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Zusammenfassung

Ziel unserer Studie war es, herauszufinden, ob im mitteldeutschen Raum Antikérpertiter gegen den Durchfallerreger Lawsonia intracellularis
bei Fohlen mittels eines fir Schweine entwickelten Antikérper-ELISAs (blocking enzyme-linked immunosorbent assay) nachzuweisen sind. Es
wurden Serumproben von 56 Fohlen (1 Tag bis 14 Monate alt, median 90 Tage), die zwischen Januar 2006 und Mérz 2008 in die Medizi-
nische Tierklinik eingeliefert wurden, und von 24 gesunden Haflingerfohlen (15 bis 51 Tage alt, median 39 Tage) eines Gestites in Mittel-
deutschland im Mai 2009 gesammelt. Diese Proben wurden mittels ELISA untersucht. Der urspringlich schweinespezifische ELISA fohrt auch
zum Nachweis von Lawsonia-Antikérpern in Serumproben von Pferden. Von den hospitalisierten Fohlen hatten 22/56 (39,3%) bzw. 7/24
(29,17 %) Haflingerfohlen positive Testergebnisse. Sechs der 56 hospitalisierten Fohlen hatten Diarrhoe, davon waren 2 (33,33%) serolo-
gisch positiv. Die Infektion mit L. intracellularis und eine nachfolgende Antikérperbildung konnte in dieser Studie bei gesunden Fohlen und
bei Fohlen mit Durchfall und anderen Erkrankungen in Mitteldeutschland nachgewiesen werden. Daher muss die proliferative Enteropathie,
verursacht durch L. intracellularis, auch in Deutschland als mégliche Durchfallursache bei Fohlen in Betracht gezogen werden.
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Lawsonia intracellularis in foals — a serological analysis

The aim of our study was to evaluate serum antibody titers against Lawsonia intracellularis in foals in central Germany. Serum samples
were collected from 56 foals (1 day to 14 months of age, median 90 days) during hospitalisation in the Department of Large Animal Inter-
nal Medicine of the University of Leipzig between January 2006 and March 2008. Additionally, in May 2009, serum samples were collec-
ted from 24 normal Haflinger foals (15 to 51 days of age, median 39 days) of a stud farm in central Germany. The samples were exami-
ned using a swine specific antibody ELISA (blocking enzyme-linked immunosorbent-assay). This ELISA also detects antibodies against L.
intracellularis in serum of horses. Positive serum samples were found in 22 out of 56 (39.3%) hospitalized foals and in 7 out of 24 (29.17%)
healthy foals. There were six foals with diarrhea and two of them had positive results (33.3%). Regarding 17 foals with other diseases of
the gastrointestinal tract, there were 5 (29.41%) positive results. In central Germany foals had antibody titers against L. intracellularis. The-
refore, proliferative enteropathy, caused by L. intracellularis, has to be considered in foals with diarrhea in Germany.

Keywords: Foals, Lawsonia intracellularis, diarrhea, ELISA, serology

Einleitung

Die proliferative Enteropathie (PE) ist eine vor allem bei
Schweinen auftretende, weltweit verbreitete und bedeutende
Durchfallerkrankung, die hohe wirtschaftliche Verluste
erzeugt. Dieses Krankheitsbild wird durch ein gramnegatives,
mikroaerophiles, obligat intrazelluldres Bakterium, Lawsonia
(L.) intracellularis, verursacht (Knittel et al. 1998). Neben dem
Schwein wurde die PE auch bei einer Reihe anderer Tierarten
beschrieben (Cooper und Gebhart 1998). Der erste Fall bei
Pferden wurde 1982 diagnostiziert und als intestinale Adeno-
matose bezeichnet (Duhamel und Wheeldon 1982). Danach
wurde von Féllen der PE bei Fohlen in Nordamerika und ver-
einzelt auch in Europa berichtet (Cooper et al. 1997, Frank et
al. 1998, Lavoie et al. 2000, Williams et al. 1996). Das Alter
der betroffenen Fohlen liegt fast ausschlieilich zwischen zwei
und neun Monaten (Bihr 2003, Duavillier et al. 2006, Feary
et al. 2007, Frank et al. 1998, Frazer 2008, Lavoie et al.
2000, McClintock und Collins 2004, McGurrin et al. 2007,
Pusterla et al. 2008a, Sampieri et al. 2006, Williams et al.
1996, Wuersch et al. 2006). Eine Geschlechtsprédisposition
besteht nicht (Frazer 2008, McGurrin et al. 2007). Die Krank-
heit tritt vorrangig in den Monaten August bis Januar auf (Fra-
zer 2008). Bei Pferd und Schwein sind pathologische und kli-
nische Verdnderungen dhnlich (Smith 1998). Klinische Zei-
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chen bei Fohlen sind vermindertes Allgemeinverhalten, Kolik,
Fieber, Odeme und wassrige Diarrhoe. Die verminderte Fut-
teraufnahme und die folgende Malabsorption fuhren zu
Gewichtsverlust (Brees et al. 1999, Dauvillier et al. 2006,
Frank et al. 1998, Frazer 2008, Lavoie et al. 2000, Williams
et al. 1996, Wuersch et al. 2006). Bei rechtzeitiger Behand-
lung Uberlebten die meisten betroffenen Fohlen die Infektion

