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Zusammenfassung: Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, anhand von intraokularen Proben mittels Mikroagglutinationsreaktion
(MAR), ELISA, Kultur und PCR ophthalmologisch gesunde Pferdeaugen auf eine asymptomatische Leptospireninfektion zu untersuchen, um
weitere Hinweise zur Pathogenese der klassischen Form der ERU, deren Ursache in den meisten Féllen eine intraokulare Leptospireninfektion
ist, zu erhalten. Es wurden 168 ophthalmologisch gesunde Augen von 100 Pferden mittels MAR, ELISA und Kultur auf eine intraokulare Lepto-
spireninfektion untersucht. In der PCR wurden 120 Proben von 60 augengesunden Pferden auf Leptospiren-DNA (16S-rRNA) getestet. Als Kon-
trollgruppe dienten Proben aus 14 Augen mit ERU. Von 168 Proben aus gesunden Augen zeigte ein Auge (0,6 %) positive Antikérpernachweise
in der MAR und im ELISA, wobei kulturelle Versuche in keiner (0,0%) der 168 Proben positiv verliefen. Mittels PCR lie3 sich in 6 von 120
gesunden Augen (5,0 %) bei gleichzeitig negativem Antikérpertest Leptospiren-DNA nachweisen. Die Kontrollgruppe wies in 14 von 14 Féllen
(100%) in der MAR und in 13 von 14 Féllen (93 %) im ELISA positive Antikérpernachweise auf. Sowohl Kultur als auch PCR verliefen 8-mal
positiv (57 %). Der Vergleich der gesunden mit den an ERU erkrankten Augen zeigte im Chi-Quadrat-Test in allen vier angewandten Methoden
signifikante Unterschiede (p <0,001). Eine asymptomatische Besiedlung des Glask&rpers scheint, wenn Gberhaupt, auf Einzelfélle beschrénkt
zu sein. Die DNA-Nachweise in ophthalmologisch gesunden Augen bei gleichzeitig negativem Antikérpernachweis kénnten Hinweise auf eine
vom kérpereigenen Abwehrsystem nicht erkannte intraokulare Leptospireninfektion darstellen. Méglicherweise hétten diese Augen im Verlauf
der folgenden Monate und Jahre eine rezidivierende Uveitis entwickelt. Eine kulturelle Anziichtung von Leptospiren gelang mit Glaskérperpro-
ben aus diesen Augen jedoch nicht. Zudem sind falsch positive PCR-Nachweise zu bedenken. Der Zusammenhang zwischen der ERU und einer
intraokularen Leptospireninfektion wird damit untermauert. Im Hinblick auf die Tatsache, dass bei 168 ophthalmologisch gesunden Augen sich
nur in einem Auge Antikérper nachweisen lieen, sollte die Indikationsstellung fir die diagnostische Kammerwasserpunktion bei ,gesunden”
Augen auf Ausnahmefdlle beschrénkt bleiben.
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Examination of equine healthy eyes for intraocular leptospiral infection

Equine recurrent uveitis presents as an acute manifestation of a chronic recurrent serohemorrhagic inflammation of the uvea. This disease
can be treated with great success using the pars plana vitrectomy technique. Introduction of this surgical technique as well as routine
diagnostic aqueocentesis performed on equine eyes has provided substantial intraocular material for diagnostic evaluation and scientific
research. In equine eyes with recurrent uveitis it was possible to concomitantly isolate leptospires as well as leptospira specific antibodies
regardless of the stage of disease. In comparison, leptospires can only be detected in the blood of experimentally infected horses for up to
nine days. Clinical signs of recurrent uveitis often first appear months, or even years, after spontaneous or experimental systemic infection
has occurred. Is it possible for leptospires to actively invade the eye during the stage of bacteremia and persist without initiating an imme-
diate local immune response? Isolation of leptospires or their DNA from anamnestic and ophthalmoscopic inapparent eyes revealing no
antibody titers possibly explains the long period of incubation in this disease. The objective of this study was to provide evidence of lepto-
spiral presence in ophthalmologic healthy equine eyes. Intraocular material from 168 ophthalmologic healthy eyes from 100 horses were
subjected to MAT, indirect ELISA and culture testing for the presence of intraocular infection with leptospires. PCR was implemented to screen
120 specimens from 60 horses determined to be free from ocular disease for the presence of leptospiral DNA. Intraocular samples from 14
eyes obtained from horses diagnosed with ERU served as the control group. Additionally, the serum from 71 horses without ERU, and the
serum from 25 horses with ERU were tested for the presence of leptospiral antibodies using the MAT. From the 168 specimens taken from
the healthy eyes, only one eye (0.6 %) revealed a positive antibody titer in the MAT and ELISA, whereas, none of the cultures were positive
(0.0%). The PCR was positive for leptospiral DNA in 6/120 eyes (5.0%) with concomitantly negative antibody test results. In the control
group 14/14 cases in the MAT (100%) and 13/14 cases (93.0%) in the ELISA revealed antibodies. Culture and PCR were positive simul-
taneously in 8 samples (57.0%). Comparison of the healthy eyes and eyes with ERU in the chi-square-test revealed a significant difference
(p<0,001) independent of the method used (MAT, ELISA, culture, PCR). No significant difference (p =0,066) could be detected between
the 53/71 (75.0%) horses without signs of ERU and the 23/25 (92.0%) horses with signs of ERU in the serological MAT. In conclusion 1)
a subclinical leptospiral infection of the vitreous body, if at all possible, is restricted to isolated cases. The appearance of DNA in ophthal-
mologic healthy eyes with simultaneously negative antibody results could possibly be interpreted as an intraocular leptospiral infection that
has evaded recognition from the host’s immune system. Nevertheless, it was not possible to culture living leptospires. 2) Further evidence of
the relationship between ERU and intraocular leptospiral infection was presented. 3) Because antibodies were only detected in the aqueous
humor of 1/168 ophthalmologically asymptomatic eyes included in this study, diagnostic aqueocentesis should only be carried out on such
eyes in exceptional situations.
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Einleitung

Immer noch wird kontrovers Gber die Ursache der equinen re-
zidivierenden Uveitis (ERU) diskutiert. Die Ursachen dafir sind
vielschichtig. Faktoren fir die unterschiedliche Bewertung sind
unterschiedliche Untersuchungsmethoden mit der Konzentra-
tion auf unterschiedliche Augenabschnitte, unterschiedliche
Patientengruppen (z.B. Anteil an Tigerschecken), unterschied-
liche Labortests, unterschiedliche Auswertung der Labortests
und eine international wenig beachtete, v.a. deutschsprachi-
ge, Literatur Uber Pferdeaugenerkrankungen, die zu einem
grof3en Teil in der Pferdeheilkunde versffentlicht ist. Diese Ver-
sffentlichungen beruhen vornehmlich auf Gerhards und Wol-
lanke von der LMU Minchen, die Uber Jahrzehnte sehr inten-
siv an der ERU geforscht haben. Die Untersuchung gesunder
Pferdeaugen soll ein weiteres Puzzlestiick dieser umfassenden
Forschung von Gerhards und Wollanke sein.

