken at the time of first
vaccination and two weeks affer booster vaccination and 5 serum
samples from these ponies were taken 8 weeks affer booster vac-
cination. Ffrom 5 ponies which have not been vaccinated serum
samples were taken at the time of the first vaccination and 2 weeks
after the booster vaccination. MAT titers are reciprocal and ELISA
results were calculated after table 3. (gripp = serovar grippoty-
phosa, brat = serovar bratislava, ¥ = mean, s = standard devia-
tion, n.u. = not tested)

Bei 1. Implung 2 Wochen nach Boosterung | 8 Wochen nach Boosterung
X s X s X s
MAR geimpfte 33,51 58113 | 645106 | 6233,49 105 62,249
CiLC I ——— 40 21,833 50 50 nu n
MAR geimpfle | 113,83 97078 185 165,689 145 79,844
I I, 180 44721 % 22361 no. o
EUSAJGM | geimpfte 7 1214 4 0 34 0,548
CiLC I ——— 2 1414 36 0,548 nu nu
EUSAIGG | geimphe 057 118 4 0 4 0
lgriep) ungeimpfte 0 0 08 1,095 nu. nu

nen Untersuchung erkennbar (Abb. 2 und Tab. 4). Im ELISA
wurden jedoch ein geringgradiger IgG-Anstieg sowie ein
deutlicherer IgM-Anstieg gemessen (Abb. 3 und Tab. 4).

Bei 5 der geimpften Ponys wurde 8 Wochen nach der Boo-
sterung erneut Blut untersucht. Die in der MAR feststellbaren
Antikérpertiter gegen Serovar grippotyphosa waren zu diesem
Zeitpunkt wieder abgesunken (x = 105, s = 62,25), die im
ELISA feststellbaren Reaktionen waren noch positiv (IgM) bzw.
stark positiv (IgG) (Tab. 4). Zu keinem Zeitpunkt wurde bei
einem der Ponys eine lokale oder systemische (Unvertréglich-
keits-) Reaktion festgestellt. Ebenso trat bei keinem der Ponys
eine Uveitis auf.

Diskussion

Vertrdglichkeit des Impfstoffes

Bei keinem der 76 zum Teil wiederholt geimpften Ponys und
Pferde ist eine lokale oder systemische Unvertréglichkeitsre-
aktion beobachtet worden. Die jeweils bestandsspezifisch
zubereiteten Vakzinen stellten somit gut vertrégliche Impfstof-
fe dar, die ohne gréfere Bedenken verwendet werden kén-
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nen.

Es ist bekannt, dass nicht nur nach Stresssituationen, sondern
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Abb 3 Verlauf der Antikérpertiter gegen die Serovar grippoty-
phosa im ELISA (IgM und IgG) nach Impfung mit einer bestands-
spezifischen Vakzine aus einem lIsolat der Serogruppe Grippoty-
phosa in Bestand 2. (Geimpfte-lgM = ELISA fir IgM bei geimpf-
ten Ponys, Geimpfte-lgG = ELISA fir IgG bei geimpften Ponys,
Kontrollen-IgM = ELISA fir IgM bei nicht geimpften Ponys, Kon-
trollen-lgG = ELISA fir IgG bei nicht geimpften Ponys, *** ent-
spricht p < 0,001).

Course of levels of antibody titers against serovar grippotyphosa
using ELISA (IgM and IgG) after vaccination with a stable specific
vaccine from a culture of serogroup Grippotyphosa from stable 2.
(Geimpfte-IgM = ELISA for IgM in vaccinated ponies, Geimpfte-
lgG = ELISA for IgG in vaccinated ponies, Kontrollen-lgM = ELI-
SA for IgM in not vaccinated ponies, Kontrollen-lgG = ELISA for
IgG in not vaccinated Ponys, *** means p = 0,001).