(Frazer 2008).

Ergebnisse der Laboruntersuchung waren Hyperfibrinogend-
mie, Leukozytose, Lymphozytose, Neutrophilie und Andamie.
Hypoalbumindmie und Hypoglobulinédmie treten ebenso auf
wie eine erhdhte Konzentration der Kreatinkinase im Plasma
(Brees et al. 1999, Frank et al. 1998, Frazer 2008, Lavoie et
al. 2000, Wuersch et al. 2006).

Differentialdiagnosen zur PE sind andere bakterielle Infektio-
nen (Salmonella spp., Ehrlichia risticii, Clostridium spp.),
parasitére Erkrankungen (Strongylidose, Kokzidiose, Krypto-
sporidiose), Sandkolik sowie eine Vergiftung mit Kantharidin
oder nichtsteroidalen Arzneimitteln. Ebenso missen eine Peri-
tonitis, Rotavirus-Diarrhoe, granulomatése oder eosinophile
Gastroenteritis und ein intestinales Lymphosarkom in Betracht
gezogen werden (Frank et al. 1998).
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Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung fallen eine
verdickte Darmwand von Duodenum, Jejunum und lleum auf.
Hyperplasie und Ulzera der Mukosa sowie transmurale Ode-
me treten auf. Die intestinale Mukosa erscheint faltig und
multinodular. Das Epithel der Darmkrypten ist hyperplastisch
und kann nekrotische Zellen oder Detritus im Lumen enthal-
ten. Die Anzahl der Paneth-K&érnerzellen und der Becherzellen
ist an betroffenen Arealen vermindert. Bei einer Silberférbung
werden zahlreiche stabférmige Bakterien deutlich, die vor
allem im apikalen Zytoplasma der Kryptepithelzellen vorkom-
men (Frank et al. 1998, Lavoie et al. 2000, Williams et al.
1996).

Die Behandlung umfasst Elekirolytinfusionen und Plasma-
transfusionen. Falls das betroffene Fohlen nicht genug
Nahrung zu sich nimmt, ist eine partielle oder totale paren-
terale Ernéhrung notwendig. Zusétzlich werden nichtsteroi-
dale Arzneimittel ebenso wie eine Ulkusprophylaxe emp-
fohlen (Frank et al. 1998). Als Antibiotikum wurde bisher
h&ufig Erythromycin (15-25 mg/kg KM alle 6 bis 8 Stunden
per os), teilweise in Kombination mit Rifampizin (7-10
mg/kg KM alle 12 Stunden per os) Uber zwei bis vier
Wochen eingesetzt (Bihr 2003, Lavoie et al. 2000, McClin-
tock und Collins 2004). Auch Azithromycin (10 mg/kg KM
alle 24 Stunden per os), Clarithromycin (7,5 mg/kg KM alle
12 Stunden) oder Doxycyclin (10 mg/kg KM per os alle 12
Stunden) kommen in Frage (Atherton und McKenzie 2006,
Feary et al. 2007). Enrofloxacin (5 mg/kg KM alle 24 Stun-
den) (Deprez et al. 2005) und Penicillin in Kombination mit
Gentamicin (Wuersch et al. 2006) wurden ebenfalls einge-
setzt. Wegen unerwinschter Nebenwirkungen der Makroli-
de wird stattdessen die Gabe von Oxytetrazyklin (6,6
mg/kg KM i.v. alle 12 Stunden) Gber vier bis acht Tage und
danach die Gabe von Doxycyclin (10 mg/kg KM alle 12
Stunden per os) Uber 8 bis 17 Tage empfohlen (Sampieri et
al. 2006).).