In Deutschland hatte sich beruhend auf Gerhards, Wollanke
und Brem, in den 1990er und frihen 2000er Jahren gezeigt,
dass die intrackulare Leptospireninfektion bei der klassischen
Form der ERU die Hauptursache darstellt. Weitere Untersu-
chungen bestdtigten dies und es zeigte sich, dass die Vitrek-
tomie wirkungsvoll Rezidive verhindert, weil damit die Ursa-
che beseitigt wird. Hieriber liegen Langzeitergebnisse vor.
Allerdings wurden ophthalmologisch gesunde Augen nicht in
hoher Anzahl auf Hinweise auf eine intrackulare Leptospiren-
infektion untersucht. So ergab sich die Frage, ob ophthalmo-
logisch gesunde Augen Hinweise auf eine intrackulare Lepto-
spireninfektion zeigen und ob sich damit Riickschlisse auf die
Pathogenese der ERU erzielen lassen.

Literatur

In den spdten 80er bzw. frihen 90er Jahren wandten Werry
und Gerhards die Vitrektomie beim Pferd an, um eine ,Klérung
der brechenden Medien” und eine Beseitigung von Enizin-
dungsprodukten oder -mediatoren aus dem Glaskérperraum”
zu erreichen (Werry und Gerhards 1991). Mittels der bei der
Vitrektomie gewonnenen Proben war es méglich, Glaskérper-
proben in grofler Anzahl zu untersuchen. Langzeitergebnisse
wurden bereits 1997 verdffentlicht: 42 von 43 Augen mit
ERU blieben nach der Vitrektomie rezidivirei (Winterberg und
Gerhards 1997). Hierbei wurde immer noch vermutet, dass
mit der Vitrektomie ein immunologisches Geddchtnis entfernt
wird. Ein Hinweis darauf, dass schon an Leptospiren gedacht
wurde ergibt sich aus dem Zitieren zweier Artikel von Wollanke
bei denen es um Borrelien (1995) und um Leptospiren (1996)
geht. Das élteste Zitat im Literaturteil stammt allerdings von
1974 und trégt den Titel ,Immunogenic Uveitis”, so dass die
dlteren Artikel Gber ERU und Leptospiren (z.B. Heusser 1948)
noch nicht genannt und das Hauptaugenmerk noch auf im-
munologische Geschehen als Ursache gelegt wurden. Kurz
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darauf konnten Leptospiren aus ERU-Augen isoliert werden
(Brem et al. 1998 und 199%a). Schon zwei Jahre spéter er-
folgte dann eine erste Abgrenzung der leptospirenbedingten
Uveitis zu anderen Uveitiden (Gerhards und Wollanke 2001)
und es wurden Ergebnisse Uber Antikérpertiter von 242 Pfer-
den (270 Augen) und Kulturen von 252 Augen mit ERU von
Wollanke et al. (2001) zusammengefasst. Ein hoher Anteil der
Augen wies in der Mikroagglutinationsreaktion (MAR) positive
Antikérpertiter (ab 1:400) auf und 52% der Augen waren in
der Kultur positiv. Hier wurde auch erwdhnt, dass eine Spilung
des Glaskérpers mit 250ml BSS (balanced salt solution), das
20mg Gentamicin enthdlt, in fast allen Féllen zur Rezidivirei-
heit fuhrt. Dies wurde bei Wollanke et al. (2004a) an einer
hohen Patientenanzahl bestétigt. 53% von 358 Glaskérper-
proben aus ERU-Augen zeigten einen positiven Nachweis von
Leptospiren in der Kultur, 76 % von 418 Proben aus an ERU
erkrankten Augen wiesen einen héheren Antikérpertiter als im
Serum auf und bei 35 von 36 Pferden war der GWC (Gold-
mann-Witmer-Koeffizient) positiv (>3). Uber 97% der Augen
wiesen nach Vitrektomie kein Rezidiv einer Uveitis auf. Dies
wurde mit der Entfernung des auslésenden Agens begriindet.
Zu der Zeit wiesen auch Faber et al. (2000) Leptospiren in
ERU-Augen mittels Kultur und PCR nach. Uber erste Erah-
rungen mit einem bestandsspezifischen Leptospiren-Impfstoff
berichteten Wollanke et al. (2004b). Hier wird erwdhnt, dass
in einem geimpften Bestand im Zeitraum von Gber 5 Jahren
keine ERU auftrat, wéhrend zuvor gehauft ERU-Félle vorhan-
den waren. Im Jahr 2007 konnten Brandes et al. Leptospiren
in 4 Augen mittels Elektronenmikroskopie darstellen. Hierbei
wird ein proteindses Material erwdhnt, das die Leptospiren
ummantelt und bei einer phagozytierten Leptospire vermindert
war. Weiter zeigten Czupalla und Gerhards (2013) an Gber
1280 Narkosen bei Pferden, bei denen ein Eingriff am Auge
ndétig war, dass das Narkoserisiko bei Augenoperationen im
Vergleich zu anderen Operationen nicht erhdht ist. Popp et al.
(2013) verabreichten Pferden systemisch Enrofloxacin. Da trotz
intraokularer Konzentration Gber der MIC (mittlere alveolare
Hemmbkonzentration) bei 30% der untersuchten Pferde Lepto-
spiren aus dem Glaskérper anziichtbar waren, vermuten die
Autoren unter anderem, dass Leptospiren im Glaskérper nicht
ausreichend mit Enrofloxacin in Kontakt kommen. Baumgart
und Gerhards (2014) beschrieben, dass die Tigerschecken-
Uveitis und seltene Einzelfdlle sowohl klinisch als auch im Hin-
blick auf Leptospirennachweise anders verlaufen: Es besteht in
diesen Féllen meist eine chronische hintere Uveitis, die kaum
mit GuBerlich sichtbaren Symptomen einhergeht und bei denen
die Tests auf Leptospiren meist negativ verlaufen. Als Uber-
tréger von Leptospira grippotyphosa kommen im deutschen
Raum vor allem Wihlméuse in Frage (Cibulski und Wollanke
2016). Hier sind auch Brandméuse als Ubertréger von vor-
wiegend L. pomona und Ratten als Ubertréger von vorwiegend
L. icterohaemorrhagiae erwdhnt. Interessant ist die Vermutung,
dass viele Ratten einen hohen Infektionsdruck bewirken und
eine Erklarung fir die vielen Augenerkrankungen der Gruben-
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pferde in Bergwerken sein kénnten. Zur Testung auf Leptospi-
ren beschreiben Loibl et al. (2018) den sehr sensitiven IgA-
ELISA. Sie schlagen vor, intraokulare Proben zunédchst auf IgA
zu prifen und bei negativem Ergebnis die Probe mittels MAR,
IgM- und IgG-ELISA und PCR zu testen. Waldner et al. (2018)
untersuchten Pferde mit Augenerkrankungen auf SAA (Serum
Amyloid A) und zeigten, dass intraokular eine Korrelation zur
Hehe des Antikérpertiters besteht, dies auch léngere Zeit nach
dem akuten Entziindungsschub. Schinagl (2017) kann Lang-
zeitergebnisse von einem Verfolgungszeitraum von 6 Monaten
bis 18 Jahren (Durchschnitt 10 Jahre) présentieren. Yon 654
Augen, die positiv auf eine intraokulare Leptopireninfektion
waren, zeigten 96 % kein Rezidiv nach der Vitrektomie, wo-
bei die antiinflammatorische Behandlung nach Vitrektomie 10
Tage betrégt. Dies bestdtigt die Untersuchung von Winterberg
und Gerhards (1997), die etwa 20 Jahre zuvor an einer klei-
neren Probenanzahl und kirzeren Kontrollzeiten dhnliche Er-
gebnisse hatte.