auch nach Impfungen (insbesondere EHV- und Influenza-Imp-
fungen) bei an ERU erkrankten Pferden Uveitisschibe auftre-
ten kénnen. Maglicherweise wird das Immunsystem durch
eine Impfung derart beeinflusst, dass die effektiven immun-
supprimierenden intraokularen Mechanismen (Nussenblatt
und Gery 1996, Zierhut et al. 1999) auler Kraft gesetzt wer-
den und es zu einem Uveitisschub kommt. Insbesondere bei
Injektion einer Leptospiren-haltigen Vakzine ist vorstellbar,
dass bei Pferden, die diese Erreger bereits im Auge beher-
bergen, eine Uveitis ausgeldst wird. Bisher hat sich diese
Befirchtung jedoch bei keinem Pferd verwirklicht. Da 9,5 %
der Pferde, bei denen Leptospiren aus dem Glaskérper ange-
zichtet werden konnten, keine mit der MAR nachweisbaren
Antikérper mehr im Serum aufwiesen (Wollanke 2002), ist
eine vor der Impfung durchgefihrte Serumuntersuchung nur
begrenzt aussagekréftig. Es kann daher auch mit vorherge-
henden Serumuntersuchungen nicht sicher verhindert werden,
dass Equiden, die Leptospiren im Auge beherbergen, geimpft
werden.

Antikérper-Produktion  (MAR/ELISA), Verlaufskontrollen und
Impfintervalle

Sowohl mit MAR- als auch ELISA-Untersuchungen konnte ein
hachst signifikanter Anstieg der Antikérper gegen die Serovar
grippotyphosa bei den geimpften Equiden gemessen werden.
Der Anstieg der Antikérpertiter war in Bestand 2 deutlicher zu
sehen, da die Serumuntersuchungen 2 Wochen nach der
Boosterung und nicht wie in Bestand 1 zum Zeitpunkt der
Boosterung erfolgt sind. In Bestand 1 ist davon auszugehen,
dass die Antikérpertiter 2 Wochen nach der Boosterung éhn-
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lich angstiegen sind wie in Bestand 2.

Die humorale Reaktion auf die Impfung wird als zufrieden
stellend eingeschétzt und lésst hoffen, dass mit einer Lepto-
spiren-Impfung auch beim Pferd ein Schutz vor einer Lepto-
spiren-Infektion erzielt werden kann. Das Sistieren der Uveiti-
den in Bestand 1 seit der Impfung kénnte ein erster Hinweis
auf einen durch die Impfung hervorgerufenen Schutz sein.
Wie lange dieser Schutz anhalten kann ist schwer abzuschat-
zen. Bei Mensch, Hund und Rind wird ein 6-12-monatiges
Impfintervall empfohlen (Diesch 1980, Heath und Johnson
1994, Appel 1999, Plank und Dean 2000, Branger et al.
2001, Klaasen et al. 2003).

Die Kontrollen der Verlgufe der Antikérpertiter gegen Lepto-
spiren erfolgen Ublicherweise mittels MAR und in jingerer
Zeit, entsprechend Untersuchungen bei anderen Infektions-
krankheiten auch mittels ELISA (Goddard et al. 1991, Brem
et al. 1999, Sepulveda-Amor et al. 2002, Klaasen et al.
2003, Yan et al. 2003, Symeonidis et al. 2003, Van Oirschot
2003, Li et al. 2004). Da die Schutzwirkung der Impfung vor
einer Leptospiren-Infektion nicht nur auf agglutinierende und
nicht agglutinierende Antikérper, sondern auch auf eine zel-
lulgre Immunitét zurickgefthrt wird (Naimann et al. 2001),
sind MAR- und ELISA-Untersuchungen méglicherweise nur
begrenzt aussagekréftig fir das Fortbestehen einer Schutzwir-
kung durch die Impfung. So sind bei Rindern in einer Unter-
suchung 4 Monate nach der Impfung keine agglutinierenden
Antikérper mehr im Serum nachgewiesen worden, der Schutz
vor einer Leptospiren-Infektion habe jedoch 11 Monate
angehalten und wurde vor allem auf IgG zuriickgefihrt (Tri-
pathy et al. 1975). Diese Immunglobine kénnen zwar nicht
mit der MAR, jedoch mittels ELISA nachgewiesen werden. So
sind die mit MAR nachweisbaren agglutinierenden Antikérper
gegen die Serovar grippotyphosa in Bestand 2 innerhalb kur-
zer Zeit nach der Impfung wieder erheblich abgefallen, im
ELISA ist jedoch noch eine hohe Extinktion bei Untersuchung
auf IgG erkennbar (Abb. 3). Eine zusdtzliche zellulére, TH1-
vermittelte Immunitét (Naimann et al. 2001) kénnte eine
noch léingere Schutzwirkung nach Impfung erkléren, auch
wenn sowohl MAR als auch ELISA keine Antikérper mehr
nachweisen kénnen.