Bei erkrankten oder verdéchtigen Fohlen wurden bei serolo-
gischen Untersuchungen unter Verwendung eines Immunop-
eroxidase Monolayer Assays (IPMA) Antikérpertiter = 30
gefunden (Atherton und McKenzie 2006, McClintock und
Collins 2004, Pusterla et al. 2008a). Teilweise wurde erst ein
Antikérpertiter von = 60 als positiv bewertet (Frazer 2008,
Pusterla et al. 2009).

Um bei einem lebenden Pferd die Diagnose der proliferativen
Enteropathie bei vorhandenen klinischen und blutchemischen
Anzeichen abzusichern, wird die Kombination von einer PCR-
Untersuchung des Kotes und des Antikérpertiters im Serum
empfohlen. Zusétzlich kann bei einer Ultraschalluntersuchung
eine Verdickung der Dinndarmwand festgestellt werden. Eine
Biopsie von Duodenum oder Rektum ist zwar méglich, L.
intracellularis ist dort aber meist nicht nachweisbar (Frank et
al. 1998). Die Bestandsdiagnostik besteht im Antikérper-
nachweis in Kombination mit einem direkten Erregernachweis
im Kot (Dinser et al. 2003).

Es gibt einen Impfstoff gegen L. intracellularis (Boehringer
Ingelheim Enterisol lleitis), der bisher nur fur Schweine zuge-
lassen ist. In einer Studie wurde er an Pferden getestet und
fohrte, vor allem nach der intrarektalen Administration, zu
einer Serokonversion und zu positiven PCR-Befunden in den
Faeces (Pusterla et al. 2008b).
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Material und Methoden
Pferde

For den ersten Teil dieser Studie wurden zwischen Januar
2006 und Mérz 2008 Serumproben von 56 Fohlen wéhrend
ihres Aufenthaltes in der Medizinischen Tierklinik der Univer-
sitéit Leipzig gesammelt. Das Alter der Pferde lag am Tag der
Blutentnahme zwischen einem Tag und vierzehn Monaten
(median 90 Tage). Dreiflig Pferde waren Hengste und 26
waren Stuten. Die Rassen waren Warmblut (n= 34), Kaltblut
(n=7), Vollblut (n=5), Pony (n=4), Haflinger (n=3) und
Quarter Horse (n=3). Die Pferde wurden alle in Mittel-
deutschland gehalten: Sachsen (n=32), Sachsen-Anhalt
(n=17), Thiringen (n=6) und Brandenburg (n=1). Neun der
56 Fohlen waren gesund und begleiteten ihre erkrankten
Mutterstuten in die Klinik. Bei 47 Fohlen lagen verschiedene
Erkrankungen vor. Sechs Fohlen zeigten Diarrhoe und 17 hat-
ten eine Erkrankung, die den Gastrointestinaltrakt betraf
(Gastritis, lleus, Kolonverlagerung) (Tabelle 1).

Fur den zweiten Teil dieser Untersuchung wurden in einem
Haflingerbestand in Mitteldeutschland Serumproben von 24
Fohlen (15 bis 51 Tage alt, median 39 Tage) genommen. In
diesem Bestand gab es keine Hinweise auf eine mégliche
Infektion mit L. intracellularis. Alle Fohlen hatten Kolostrum
aufgenommen. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme hatte ein
Fohlen Durchfall unklarer Atiologie.

Serologische Analyse

Die Proben wurden mit einem ELISA (blocking enzyme-linked
immunosorbent assay) (bioScreen lleitis Antibody ELISA, Min-
ster, Deutschland) durch die Firma LaboVet (Wien, Osterreich)
untersucht. Bei diesem Test bindet im Testkit vorhandenes
Antigen an im Serum vorkommende Antikérper. Serumanti-
kérper und gebundenes Lawsoniaantigen reagieren mit
einem Peroxidasekonjugat, welches wiederum eine Farbreak-
tion verhindert. In Abwesenheit von Antikérpern kommt es zu
einer starken Farbreaktion, welche in Anwesenheit von Anti-
kérpern vermindert wird. Diese verminderte Farbreakfion wird
dann in Pl (percentage of inhibition) ausgedrickt. Zur Beur-
teilung der Ergebnisse hinsichtlich positiv (Pl >30), negativ
(Pl <20) und fraglich (Pl 20-30) wurden dieselben Kriterien
angewandt, wie sie durch den Hersteller fir die Untersuchung
von Schweineseren bzw. -plasma vorgegeben sind. Als Posi-
tiv- und Negativkontrolle dienten Reagentien, die bei dem
Testkit zu diesem Zweck mitgeliefert werden.