Bei Gilger (2008), Gerding und Gilger (2016), Malalana
(2017), Fischer (2019) und Voelter (2020) unterscheiden sich
die Ergebnisse der Untersuchungen auf Leptospiren von z.B.
Wollanke (2004). Eine Erklérung dafir kénnte sein, dass der
Goldmann-Witmer-Koeffizient bei den erstgenannten Arbeiten
ohne Referenzwert aus dem Serum (z.B. Geamteiweifl oder
Gesamt-lgG) berechnet wurde, die Kriterien fir die Diagnose
,ERU” verschieden sind und eine andere Zusammensetzung
der Patienten besteht, so dass die Ergebnisse schwer vergleich-
bar sind. Hier spielt z.B. der Unterschied in der Population
zwischen Deutschland und USA im Hinblick auf den Anteil der
Tigerschecken eine grofie Rolle. Bei der Untersuchung von
Gerding und Gilger (2016) stellten z.B. Appaloosas die grof3-
te Gruppe (54/224 Pferden), bei 24/224 Warmblutpferden,
wéhrend bei Wollanke (2002) weniger als 5% Tigerschecken
in der Untersuchung enthalten waren.

Parallel zu den Untersuchungen Uber Leptospiren forschte
Deeg (2001) im Institut fir Tierphysiologie der LMU Min-
chen an von Gerhards mittels Vitrektomie gewonnenem
Glaskérpermaterial von ERU-Augen und postulierte ein
Autoimmungeschehen als Ursache fur die ERU. Das fihrte
dazu, dass an Methoden geforscht wurde, die das Immun-
system unterdricken sollen. Aktuell werden vor allem folgen-
de Behandlungen dazu vorgeschlagen: Cyclosporinimplan-
tate von Gilger (2010), intravitreale Gentamicininjektionen
(Fischer, 2019), wobei bei Gentamicin ein immunmodula-
torischer Effekt vermutet wird oder von Brooks die dauerhaf-
te konservative Therapie mit entzindungshemmenden (z.B.
Prednisolon) Mitteln (mindliche Aussage IEOC Congress
2018). Weiter zeigte sich, dass eine Autoimmunerkrankung
bzw. Uveitiden ohne intraokulare Leptospireninfektion, wie
es fur die Tigerschecken-Uveitis wahrscheinlich ist, nicht mit
der Vitrektomie geheilt werden kénnen (Baumgart und Ger-
hards 2014, Témérdy et al. 2010). Auch die intravitreale
Gentamicin-Injektion zeigt hier schlechte Ergebnisse (Fischer
2019). Die Tigerschecken-Uveitis und seltene Einzelfélle ver-
laufen sowohl klinisch als auch im Hinblick auf Leptospiren-
nachweise anders: Es besteht in diesen Fdllen meist eine
chronische hintere Uveitis, die kaum mit GufBerlich sichtbaren
Symptomen einhergeht und bei denen die Tests auf Lepto-
spiren meist negativ verlaufen (Wiehen 2012, Baumgart und

Gerhards 2014).
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Eigene Untersuchungen — Material und Methoden

Insgesamt wurden intraokulare Proben aus 168 gesunden Au-
gen von 100 Pferden untersucht:

70 euthanasierte (Eutha® 77, Essex) oder geschlachtete au-
gengesunde Pferde; 2 Pferde mit einseitiger rezidivierender
Keratitis; 28 Pferde mit einseitiger ERU, bei denen jeweils das
gesunde Partnerauge beprobt wurde

Zur Kontrolle der Testdurchfihrung konnte Glaskérpermaterial
von 14 an ERU erkrankten Augen auf Leptospiren untersucht
werden. Die nicht an ERU erkrankten Pferde (30 Stuten, 35
Wallache, 7 Hengste) befanden sich im Alter von 5 Tagen (4
Fohlen) bis 29 Jahren (@ =9,9 Jahre; s=6,5) und die an
ERU erkrankten (13 Stuten, 19 Wallache, 1 Hengst) zwischen
3 und 16 Jahren (& =8,0 Jahre; s=3,9). Die Pferde kamen
Uberwiegend aus der Bundesrepublik Deutschland, aber auch
aus Osterreich, der Schweiz, Holland, Tschechien und Eng-
land.

Anamnese und Einteilung der Pferdeaugen in ,augengesund”

und ,ERU”

Bei den ,gesunden” Pferdeaugen ergaben sich ophthalmolo-
gisch (anamnestisch und ophthalmoskopisch) keine Hinweise
auf eine Augenerkrankung.

