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Einleitung

1. Einleitung

Die Leptospirose des Menschen ist die am weitesten verbreitete Zoonose mit weltweit jahrlich
geschatzten 1,03 Millionen Féllen. Circa 5 % dieser Leptospiroseféalle verlaufen tddlich
(COSTA et al. 2015). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass durch den héufig
asymptomatischen oder unspezifischen Krankheitsverlauf, welcher bei milder Verlaufsform
mit grippeéhnlichen Symptomen einhergeht, sehr viele Infektionen nicht erkannt werden und
die Dunkelziffer hoch ist (HAAKE et al. 2015; ADLER et al. 2010). Am h&ufigsten tritt die
Leptospirose des Menschen in Landern mit tropischem oder subtropischem Klima und in
Entwicklungslandern mit schlechten hygienischen Bedingungen auf. Schwere Regenfalle und
Uberflutungsereignisse erhéhen dabei die Gefahr einer Ansteckung mit Leptospiren (LAU et
al. 2010). In Deutschland tritt die Erkrankung vor allem als saisonale Erkrankung mit Haufung
im Sommer und im Frihherbst auf und ist oft mit Wassersportaktivitaten assoziiert. In den
Jahren 2009 - 2019 wurden in Deutschland pro Jahr zwischen 65 und 196 humane
Leptospirosefélle gemeldet (https://survstat.rki.de, Abfragedatum: 26.03.2020). Somit ist die
Leptospirose zwar eine seltene Erkrankung, aber ein Anstieg der Fallzahlen in den néchsten
Jahren auf Grund der sich dndernden klimatischen Bedingungen ist denkbar (LAU et al. 2010).
Daher war das erste Ziel dieser Arbeit die Ver6ffentlichung eines Ubersichtsartikels tiber die
Leptospirose, um Arzte in Deutschland fiir diese haufig unerkannt bleibende Erkrankung zu
sensibilisieren. Hauptwirte des Erregers sind meist Nagetiere und Kleinsduger, jedoch kénnen
alle Saugetiere mit Leptospiren infiziert sein. Einige der in Deutschland gehaltenen Haus- und
Nutztiere fungieren fir bestimmte Leptospirenserovare als Hauptwirte und sind damit
potentielle Ubertrager der Leptospirose auf den Menschen. Die Hauptwirte sind meist chronisch
infiziert und konnen die Leptospiren mit ihrem Urin ausscheiden (LEVETT 2001). Am
héufigsten stecken sich Menschen ber direkten Tierkontakt oder indirekten Kontakt mit dem
Urin infizierter Tiere, zum Beispiel Uber kontaminierte Gewésser oder Erde, an (HAAKE et al.
2015). Auf Grund dieses Ubertragungswegs ist insbesondere das Uberleben der Leptospiren in
der Umwelt fur das humane Infektionsrisiko von Bedeutung. Das zweite Ziel dieser Arbeit war
es, das Uberleben eines der wichtigsten Leptospirenserovare in Deutschland unter
verschiedenen, der Umwelt nachempfundenen, Bedingungen zu untersuchen. Da zuvor
beschrieben wurde, dass Labor- und Feldstdmme der Leptospiren sich in ihrer Morphologie und
Zellgesundheit unterscheiden kdnnen, wurden die Versuche mit einem Laborstamm und einem

Feldstamm von Leptospira kirschneri Serovar Grippotyphosa durchgefihrt.
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2. Literaturubersicht

2.1 Die Geschichte der Leptospirose

Adolph Weil beschrieb 1886 erstmals eine Krankheit, die durch lkterus, Splenomegalie,
Niereninsuffizienz, Konjunktivitis und Hautausschlage gekennzeichnet war (WEIL 1886).
Diese Erkrankung wurde Weil‘sche Krankheit genannt. Jedoch berichten schon Texte aus dem
antiken China und Japan von einem Krankheitsbild mit &hnlichen Symptomen (KITAMURA
et al. 1918). Je nach epidemiologischer Situation wurde die Krankheit dort als Herbstfieber,
Reisfieber oder Minenfieber bezeichnet; in Europa auch als Schweinehiterkrankheit,
Schlammfieber oder Erbsenpfliickerfieber (ADLER 2015).