Statistik

Die statistischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des Stati-
stikprogrammes SPSS 15.0 durchgefihrt. Fir die Berechnung
der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt.
Unterschiede werden als signifikant bezeichnet bei p <0,05.
Ergebnisse

Der eigentlich fir porzines Serum oder Plasma hergestellte

Antikérper-ELISA reagiert auch mit bei Pferden vorkommen-
den gegen L. intracellularis gerichteten Antikérpern. Bei der
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Tab. 1
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Prozentuale Inhibition (Pl) der Farbreaktion im ELISA als Ausdruck des Antikérpertiters gegen Lawsonia intracellularis, Krankheiten und

Alter von 56 untersuchten Fohlen. Fohlen mit einer Inhibition > 30 sind signifikant jinger (*= p <0,05) als die mit geringere Inhibition als 30.
Antibody titers against L. intracellularis measured as percentaged reduced optical density in ELISA; diseases and age of 56 foals. Foals with redu-
ced optical density higher than 30 are significantly (*= p >0.05) younger than others.

Prozentuale Inhibition Anzahl Pl (median) Alter (Tage, median)

gesamt 22 49,51 47 *
gesund 2 53,91 12
POSITIV (>30) Diarrhoe 2 41,84 6,5
Magen-Darm-Krankheit 5 51,99 56
andere Krankheit 13 50,18 60

gesamt 8 25,995 217,5*

gesund 2 27,78 211,5

FRAGLICH (20-30) Diarrhoe 0

Magen-Darm-Krankheit 4 22,82 210
andere Krankheit 2 27,37 315
gesamt 27 11,01 90 *
gesund 5 14,63 105
NEGATIV (>20) Diarrhoe 4 3,23 105
Magen-Darm-Krankheit 12,48 67,5
andere Krankheit 10 10,8 90

* = signifikanter Unterschied

Untersuchung der in die Klinik eingelieferten Fohlen waren
22/56 Serumproben (39,3%) positiv, 8/56 (14,3%) waren
fraglich und 26/56 (46,4%) waren negativ. Von sechs Fohlen
mit Diarrhoe hatten zwei (33,3%) einen positiven Befund, vier
(66,6%) einen negativen. Von den 17 Fohlen mit einer
Erkrankung des Gastrointestinaltraktes (Tab. 1) waren funf
Serumproben (29,4%) positiv, vier (23,5%) waren fraglich
und acht (47,1%) waren negativ. Funf (55,56%) der neun
gesunden Fohlen wurden negativ getestet, zwei (22,22%)
positiv und zwei (22,22%) blieben fraglich.

Im Rahmen der Untersuchung des Haflingergestites war das
Ergebnis bei 7/24 Fohlen (29,2%) positiv, bei 1/24 (4,2%)
fraglich und bei 16/24 Fohlen (66,7%) negativ. Bei dem Foh-
len, das zum Zeitpunkt der Untersuchung eine Diarrhoe unge-
klarter Atiologie hatte, war das Resultat negativ. Die positiv
getesteten Fohlen aus dem Patientengut (1-365 Tage, median
42 Tage) waren signifikant (p=0,003 bzw. p=0,015) jinger
als die fraglich (38-426 Tage, median 213 Tage) bzw. negativ
(15-335 Tage, median 61 Tage) getesteten Fohlen. Allerdings
war das Ergebnis bei allen finf untersuchten Fohlen, die jinger
als 14 Tage waren (1-11 Tage, median 7 Tage), positiv.