Pferde mit ,ERU” hatten vorberichtlich mindestens zwei
schmerzhafte Entzindungsschibe aufgewiesen, die mit Lid-
kneifen, Lidschwellung und vermehrtem Trénenfluss einher-
gegangen waren. Zudem zeigten sie ophthalmoskopisch
mindestens eines der folgenden Symptome: Fibrin in der
vorderen Augenkammer, hintere Synechie, Irisreste auf der
Linsenvorderfléche, Miosis, diffuse schmutzig-grin-gelbli-
che Tribung des Glaskérpers, entziindliche Einlagerungen
im Glaskarper.

Augenuntersuchung

Die Augenuntersuchung wurde bei toten Pferden direkt nach
der Euthanasie oder Schlachtung durchgefihrt. Bei lebenden
Pferden erfolgte die Untersuchung im abgedunkelten Raum
bei weit gestellter Pupille. Bei Bedarf wurde ein Mydriatikum
(Tropicamid) appliziert. Augenumgebung, Lider, Bindehaut,
Hornhaut, vordere Augenkammer und Linsenvorderfléche
wurden mit einer Lupe (2,3 X=10 X) und einer fokalen Licht-
quelle untersucht. Die Untersuchung von Linsenrickflache,
Glaskérperraum und Augenhintergrund erfolgte mit einem
direkten Ophthalmoskop.

Kammerwasser- und Glaskérperproben

Glaskérper- (GK) und Kammerwasser- (KW)-Proben wurden
aus ,gesunden” Augen unmittelbar nach der Euthanasie
mit Pentobarbital-Na (Eutha® 77 100ml/Pferd, Essex) oder
Schlachtung, die nicht wegen Augenerkrankungen erforder-
lich war, entnommen. Kammerwasserproben wurden mittels
limbaler Parazentese der vorderen Augenkammer Uber eine
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Kanile (27 G 3/4, Dispomed) gewonnen (Tunnelstich in der
Hornhaut). Das meist relativ zéhe Glaskérpermaterial konnte
Uber einen grofilumigen Venenverweilkatheter (12 G, Vygon),
der an der wenig durchbluteten Stelle des Zuganges fur die
Pars-plana-Vitrektomie etwa 14 mm vom Limbus entfernt ins
Augeninnere eingebracht wurde, abgesaugt werden. Eine ge-
wissenhafte Desinfektion der Einstichstelle war am toten Pferd
méglich.

Therapeutische und diagnostische Eingriffe

Therapeutische Eingriffe waren Vitrektomien oder Parazente-
sen, die in der Pferdeabteilung der Chirurgischen Tierklinik
der LMU Minchen durchgefihrt wurden. Zu Operationsbe-
ginn konnten Gber einen Dreiwegehahn unproblematisch 3 ml
unverdinnter und steriler GK-Flussigkeit zu diagnostischen
Zwecken entnommen werden.

Untersuchung der entnommenen Proben auf Leptospiren

Die Proben wurden mittels MAR (Mikroagglutinationsreaktion)
und ELISA auf Leptospirenantikérper und in der Kultur und der
PCR direkt auf Leptospiren untersucht. MAR, ELISA und kulturelle
Untersuchungen wurden unter Anleitung und Hilfe des Leiters
des Leptospirenlabors Dr. Brem und Mitarbeitende im Landesamt
for das Gesundheitswesen und Lebensmittelsicherheit Sidbayern
durchgefihrt (Gesell 2004). Fir die PCR wurde Probenmaterial
an das Vet-Med-Labor (Institut fir klinische Prifung, Ludwigs-
burg GmbH, Veterinarmedizinisches Labor, zertifiziert nach DIN
EN ISO/IEC 17025) versandt und dort auf Leptospiren getes-
tet. Die Nachweise von Antikérpern in der MAR und lebenden
Leptospiren in der Kultur erfolgten nach den Empfehlungen des
Office International des Epizooties (OIE, 2000) und der Deut-
schen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM,
1984), Antikérpernachweise im ELISA nach Kettner (1997). Das
Vet-Med-Labor in Ludwigsburg entwickelte die PCR anhand der
Berichte von Merien et al. (1992, 1995).

Zusammensetzung der intraokularen Proben und Untersu-

chung mittels MAR, ELISA und Kultur

* Proben aus 168 gesunden Augen von 100 Pferden

e KW (MAR und ELISA) und KW und GK (Kultur) aus 138 ge-
sunden Augen von 70 mit Eutha® 77 (100 ml/Pferd, Essex)
euthanasierten oder geschlachteten Pferden

e KW aus 2 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger Kera-
titis, enfnommen im Zuge einer diagnostischen Parazentese

* KW aus 28 gesunden Augen von Pferden mit einseitiger

ERU, entnommen im Zuge einer diagnostischen Parazentese

14 GK-Proben aus an ERU erkrankten Augen von 14 Pferden

MAR

Bei der MAR werden Kultur-Leptospiren (WHO-Standardstémme)
mit den Proben zusammengebracht. Enthalt die Pro-
be Antikérper gegen Leptospiren, erfolgt eine Agglutina-
tion der Leptospiren. Uber eine Verdinnungsreihe wird der
Antikérpertiter bestimmt, der ab einem Titer von 1:100 als
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Jpositiv’ bewertet wurde. Es wurde die maximal gemesse-
ne Titerstufe in die Ergebnisse mit einbezogen. Wurden bei
einer Probe Antikérper gegen mehrere Serovare mit gleicher
Titerhéhe nachgewiesen, gingen diese bei der Bewertung der
Haufigkeit des Auftretens einer Serovar zu gleichen Anteilen in
die Untersuchung mit ein.