Bereits 1907 gelang Stimson die Darstellung einer Leptospire durch die Levaditi-Silber-
Féarbung in einer menschlichen Niere. Er nannte den Organismus Spirocheta interrogans, da
sein Aussehen einem Fragezeichen &hnelte (STIMSON 1907). Eine erste Isolation des
Organismus aus Meerschweinchenblut fand nur wenige Jahre spéter fast zeitgleich in Europa
und Japan statt (ADLER 2015; INADA et al. 1916). Der Erreger der Weil‘schen Krankheit
wurde erstmals 1917 von Noguchi zur Abgrenzung von anderen Spirochaten als Leptospire

(griechisch lepto = diinn / fein ; spira = gewunden) bezeichnet (NOGUCHI 1917).

2.2 Morphologie und Ubertragungswege der Erreger

Ausgelost wird die Leptospirose durch spiralférmige, an den Enden kleiderhakenéhnlich
gebogene, circa 6 - 20 um lange und im Durchmesser circa 0,1 um dicke Bakterien aus der
Gruppe der Spirochaten (LEVETT 2001; ADLER et al. 2010). Ihre Ultrastruktur ist &hnlich der
gramnegativer Bakterien (CAMERON 2015). Durch im Periplasma befindliche Endoflagellen
erhalten Leptospiren ihre besondere Spiralform und koénnen sich eigenstéandig fortbewegen
(CHARON et al. 2002; WOLGEMUTH et al. 2006). Ihre Fortbewegungsgeschwindigkeit wird
dabei abhangig von der Viskositat ihrer Umgebung mit Geschwindigkeiten von circa
20 pm / 2 - 3 sek. in Standardmedium beschrieben (FAINE et al. 1999; TAKABE et al. 2013;
SCHNEIDER et al. 1974). Pathogene Leptospiren zeigen ein Wachstumsoptimum bei
Temperaturen von 28 - 30 °Celsius und einem pH-Wert von 7,2 - 7,6 (ADLER et al. 2010;
CAMERON 2015).
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Die Ubertragung des Erregers auf den Menschen erfolgt zumeist durch direkten Tierkontakt
oder indirekten Kontakt mit dem Urin infizierter Tiere, zum Beispiel Uber kontaminierte Erde
oder Gewasser (HAAKE et al. 2015). Die Leptospiren gelangen dabei tUber die Schleimhaute
oder Uber Kkleine Hautverletzungen in den Korper (HAAKE et al. 2015). Infektionen von
Mensch zu Mensch sind zwar sehr selten, aber eine Ubertragung beim Geschlechtsverkehr
(HARRISON et al. 1988), beim Stillen (BOLIN et al. 1988) und transplazentar wahrend der
Schwangerschaft wurden bereits beschrieben (CHUNG et al. 1963; COGHLAN et al. 1969).

2.3 Taxonomie

Die Taxonomie von Leptospira spp. ist sehr komplex, da es zwei verschiedene
Klassifizierungssysteme gibt. Leptospiren konnen zum einen anhand ihrer serologischen
Eigenschaften in apathogene, saphrophytische Leptospira biflexa und pathogene Leptospira
interrogans mit 24 Serogruppen und mindestens 300 Serovaren eingeteilt werden (COSATE et
al. 2017; ZHANG et al. 2015; THIBEAUX et al. 2018b). Zum anderen werden Leptospiren
anhand ihrer molekulargenetischen Eigenschaften in verschiedene Genomospezies unterteilt.
Bei der genotypischen Klassifikation kann aktuell zwischen mindestens 65 pathogenen,
intermediédren oder apathogenen Genomospezies unterschieden werden (THIBEAUX et al.
2018b; THIBEAUX et al. 2018a; VINCENT et al. 2019). Obwohl die beiden
Einteilungsmoglichkeiten nicht deckungsgleich sind und zum Beispiel Serovare derselben
Serogruppe unterschiedlichen Genomospezies zugeordnet werden kdnnen, werden heutzutage
noch beide Systematiken benutzt. In der human- und veterindrmedizinischen Diagnostik ist
aufgrund des Einsatzes des Mikroagglutinations-Tests vor allem die serologische Einteilung
ublich, wéhrend bei der Untersuchung von Erreger-ausscheidenden Reservoirwirten oder dem
Erregernachweis in Umweltproben meist molekularbiologischen Methoden zur genotypischen

Klassifizierung genutzt werden.