Diskussion

Mittels des fir Schweine etablierten oben genannten ELISAs
kénnen auch bei Pferden positive Ergebnisse erzielt werden,
das heisst, L. intracellularis-Antikérpertiter wurden nachgewie-
sen. Wéahrend mehrere Fallberichte von an PE erkrankten Foh-
len aus Nordamerika vorhanden sind (Bihr 2003, Brees et al.
1999, Dauvillier et al. 2006, Frank et al. 1998, Lavoie et al.
2000, McGurrin et al. 2007, Schumacher et al. 2000, Willi-
ams et al. 1996), ist in Europa nur von je einem betroffenen
Fohlen aus der Schweiz und aus Belgien berichtet worden
(Deprez et al. 2005, Wuersch et al. 2006). Auch aus Australien
gibt es einen Fallbericht (McClintock und Collins 2004). Frag-
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lich war deshalb bisher, ob Pferde im mitteldeutschen Raum
Kontakt zu L. intracellularis haben und Antikérper entwickeln.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass dies der Fall ist. Eine
Verbreitung von L. intracellularis innerhalb der mitteldeut-
schen Pferdepopulation ist daher anzunehmen. Prozentual
sind dabei &hnlich viele Fohlen (39,3 % bzw. 29,17 %) betrof-
fen wie in nordamerikanischen Besténden, in denen zuvor
eine Erkrankung an PE aufgetreten war. Bei der Untersuchung
von zwei Pferdebesténden in Kalifornien, bei denen bei einem
bzw. funf Fohlen die PE nachgewiesen wurde, hatten 27 von
91 (29,7 %) bzw. 22 von 65 (33,8 %) Fohlen einen positiven
Antikérpertiter (Pusterla et al. 2008a).

Bei einer weiteren Untersuchung von Stuten und ihren Fohlen
eines Gestites in Nordamerika, bei dem es ein Jahr zuvor
zum Auftreten von PE gekommen war, hatten 54,4 % der Stu-
ten einen positiven Antikérpertiter (Pusterla et al. 2009). Bei
einer Untersuchung von 72 gesunden Fohlen in Kanada wur-
den hingegen keine Antikérper gegen L. intracellularis nach-
gewiesen (Lavoie et al. 2000).

Bei den meisten Pferden blieb der Ubertragungsweg der Infek-
tion unklar. Viele der betroffenen Tiere hatten in keiner Form
Kontakt zu Schweinen (Deprez et al. 2005, Frank et al. 1998,
Schumacher et al. 2000, Wuersch et al. 2006). In Deutsch-
land kann in etwa dreiflig Prozent der klinisch unauffélligen
Schweinebestédnde L. intracellularis nachgewiesen werden
(Herbst et al. 2003). Eine weitere Untersuchung von fast 700
Schweinebetrieben aus ganz Deutschland ergab einen positi-
ven Anteil von 81,3 % mittels indirekten Immunfluoreszenztests
(IFAT) (Wendt et al. 2006). Mégliche andere Infektionsquellen
sind Nager, Végel, Insekten, Rehe und Hunde (Cooper et al.
1997, Drolet et al. 1996, Feary et al. 2007).

Bei einer Untersuchung an Schweinen wurde festgestellt, dass
90 % von infizierten Schweinen positive Antikérpertiter im
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Serum aufwiesen, dagegen war nur bei 39 % die Kotanalyse
mittels PCR positiv (Knittel et al. 1998). Bei einer anderen
Untersuchung von Schweinen mit Durchfall waren 18,6 % der
Kotproben PCR-positiv, im Antikérpernachweis mittels
Immunfluoreszenztest dagegen 51,4 % (Dunser et al. 2003).
Die serologische Untersuchung eignet sich zur Bestandsunter-
suchung, jedoch missen bei der Interpretation das klinische
Bild und andere Untersuchungen wie PCR- bzw. patholo-
gisch-anatomische Untersuchungen bericksichtigt werden
(Dinser et al. 2003).

Somit muss die PE auch in Deutschland als mégliche Durch-
fallursache bei Fohlen in Betracht gezogen werden. Der Kon-
takt mit L. intracellularis und eine nachfolgende Antikérper-
bildung kann nicht nur bei klinisch auffalligen Fohlen, son-
dern auch bei klinisch gesunden Fohlen nachgewiesen wer-
den. Es wird angenommen, dass Stress ein wichtiger Faktor
bei der Entstehung der PE bei Fohlen ist, da die Erkrankung
vorherrschend nach dem Absetzen von der Mutterstute, einer
Vakzination, anthelminthischer Therapie und/oder intensivem
Training auftritt (Dauvillier et al. 2006, Frank et al. 1998,
Smith 1998). Dies ist eine Erklérung dafir, warum von den
Fohlen mit Antigenkontakt nur einzelne erkranken. Die positi-
ven Testergebnisse bei den funf Fohlen unserer Studie mit
einem Alter von weniger als vierzehn Tagen sprechen fir eine
Ubertragung maternaler Antikérper.

Die Verwendung des urspriinglich schweinespezifischen Anti-
korper-ELISAs zur Bestimmung des Antikérpertiters im Pferde-
serum ist moglich, jedoch ist die Uberprifung der Sensitivitéit
und Sperzifitét noch aussténdig.
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