Es wurde auf folgende Serovare getestet:

Leptospira interrogans-Serovar hardjo = hard
Leptospira interrogans-Serovar canicola = can
Leptospira interrogans-Serovar grippotyphosa = gripp
Leptospira interrogans-Serovar icterohaemorrhagiae = ict
Leptospira interrogans-Serovar pomona = pom
Leptospira interrogans-Serovar bratislava = brat
Leptospira interrogans-Serovar saxkoebing = sax
Leptospira interrogans-Serovar sejroe = sej

Leptospira interrogans-Serovar tarassovi = tar
Leptospira interrogans-Serovar australis = aust
Leptospira interrogans-Serovar javanica = jav
Leptospira interrogans-Serovar pyrogenes = pyr

ELISA

Es wurde ein indirekter ELISA mit antigenbeschichteten Mikro-
titerplatten durchgefihrt. Nach Zugabe der Probe bilden in der
Probe vorhandene Antikérper mit dem Antigen einen Anfigen-
Antikérper-Komplex. Diese Antigen-Antikérper-Komplexe kénn-
en dann mittels enzymmarkierter Anti-Antikérper Gber eine
enzymatische Reaktion, die eine Farbverdnderung bewirkt, im
Photometer nachgewiesen werden. Bei der Ausfihrung des
ELISAs wurden die Mikrotiterplatten mit Vollantigen von den
intraokular am hé&ufigsten vorkommenden Serogruppen Grip-
potyphosa (Serovar grippotyphosa) und Australis (Serovar
bratislava) beschichtet. Es wurden je Probe zwei Anséize mit
antigenbeschichteten Cups einer Mikrotiterplatte und dane-
ben zwei Ansdtze in Cups ohne Antigenbeschichtung durch-
gefohrt. Als Positiv- bzw. Negativ-Kontrollen dienten bekannt
positive bzw. negative Kammerwasserproben vom Landesamt
for das Gesundheitswesen Sidbayern. Als Konjugate kamen
Peroxidase-markierte Kaninchen-anti-Pferd-IgM und Ziegen-
anti-Pferd-IgG zum Einsatz.

Leptospirenkultur

Zunéchst wurde eine Beeintrdchtigung des Leptospirenwachs-
tums durch Eutha® 77 (Pentobarbital-Natrium, 400 mg/ml;
Isopropanol, Polyethylenglykol 200, Wasser fir Injektionszwe-
cke) in vitro Uber eine Verdiinnungsreihe ausgeschlossen. Zu
diesem Zweck wurden Leptospirenkulturen mit unterschiedli-
chen Mengen Eutha® 77 versetzt und Uber einen Zeitraum
von einer Woche beobachtet. Bei der errechneten Blutkonzen-
tration von Eutha® 77 nach Euthanasie zeigte sich das Wachs-
tum der Leptospiren unbeeintréachtigt. For den Versuch wurden
insgesamt 2 ml Eutha® 77 bendtigt.

Die steril entnommenen Proben wurden zunéchst auf flissige
Transportmedien verimpft. Nach Verbringung der beimpften
Transportmedien in das Labor erfolgte die Weiterverimpfung
auf halbflissige Nahrmedien und die Bebritung. Uber einen
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Zeitraum von sechs Monaten wurde auf das Wachstum von
lebenden Leptospiren kontrolliert. MAR, ELISA und Kultur wur-
den wie bei Gesell (2004) beschrieben durchgefihrt.

Leptospirenisolation und Serovarbestimmung

Die weitere Anziichtung der Leptospiren in den positiven Kul-
turen mit Bestimmung der Serovar mit spezifischen Antiseren
wurde vom Landesamt fir das Gesundheitswesen und Le-
bensmittelsicherheit Sidbayern durchgefihrt.

PCR — Untersuchung auf Leptospiren-DNA

Kammerwasser aus 120 gesunden Augen von 60 euthana-
sierten Pferden (Alter: 1-29 Jahre, @ = 10,5 Jahre, s=6,2)
und aus an klassischer ERU erkrankten Augen (n=14) von
14 Pferden wurden nach Ludwigsburg versandt. Dort erfolg-
te die Untersuchung auf Leptospiren-DNA (hoch konservierte
16S-rRNA Gensequenz von Leptospira interrogans) durch das
Vet-Med-Labor. Zusétzlich wurde eine Kammerwasserprobe
aus dem gesunden Auge eines einseitig an ERU erkrankten
Pferdes mit Hilfe dieser PCR auf Leptospiren getestet, da die-
ses Kammerwasser in der MAR und im ELISA positiv reagierte
(diese Probe wurde nicht in die Gruppe der 120 Proben aus
gesunden Augen von 60 Pferden aufgenommen).

Statistische Auswertung

Die beiden Gruppen ,Augengesunde” und ,ERU” wurden mit
MINITAB fir Windows in der Abteilung fir Biometrie des In-
stituts fur Tierzucht und Tierhygiene mittels Chi-Quadrat-Test
verglichen. Bei den Untersuchungen der intraokularen Proben
wurde folgende Nullhypothese aufgestellt: Die Gruppen ,Au-
gengesunde” und ,ERU” unterscheiden sich nicht im Hinblick
auf labordiagnostische Hinweise fir eine intraokulare Lepto-
spireninfektion. War die Wahrscheinlichkeit der Giltigkeit der
Nullhypothese p (= Uberschreitungswahrscheinlichkeit des
Signifikanzniveaus a) kleiner als das festgelegte Signifikanz-
niveau a, galt das Ergebnis als signifikant. Das Signifikanz-
niveau wurde auf a=0,01 festgesetzt, da Konsequenzen fur
Patienten mit ERU entstehen kénnen.

Ergebnisse
MAR

Bei Antikérpernachweis-Versuchen mit Kammerwasser aus
168 klinisch gesunden Augen von 100 Pferden war lediglich
ein Ansatz in der MAR positiv. Die positive Probe wurde im
Zuge einer diagnostischen Parazentese bei einem 4-jghrigen
dunkelbraunen Araberhengst, der am anderen Auge an ERU
erkrankt war, gewonnen. Es konnte ein Antikérpertiter von
1:200 gegen die Serovar grippotyphosa festgestellt werden.
Diese Probe wurde deshalb zusatzlich mittels PCR auf Lep-
tospiren-DNA getestet. Alle Proben aus Augen, die an ERU
erkrankt waren, reagierten in der MAR positiv. Damit besteht
ein signifikanter Unterschied zwischen gesunden und an ERU
erkrankten Augen (p <0,001)

220

S. Gesell-May et al.

ELISA

Im ELISA auf Antikérper gegen Leptospiren reagierte eine
der 168 Proben aus gesunden Augen positiv, in der Gruppe
der an ERU erkrankten Augen zeigten 92% der Proben eine
positive Reaktion. Im Chi-Quadrat-Test wurde ein signifikanter
Unterschied errechnet (p < 0,001). Die positive Probe stamm-
te aus dem gleichen Auge wie die Probe, die in der MAR einen
Antikérpertiter von 1:200 aufwies.