2.4 Haupt- und Nebenwirte

Fast jedes S&ugetier, einschliel3lich der Meeressauger und Beuteltiere, kann von Leptospiren
infiziert werden (ADLER et al. 2010). Es wird davon ausgegangen, dass global in der Mehrzahl
der Sé&ugetierfamilien die durchschnittliche Pravalenz von Leptospireninfektionen bei
etwa 15 % liegt (ANDERSEN-RANBERG et al. 2016). Unterschiedliche Leptospirenserovare
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sind jedoch an bestimmte Tierarten adaptiert, welche als Reservoirwirte / Hauptwirte fungieren
(LEVETT 2001; MUNKER 1963). Die Hauptwirte sind typischerweise hochempfindlich
gegentiber dem adaptierten Serovar und bleiben nach einer meist symptomlosen Infektion
lebenslang infiziert. Durch eine chronische Infektion der Nierentubuli und der dadurch
maoglichen Ausscheidung von Leptospiren tber den Urin fungieren die Hauptwirte als
natlrliches Reservoir und spielen eine wichtige Rolle in der Infektionskette (LEVETT 2001).
Im Gegensatz zu der direkten Erregerverbreitung von Tier zu Tier bei den Hauptwirten
infizieren sich Nebenwirte in der Regel indirekt (LEVETT 2001). Nebenwirte haben meist eine
deutlich geringere Empfindlichkeit gegentiber dem nicht-adaptiertem Serovar und erkranken in
der Regel schwerer bis hin zum tddlichen Verlauf. Jedes Tier kann zugleich Hauptwirt fiir ein
oder mehrere Serovare und Nebenwirt fur andere Serovare sein. Vor allem Nagetiere und
Kleinséuger fungieren als Reservoirwirte der Leptospira spp..

Eine Ubersicht tiber die relevantesten Serovare und ihre Hauptwirte gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Wichtige Leptospiren-Serovare und deren Hauptwirte (modifiziert nach (GREENE
2008); (STRAUBINGER 2015); (LEVETT 2001))

Hardjo Rind, Schaf
Hardjobovis Rind

Pomona Rind, Schwein, Schaf, Skunk, Opossum
Icterohaemorrhagiae Ratte

Grippotyphosa Maus, Hamster
Mozdok Brandmaus

Canicola Hund

Tarassovi Schwein

Autumnalis Maus

Bratislava Ratte, Schwein, Pferd
Bataviae Hund, Ratte, Maus
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2.5 Die Erkrankung beim Menschen

2.5.1 Vorkommen

Die Leptospirose ist eine auf jedem Kontinent — aufler der Antarktis — vorkommende
Erkrankung mit geschatzten 1,03 Millionen humanen Fallen pro Jahr (COSTA et al. 2015;
ADLER et al. 2010). Die hochste Inzidenz tritt dabei in Landern mit tropischem oder
subtropischem Klima auf, die dem Erreger optimale feuchtwarme Uberlebensbedingungen
bieten (COSTA et al. 2015). Des Weiteren erhoht sich die Gefahr einer Infektion mit
Leptospiren in Gebieten mit schlechten hygienischen Bedingungen, bei Uberflutungsgeschehen
oder nach extremen Regenfallen (LAU et al. 2010). Dadurch kommt es vor allem in
Entwicklungsléandern wie Thailand oder Indien haufiger zu Ausbruchsgeschehen (DAN et al.
2019; THAIPADUNGPANIT et al. 2007).

In Deutschland gehort die seit 2001 meldepflichtige Leptospirose zu den seltenen
Erkrankungen mit 65 - 196 pro Jahr gemeldeten humanen Féllen in den Jahren 2009 - 2019
(Robert Koch-Institut: SurvStat@RKI 2.0, https://survstat.rki.de, Abfragedatum: 26.03.2020).
Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass es eine hohe Dunkelziffer nicht
diagnostizierter Leptospirosefalle gibt (COSTA et al. 2015). In Deutschland handelt es sich um
eine saisonale Erkrankung, die vor allem im Sommer und im Frihherbst auftritt. Ein erhohtes
Risiko flr eine Erkrankung mit Leptospiren haben Menschen mit einer gehdauften Exposition
gegeniber Tieren, deren Ausscheidungen, Oberflachenwasser oder dem Erdreich, wie zum
Beispiel Waldarbeiter, Tierdrzte oder Erntehelfer (JANSEN et al. 2005; DREESMAN et al.
2016). Auch Freizeitaktivitaten wie Wassersport oder die Haltung von Farbratten sind mit
einem erhdhten Erkrankungsrisiko verbunden (BROCKMANN et al. 2010; JANSEN et al.
2005; BROCKMANN et al. 2016). In den letzten Jahren gab es in Deutschland mehrere grolie
Ausbruchsgeschehen. Im Jahr 2007 und im Jahr 2014 erkrankten Arbeitskrafte auf
Erdbeerfeldern und im Jahr 2006 erkrankten mehrere Teilnehmer eines Triathlons. Bei diesen
Ausbrichen handelte es sich nahezu ausnahmslos um Infektionen mit L. kirschneri Serovar
Grippotyphosa (FIECEK et al. 2017; DESAI et al. 2009; DREESMAN et al. 2016;
BROCKMANN et al. 2010).