Serogruppen und Serovare

Da bei Pferden Serovare aus verschiedenen Serogruppen
krankheitsverursachend sein kénnen, ist es schwierig, einen
wirksamen Impfstoff herzustellen. Es misste vermutlich ein
polyvalenter Impfstoff angefertigt werden (Ellis und O “Brien
1988). In Abhdngigkeit von der Region, in der die Pferde
gehalten werden, missten die jeweils am héufigsten vorkom-
menden Serovare enthalten sein. Fir Pferde in Deutschland
wére ein Impfstoff, der die Serogruppe Grippotyphosa ab-
deckt, am wichtigsten, da diese Serogruppe fir 77 % der
Uveitiden verantwortlich ist (Wollanke 2002). Seltener ist die
Leptospiren-Serogruppe Australis als Ausléser der ERU nach-
zuweisen, aber es kdnnen 13 % der Uveitiden auch auf diese
Serogruppe zuriickgefihrt werden. Weitere Serogruppen, die
bei Pferden mit Uveitis aus dem Auge isoliert werden konn-
ten, sind Sejroe (5 %), Pomona (3 %) und Javanica (2 %)
(Wollanke 2002). Ein Kombinationsimpfstoff fir die Leptospi-
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ren-Serogruppen Grippotyphosa und Bratislava kénnte dem-
nach 90 % der Erkrankungen an ERU verhindern, wenn fur
einen kontinuierlichen Impfschutz der Pferde gesorgt wird.

Ein Impfstoff mit einer Leptospiren-(Tot-)Vakzine und dadurch
hervorgerufene schitzende Antikérper sind Serovar- (Diesch
2001, Ellis und O Brien 1988, Naimann et al. 2001, Klaa-
sen et al. 2003) bzw. zumindest Serogruppen-spezifisch (Fai-
ne et al. 2000, Plank und Dean 2000, Branger et al. 2001,
Yan et al. 2003). Selbst wenn nach Impfung mit einer Serovar
agglutinierende Antikérper gegen andere Leptospiren
(,Kreuz-, oder ,Mitreaktionen”) feststellbar sind, bedeutet
dies keinen Schutz vor einer Infektion mit dieser anderen Lep-
tospirenart. Die beim Hund bedeutsame Serovar canicola,
gegen die ein Impfstoff fir Hunde seit Jahren zugelassen ist,
ist bei Pferden unwirksam, da die Serovar canicola so gut wie
nie nachgewiesen werden kann.

In der vorliegenden Untersuchung war bei Bestand 2 auffal-
lend, dass fast alle Tiere Antikérper gegen die Serovar bratis-
lava aufwiesen, relativ wenige jedoch Antikérper gegen die
Serovar grippotyphosa. Andererseits wurden bei den intra-
okularen Proben kulturell ausschlieBlich Leptospiren der Sero-
gruppe Grippotyphosa nachgewiesen. Antikérper wurden in
5 der 6 vitrektomierten Augen gegen Serovar grippotyphosa
und in einem Auge gegen Serovar saxkoebing festgestellt.
Antikérper gegen Serovar bratislava (Serogruppe Australis)
waren in keiner Glaskérperprobe nachweisbar.

Bei Serumuntersuchungen von Pferden aus Deutschland sind
generell fast ebenso héufig Antikérper gegen Serovar bratis-
lava nachweisbar wie gegen Serovar grippotyphosa (Wollan-
ke 2002). Im Auge dominieren jedoch die Nachweise aus der
Serogruppe Grippotyphosa. Uberproportional im Auge ver-
trefen ist, in Relation zur Héufigkeit von Serum-Antikérpern,
weiterhin die Serogruppe Sejroe. Dies kénnte ein Hinweis
darauf sein, dass manche Leptospiren-Serovare oder -Grup-
pen leichter zu einer Uveitis fihren kénnen, als andere. Es
sind zwar Serovare aus verschiedenen Serogruppen im Auge
nachweisbar, aber mit Abstand am héufigsten Serovare aus
der Serogruppe Grippotyphosa (Wollanke 2002).