Kultur

Bei Kulturversuchen aus intraokularen Proben von 168 kli-
nisch gesunden Augen (Kammerwasser aus 168 Augen und
Glaskérper aus 138 Augen) war kein Ansatz positiv. Von den
14 Kulturen mit Glaskérper aus Augen, die an ERU erkrankt wa-
ren, erbrachten 57 % innerhalb von zwei bis acht Wochen ein
positives Ergebnis. Im Chi-Quadrat-Test bestand ein signifikanter
Unterschied (p <0,001). Bei den isolierfen Leptospiren handelte
es sich um Leptospiren der Serovar grippotyphosa (n=8).

In 6 (5%) der 120 Proben aus Augen von 60 ophthalmo-
logisch gesunden Pferden verlief die PCR positiv, wobei 2
positive Proben von einem Pferd stammten (8,3 % der augen-
gesunden Pferde zeigten damit Hinweise auf ein intraokula-
res Vorkommen von Leptospiren-DNA). Bei den 14 Proben
aus an ERU erkrankten Augen wiesen 57 % eine positive PCR
auf. Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den ge-
sunden und den an ERU erkrankien Augen (p <0,001). Die
Kammerwasserprobe, die aus dem gesunden Partnerauge
eines einseitig an ERU erkrankten Pferdes stammte und in der
Antikérper gegen Leptospiren nachweisbar gewesen waren,
reagierte in der PCR negativ. (Tab. 1)

Diskussion
Im Vordergrund der Arbeit stand die Untersuchung klinisch

gesunder Pferdeaugen auf intraokular vorhandene Lepto-
spiren oder Leptospirenantikérper. Intraokulare Proben aus

Tab. 1 Vergleich gesunder Augen mit an ERU erkrankten Augen
im Hinblick auf Antikérpertests (MAR und ELISA) und direkte Nach-
weise (PCR und Kultur). Zudem Vergleich mit Literaturangaben. |
Comparison of healthy eyes with eyes affected by ERU with regard to
antibody tests (MAR and ELISA) and direct detection (PCR and culture).
In addition, comparison with references.

Test Positive Gesunde Positive ERU P;_Si::\rggu
1/168 14/14 382/426
MAR 0 9 (90%)
(0,6%) (100%) (Wollanke 2004)
1/168 13/14 67/§O
ELISA : 0 (847%)
(0,6%) (93%) (Loibl 2018)
o 614 189/358
Kultur 9 9 (53%)
(0,0%) (57%) (Wollanke 2004)
- 6/120 8/14 ?791/5/?
(5,0%) (57 %) ‘

(Wollanke 2004)
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an ERU erkrankten Augen waren schon in groiem Umfang
untersucht worden (siehe Tabelle). In MAR, ELISA, PCR und
Kultur waren die Ergebnisse mit Proben aus an ERU erkrank-
ten Augen &hnlich zu denen, die in der vorliegenden Arbeit in
der Kontrollgruppe auftraten. Daher ist trotz der geringen An-
zahl von nur 14 untersuchten Augen mit ERU gegentber 168
bzw. 120 gesunden Augen ein Vergleich zwischen der Gruppe
»augengesunde” und der Kontrollgruppe ,ERU” berechtigt.

Serumuntersuchungen zeigten, dass im Patientengut der LMU
Minchen ein Grofiteil der Pferde positive Serum-Antikérper-
titer aufwies und kein signifikanter Unterschied zwischen Pfer-
den, die keine ERU hatten und Pferden, die an ERU erkrankt
waren, bestanden (Wollanke et al. 2002, Gesell 2004). Zu-
dem wies Wollanke (2002) nach, dass bei vielen Pferden mit
ERU negative Serum-MAR-Ergebnisse und gleichzeitig ein
positiver MAR-Titer in intraokularen Proben bestehen. Daraus
folgerte sie, dass Serumuntersuchungen bei der ERU kaum
Bedeutung fir die Bestimmung der Atiologie einer Uveitis ha-
ben. Sind im Serum keine Antikérpertiter gegen Leptospiren
nachweisbar, heifit das also nicht, dass die MAR mit intraoku-
laren Proben negativ sein muss.

Der EiweiBgehalt in intraokularen Proben aus gesunden Au-
gen liegt bei etwa 1g/l (Wollanke 1996, Wollanke 2002).
Wenn man den GWC zur Bestimmung einer lokalen Antikér-
perproduktion als Methode der Wahl ansieht (Goldmann und
Witmer 1954), sind bei negativen Leptospiren-Tests mit infra-
okularen Proben auch im Vergleich mit Serumuntersuchun-
gen aussagekréftige Ergebnisse ausgeschlossen. Der GWC
untersucht, ob Antikérper durch Diffusion Uber die Blut Au-
gen-Schranke in das Auge gelangt sind, oder ob es sich um
eine infektionsbegleitende intraokulare Antikérperproduktion
handelt. Wenn keine Antikérper im Auge nachweisbar sind,
erUbrigt sich folglich die Berechnung des GWC.

Auch bei an ERU erkrankten Augen ist der Gesamteiweifwert
in intraokularen Proben um ein Vielfaches niedriger als im
Serum (Wollanke 1995 und 2002, Binder 2017, Gesell-May
2020). Zudem erwdhnt Binder (2017), dass sich der Gesamt-
eiweiBwert bei vielen Proben unter 5g/| befand, so dass keine
Elekirophorese durchgefihrt werden konnte. Der Mittelwert
aller Proben aus ERU-Augen lag bei 4,42g/l. Bei Untersu-
chungen von Altmann (2007) wurde bei gesunden Augen ein
Gesamteiweifiwert von 0,15g/l und bei ERU-Augen 3,67 g/I
festgestellt. Bei einem nachweisbaren Antikérpertiter in intra-
okularen Proben ist ein GWC unter 3 also sehr unwahrschein-
lich (Gesell-May 2020). Bei intraokularen Proben aus ,ge-
sunden” Augen, in denen keine agglutinierenden Antikérper
nachweisbar sind und die einen ca. 50-fach niedrigeren Ge-
samteiweifwert als im Serum aufweisen, ist die Berechnung
des GWC nach den Vorschlagen von Goldmann und Witmer
(1954) sinnlos. So kann also davon ausgegangen werden,
dass bei diesem hohen Anfeil (fast 100 %) negativer MAR-Er-
gebnisse bei gesunden Augen und auch bei den ERU-Augen
vergleichende Serumuntersuchungen fir diese Arbeit keinen
Mehrwert an Aussage erbracht hétten.