2.5.2 Klinik und Therapie

Die Leptospirose beim Menschen kann sich mit einer Vielzahl von unterschiedlichen

Symptomen manifestieren und variiert im Verlauf von haufig asymptomatischem oder sehr
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mildem Krankheitsgeschehen bis hin zu schwerwiegenden Verlaufen mit einer Mortalitat von
bis zu 50 % (HAAKE et al. 2015). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) teilt die
Leptospirose nach ihrer klinischen Symptomatik in vier Kategorien ein (WHO 2003).

e leichte, grippedhnliche Erkrankung

e Morbus Weil (gekennzeichnet durch Gelbsucht, Nierenversagen, Blutungen und
Myokarditis mit Arrhythmien)

e Meningitis/ Meningoenzephalitis

e Pulmonale Hamorrhagien mit respiratorischer Insuffizienz

Die Erkrankung verlauft haufig biphasisch. Nach einer Inkubationszeit von meist 7 - 12 Tagen
kommt es in der akuten Phase typischerweise zum plétzlichen Anstieg der Kérpertemperatur
(HAAKE et al. 2015; LEVETT 2001). Zusétzlich klagen Patienten haufig tber unspezifische
Symptome wie Schiittelfrost, Kopf- und Muskelschmerzen. Auch gastrointestinale Symptome
und Husten wurden beschrieben (HAAKE et al. 2015). Nach circa einer Woche lassen die
initialen Symptome in der Phase der Antikérperbildung nach, es kann jedoch nach 3 - 4 Tagen
erneut zu einem Anstieg der Korpertemperatur kommen (LEVETT 2001). Je nach Verlauf
kénnen Symptome wie zum Beispiel Blutungen, Zeichen eines Nierenversagens, neurologische
Symptome, lkterus oder Zeichen einer Pankreatitis auftreten (LEVETT 2001; HAAKE et al.
2015). Als Spétfolge der Leptospirose wird hdufig eine Uveitis beschrieben, aber auch
chronische Mudigkeit, Myalgien, Kopfschmerzen, Schwéchegefihl, Unwohlsein und kardiale
Veranderungen (HAAKE et al. 2015).

Die Therapie der Leptospirose erfolgt durch die intraventse Gabe von Antibiotika, wie zum
Beispiel Penicillin G. Bei leichten Verldufen ist auch eine orale Gabe von Amoxycillin,
Ampicillin, Doxycyclin oder Erythromycin méglich (WHO 2003).

2.6 Die Erkrankung beim Tier

2.6.1 Bei Nutztieren

Die Symptome bei infizierten Nutztieren sind sehr unterschiedlich und kdnnen von einem
haufig vorkommenden subklinischen Verlauf bis hin zum letalen Verlauf variieren, je nach

auslésendem Serovar, Alter und Konstitution der Tiere.

Bei Rindern kdnnen perakute bis chronische Verldufe festgestellt werden, die in unterschiedlich
ausgepragter Form mit Fieber, Stérung des Allgemeinbefindens, Hamoglobinurie, Ikterus,
6
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Anédmie, Mastitis, Fruchttod und Abort einhergehen kénnen. Bei adulten Tieren spielt vor allem
der Einfluss auf die Reproduktionsleistung eine Rolle, wahrend bei Jungtieren klinische
Erkrankungsfalle von Bedeutung sind. (MORI et al. 2017; SALGADO et al. 2015; CHANTON-
GREUTMANN et al. 2002; ELLIS 1994)

Obwohl beim Schwein die meisten Infektionen mit Leptospiren subklinisch verlaufen, spielt
die chronische Form der Leptospirose als Ausléser von Aborten, Totgeburten und
Konzeptionsstorung eine Rolle. Darliber hinaus werden Apathie, Fieber, lkterus, Hamaturie
und Anamie als klinische Symptome genannt. Bei Schlachttieren konnen interstitielle
Nephritiden festgestellt werden (STRUTZBERG-MINDER et al. 2011).