Eine neue Anregung, méglicherweise Serogruppen-ibergrei-
fende Impfstoffe herstellen zu kénnen, lieferte eine Arbeits-
gruppe, die feststellte, dass das Adenovirus-mediierte Hap 1
(Haemolyse-assoziertes Protein 1) eine Leptospiren-Serogrup-
pen Ubergreifende Schutzwirkung hat (Branger et al. 2001).
Sollte sich die protektive Wirkung weiter untermauern lassen,
kénnte eine Impfung gegen Leptospirose somit erheblich ver-
einfacht werden.

Schutzwirkung der Impfung

Im Gegensatz zu anderen Infektionen ist es bei der Leptospi-
rose schwierig, den Impferfolg zu erfassen, da die Leptospiren
lange unbemerkt im Auge Uberleben kénnen und die ERU
erst Jahre nach der Infektion auftreten kann. Um zu prifen,
ob und wie lange die durch die Impfung induzierte Antikér-
perbildung und ggf. vorhandene zellulére Immunitat effektiv
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vor Leptospiren-Infektionen schitzt, sind weitere Untersuchun-
gen erforderlich. Eine Méglichkeit, die Wirksamkeit zu prifen,
wiéire ein Tierversuch. Es mUssten sowohl geimpften als auch
nicht geimpften Tieren pathogene Leptospiren der betreffen-
den Serovar injiziert werden. Der erforderliche Beobach-
tungszeitraum, in dem sich nach Leptospiren-Injektion eine
Uveitis zeigt, betrégt nach experimentellen Untersuchungen
(Williams et al. 1971) bis Uber 2 Jahre. Eine andere Még-
lichkeit besteht darin, die nicht geimpften Tiere aus einem
Bestand mit gehauft auftretender ERU als ,Kontrollgruppe” im
Vergleich zu den geimpften Equiden zu beobachten.

Um ein Pferd oder Pony effektiv vor einer Leptospiren-Infek-
tion zu schitzen ist neben der Auswahl der Serovare auch ein
kontinuierlicher Impfschutz von Bedeutung. Hierfir wére ent-
sprechend der Hinweise fir die Impfung von Rindern (Diesch
1980, Heath und Johnson 1994) eine Impfung bzw. Booste-
rung von Stuten wahrend der Hochtrachtigkeit ratsam, damit
das Kolostrum méglichst gut mit Antikérpern versorgt ist.
Nach Rickgang des maternalen Schutzes misste dann mit
der Impfung der Fohlen begonnen werden. Sollte der Impf-
schutz nachlassen, ist es den Leptospiren méglich, in das
Auge zu gelangen. Wenn nach einer gewissen Zeit erneut und
regelmdfBig geimpft wird, kénnte es trotz Impfung zur ERU
kommen, da die Bakterien zuvor in das Auge gelangen konn-
ten. Diese Situation wirde versténdlicherweise als ,Impf-
durchbruch” fehl interpretiert werden.

Fazit

Sowohl die mit den Impfungen erzielbare humorale Immu-
nantwort als auch die gute Vertrédglichkeit des Impfstoffes sind
sehr zufrieden stellend. Im Hinblick auf Untersuchungen an
anderen Spezies (Hund, Rind, Mensch) ist zu vermuten, dass
mit der Impfung ein Schutz vor Neu-Infektionen mit Serovaren
aus der Serogruppe Grippotyphosa méglich ist. Wie zuver-
léissig mit der Impfung einem Auftreten der ERU vorzubeugen
ist, hangt von verschiedenen Faktoren ab. Nicht zuletzt
schwierig ist die Abschétzung, ob sich bei einem potentiellen
Impf-Kandidaten schon Leptospiren im Auge befinden (unzu-
verl@ssige Ergebnisse von Blutuntersuchungen und jahrelan-
ge Leptospiren-Persistenz im Auge vor dem Auftreten der
ERU). Sollte sich der Impfschutz als zuverldssig erweisen, ist
von einer guten Akzeptanz von Besitzerseite auszugehen, da
die Impfstoff-Herstellung nicht GberméaBig teuer ist, der Impf-
stoff bisher problemlos vertragen wurde und die Angst vor
Erblindung der Pferde und Ponys begrindeter Weise grof3 ist.
Die Zulassung eines Leptospiren-Impfstoffes fir Equiden
kénnte unter diesen Voraussetzungen somit ein gutes Stiick
néher gerickt sein.
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