Bei der MAR mit Kammerwasser besteht ein signifikanter Un-
terschied im Auftreten von Antikérpern bei ,gesunden” und
,ERU”-Augen. Beim Vergleich mit den Untersuchungen von

Wollanke (2002), bei denen etwa 90% der 460 Proben aus
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an ERU erkrankten Augen in der MAR ab einem Titer von
1:100 reagierten und die mit denselben Methoden im sel-
ben Labor untersucht worden waren, wird der Unterschied zu
den Befunden der Proben aus ,gesunden” Augen besonders
deutlich. Der urséchliche Zusammenhang zwischen der ERU
und einer infraokularen Leptospireninfektion wird mit der vor-
liegenden Untersuchung darum untermauert.

Sowohl die MAR, als auch der ELISA gelten als spezifische
Untersuchungsmethoden auf Leptospirenantikérper (Brem
et al. 1999 b, Loibl et al. 2018). Mégliche Kreuzreaktionen
mit Borrelienantikérpern sind unwahrscheinlich, da diese
weder in gesunden noch in erkrankten Augen, trotz positi-
ver Antikdrpertiter im Blut, nachgewiesen wurden (Wollanke
1995). Reaktionen mit kérpereigenen Strukturen, wie z. B.
der Hornhaut, kommen bei einem Antikérpernachweis nicht
infrage, da es sich um kérpereigene Antigene handelt, bei
denen Ahnlichkeiten zu Leptospiren bestehen (Lucchesi und
Parma 1999). Antikérper, die gegen diese Hornhautstrukturen
gerichtet sind, reagieren nicht mit in der MAR verwendeten
Kulturleptospiren, da die zur Hornhaut &hnlichen Epitope der
Leptospiren intrazellular gelegen sind (Parma et al. 1997).

Aus 168 gesunden Augen wurden Gber 4500 Kulturansétze
mit unterschiedlichen Verdinnungen und Hemmstoff-Zusatzen
angefertig (siehe Eigene Untersuchungen bei Gesell 2004)
und jeweils Uber sechs Monate auf ein Leptospirenwachstum
untersucht. In keinem Ansatz waren Leptospiren nachweisbar,
wahrend die Kulturen mit Proben aus an ERU erkrankten Au-
gen innerhalb von zwei bis acht Wochen zu 57 % ein positives
Ergebnis zeigten. Dies beweist den urséchlichen Zusammen-
hang zwischen einer intraokularen Leptospireninfektion und
der ERU, zumal die Untersuchungsergebnisse mit denen von
Wollanke (2002) fast exakt Ubereinstimmen und zusammen
mit der vorliegenden Studie sowohl Proben aus ,gesunden” als
auch an ERU erkrankten Augen in hoher Anzahl in der Kultur
untersucht wurden. Fir die klinische Diagnostik bietet sich die-
se Untersuchungsmethode wegen der vergleichsweise niedri-
gen Sensitivitdt, des langsamen Wachstums der Leptospiren
(Brem et al. 1988) und des grofien Zeitaufwandes nicht an.

FinfPferde von 60 augengesunden Pferden (8,3 %) wiesen Hin-
weise fur intraokular vorhandene Leptospiren-Nukleinséuren
auf, was in etwa der Héufigkeit des Auftretens der ERU ent-
spricht. Dies kénnte ein Hinweis auf intraokular vorhandene
Leptospiren bei noch nicht erfolgter Antikérperproduktion sein
oder Hinweise auf abgestorbenes Erregermaterial darstellen.
Leider wurden diese Proben von frisch euthanasierten Pferden
entnommen, so dass eine weitere Beobachtung im Hinblick
auf spéter auftretende Augenentziindungen, sofern es sich um
lebende Leptospiren gehandelt haben sollte, nicht méglich
war. Zudem waren die Kulturansétze der Proben negativ und
falsch positive Ergebnisse sind gerade in Leptospiren-DNA-
reicher Umgebung, wie es wegen der hohen Anzahl an Vi-
trektomien der Fall gewesen sein kénnte, méglich. Allerdings
wurden die Proben steril entnommen und direkt in saubere
Réhrchen umgefillt. Auch in der PCR bestanden signifikan-
te Unterschiede zwischen der Gruppe der ,gesunden” Augen
(5% positiv) und der Gruppe der ,ERU”-Augen (57 % positiv).

Zusammenfassend muss bemerkt werden, dass bei allen
vier auf eine infrackulare Leptospireninfektion hinweisenden
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Untersuchungsmethoden (MAR, ELISA, Kultur und PCR) signi-
fikante Unterschiede zwischen Augen ,gesunder” Pferde und
an Augen an klassischer ERU erkrankter Pferde bestanden.
Die Richtigkeit der Ergebnisse des ELISAs wurde mit der MAR
bestatigt und Loibl et al. (2018) wiesen eine sehr hohe Sensi-
tivitét des ELISA nach.

Die Ergebnisse der Probe aus dem gesunden Auge mit posi-
tivem indirekten Nachweis (MAR und ELISA) bei gleichzeitig
negativem Ausgang in den direkten Verfahren (Kultur und
PCR) sprechen aus labordiagnostischer Sicht fir eine abge-
laufene intraokulare Leptospireninfektion mit Erregerelimina-
tion. Anamnestisch und klinisch lieBen sich keine krankhaften
Verdnderungen feststellen. Dies wére durch eine Resorption
der Entzindungsprodukte nach einer vom Besitzer unbemerkt
abgelaufenen Entzindungsreaktion mit anschlieBender Erre-
gerelimination zu erkléren.

Bei Proben aus den ERU-Augen stimmten in finf positiven
Fallen die Ergebnisse der Kultur (erfolgreiche Anzichtung
von Leptospiren) mit der PCR Uberein. Es traten jedoch bei
anderen Proben aus an ERU erkrankten Augen sowohl nega-
tive Kulturergebnisse bei positiver PCR in denselben Proben
(n=2) als auch positive Kulturergebnisse bei gleichzeitig ne-
gativer PCR auf (n =2). Weitere Untersuchungen von Proben
aus Augen mit und ohne ERU in der PCR wéren sinnvoll, um
die Untersuchungsergebnisse richtig zu deuten und damit kli-
nisch nutzbar machen zu kénnen.

Mit der vorliegenden Arbeit sind auch gesunde Augen in gro-
Ber Anzahl (168 Augen von 100 Pferden) auf intraokulare
Leptospireninfektionen untersucht worden. Der urséchliche
Zusammenhang zwischen der ERU und einer intraokularen
Leptospireninfektion wird weiter untermauert. Allerdings bleibt
weiterhin ungeklar, welche Umstédnde dazu fihren, dass die
Erreger in das Augeninnere gelangen kénnen. Ebenfalls sind
die Vorgénge im Auge, die zu rezidivierenden Entzindungen
fohren, und inwieweit Autoimmunreaktionen hierbei eine Rol-
le spielen, noch nicht eindeutig verstanden. Auch der genaue
Ort, wo sich die Leptospiren im Auge befinden, ist unklar. Ob-
wohl in der Literatur Hinweise fir schitzende Umhillungen
erwdhnt werden (Faine 1994, Niedermaier 2002), ist die Fra-
ge, wie es moglich ist, dass Leptospiren und spezifisch gegen
diese Erreger gerichtete Antikérper gleichzeitig im Auge auf-
treten, nicht geklart. Wollanke (2002) hat sich intensiv dieser
Thematik gewidmet und Antwortméglichkeiten, insbesondere
zur Pathogenese und zu méglichen Orten der Leptospiren-
Persistenz, nachdem der erste Entzindungsschub stattgefun-
den hat, aufgezeigt.

In einer Literaturstudie wurde als mégliche Ursache fir die
rezidivierenden Uveitisschibe und die inkonsistenten labor-
diagnostischen Ergebnisse die In vivo-Bildung von Lepto-
spiren-Biofilm dargestellt (GeifSler 2021). In einer weiteren
Arbeit konnte anhand histologischer Untersuchungen von
Glaskérperproben aus an ERU erkrankten Pferdeaugen eine
Biofilm-Bildung dargestellt werden (Ackermann 2021). Ob
es moglich ist, dass Leptospiren zunéchst in das Auge ge-
langen und dort Uber léingere Zeit persistieren kénnen, ohne
eine Abwehr- oder Entzindungsreaktion auszulésen, konnte
mit dieser Arbeit nicht sicher geklart werden, es ergaben sich
jedoch Hinweise auf eine selten vorkommende Leptospiren-
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infektion in gesunden Augen. Der Prozentsatz positiv geteste-
ter intraokularer Proben aus ,gesunden” Augen entspricht in
etwa der Inzidenz der ERU in manchen Studien (z. B. Szemes
und Gerhards 2000). Das bedeutet, dass diese ,gesunden”
Augen noch eine ERU hétten entwickeln kénnen und dann
lediglich vor dem Auftreten klinischer Symptome getestet wor-
den waren.

Hinweise, die fir eine mogliche asymptomatische intraokula-
re Leptospireninfektion sprechen, sind:

1. Das positive PCR-Ergebnis in 5% der untersuchten Proben
aus gesunden Augen bzw. 8% der untersuchten intraoku-
laren Proben von gesunden Pferden bei gleichzeitig nega-
tiven Ergebnissen der Antikérper-Nachweisversuche.

2. Die Ubereinstimmung der Haufigkeit der positiven PCR bei
Proben aus gesunden Augen mit der in der Literatur ange-
gebenen Pravalenz der ERU (Kulbrock et al. 2013, Szemes
und Gerhards 2000).

3. Die lange Zeit (Monate bis Jahre) zwischen systemischer
Infektion und dem Aufireten von klinischen Anzeichen am
Auge (Roberts 1958, Williams et al. 1971), zumal lebende
Leptospiren nur fir kurze Zeit (etwa 9 Tage) im Blut nach-
weisbar sind (Williams et al. 1971).

4. Die Eigenschaft des Auges, schadigende Entziindungs-
reaktionen zu unterdriicken (Allen et al. 1996, Nussenblatt
und Gery 1996, Grisanti 1998).

5. Die Abgrenzung des Glaskérpers vom humoralen (Im-
mun-) System beim ,gesunden” Auge (Nussenblatt und
Gery 1996).

6. Die geringe direkte gewebeschadigende Wirkung der Lep-
tospiren (Faine et al. 2000).

7. Die Méglichkeit, dass Leptospiren aktiv in Zellen eindrin-
gen kaénnen (Thomas und Higbie 1990) und intrazellulér
nachgewiesen wurden (Barnett et al. 1999). Im Auge
kdmen Hyalozyten oder Fibrozyten in Betracht, Leptospiren
zu beherbergen (Wollanke 2002).

8. Die Ergebnisse von Brandes et al. (2007), bei der in Glas-
kérperproben aus an klassischer ERU erkrankten Pferd-
augen Leptospiren mit einer Schicht (,Biofilm”) umgeben
waren, die den Kulturleptospiren fehlte. Dies bei Pferde-
augen, die zwei oder mehr Entzindungsschibe durchge-
macht hatten.

Dagegen spricht, dass sich aus keiner der in der Kultur unter-
suchten Proben aus ,gesunden” Augen Leptospiren anziichten
lieBen, auch nicht aus denen mit positivem Nukleinsdure-
Nachweis. Allerdings kénnte der Lebendnachweis von Lepto-
spiren durch eine geringe Anzahl bzw. ein intrazelluléres Vor-
kommen dieser Erreger in gesunden Augen erschwert sein.

Mit dieser Untersuchung hat sich gezeigt, dass Proben aus oph-
thalmologisch gesunden Augen auf Leptospirenantikérper-
Nachweisversuche mittels MAR und ELISA zu 99% negativ
reagierten, wéhrend sich in 93% (ELISA) und 100% (MAR)
der Proben aus an klassischer ERU erkrankten Augen intra-
okulare Antikérper gegen Leptospiren nachweisen lieBen. Aus
diesem Grund sind MAR und ELISA, abgesehen davon, dass
mit lebenden Leptospiren gearbeitet werden muss, als relativ
einfache, schnelle und preisginstige Methode gut geeignet
for die ERU-Diagnostik mittels Kammerwasser und die Prifung
der Indikation fir eine Vitrektomie in unklaren Féllen. Die In-
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dikation zu einer diagnostischen Parazentese muss wegen
Narkoserisiken, Infektions- und Verletzungsgefahren duBerst
sorgféltig gestellt werden. Vorsorgeuntersuchungen von vor-
berichtlich und ophthalmoskopisch gesunden Pferdeaugen
erscheinen nicht ratsam, da die Wahrscheinlichkeit, Lepto-
spiren oder Leptospirenantikérper nachzuweisen, laut dieser
Untersuchung sehr gering ist.
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