Neben dem von infizierten Nutztieren ausgehenden Infektionsrisiko fiir den Menschen, hat die
Leptospirose daher auch bei Schweinen eine wirtschaftliche Bedeutung. Das Schwein gilt als
Reservoirwirt fir Serovare der Serogruppen Pomona, Tarassovi und Australis
(STRUTZBERG-MINDER et al. 2011). In Deutschland waren laut SCHONBERG et al. (1987)

die haufigsten Serovare in der Schweinepopulation Saxkoebing und Grippotyphosa.

Schafe sind gegenuber einer Infektion mit Leptospiren weniger empfindlich. In deutschen
Schafbestdnden dominieren die Serovare Hardjo, Sejroe, Grippotyphosa und Saxkoebing
(SCHONBERG et al. 1987). Hierzulande ist fast ausschlieRlich mit subklinischen Infektionen
zu rechnen, die sich durch entsprechende Antikdrpertiter nachweisen lassen (BOSTEDT et al.
2018). Dennoch kann eine Leptospiren-Infektion bei Schafen zu unterschiedlich stark
ausgepragten Symptomen wie Fieber, Benommenheit, Gangstérungen, gestorter
Futteraufnahme, erhohter Atem- und Herzfrequenz, ikterische Schleimhéute, hdmolytischer
Anédmie sowie zu Spataborten und der Geburt lebensschwacher Lammer fiihren (ELLIS 2015;
CICERONI et al. 2000; TAGLIABUE et al. 2016).

Die Leptospirose bei Schweinen und Schafen ist entsprechend der Verordnung ber
meldepflichtige Tierkrankheiten, zuletzt gedndert am 31.08.2015, meldepflichtig.

In Deutschland haben circa 17,2% der Warmblutpferde einen AntikOrpertiter gegen
Leptospiren. Am hdufigsten weisen diese Tiere AntikOrper gegen die Serovare
Icterohaemorrhagiae, Bratislava und Grippotyphosa auf (PIKALO et al. 2016). Als maglicher
Ausloser der Equinen Rezidivierenden Uveitis (ERU) kommt der Leptospirose beim Pferd
besondere Bedeutung zu. Bei dieser auch als Mondblindheit bekannten Erkrankung kommt es
zu einer wiederkehrenden Entziindung der mittleren Augenhaut. VVon dieser Erkrankung sind
bis zu 10 % der Pferde in Deutschland betroffen und in einer Studie von 2013 gelang bei 56 %
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der erkrankten Tiere ein positiver Leptospirennachweis (KULBROCK et al. 2013; BAVERUD
et al. 2009; HARTSKEERL et al. 2004; DORREGO-KEITER et al. 2016).

Insgesamt gibt es nur sehr wenige Studien zur Leptospirenprévalenz bei Nutztieren in
Deutschland. Bei einer grofRflachigen Untersuchung von Antikorperpréavalenzen gegen
Leptospiren im Jahre 1984 in Deutschland zeigte sich, dass circa 1,6 % der Rinder, 1,2 % der
Schweine, 14,4% der Schafe und 0,3% der Ziegen ein positives Ergebnis im
Mikroagglutinationstest aufwiesen (SCHONBERG et al. 1987) .

In einer jungeren Studie zeigte sich in bayerischen Rinderbestanden eine Antikorperpravalenz
von 1,5 % bis 2,2 % (SCHMID 2005). Bei dieser Studie wurde am haufigsten das Serovar
Hardjo nachgewiesen (55 %), fiir welches das Rind den Hauptwirt darstellt und gegen das es in
Deutschland einen zugelassenen Impfstoff gibt. Das Serovar Grippotyphosa wurde in 18 % der
Félle, Serovar Icterohaemorrhagiae in 13 %, Serovar Bratislava in 8 % und Serovar Canicola
in nur 5 % der Falle nachgewiesen (SCHMID 2005).

2.6.2 Bei Haustieren

Haustiere kdnnen an Leptospirose erkranken und ein Risiko als mogliche Infektionsquelle fur
den Menschen darstellen (BROCKMANN et al. 2016).

Bei Hunden kdnnen die klinischen Symptome abhéngig vom auslésenden Serovar, dem Alter
des Tieres und der individuellen Immunitétslage von keinen oder sehr milden Symptomen bis
hin zum todlichen Verlauf, variieren. Haufig werden die Tiere unter anderem mit Anorexie,
Apathie, Vomitus, Diarrhoe und Anzeichen eines Ikterus vorgestellt. Allgemein sollte bei
fieberhaften Erkrankungen und Symptomen von Leber- oder Nierenerkrankungen eine
Leptospirose in Betracht gezogen werden (GEISEN et al. 2007; KNOPFLER et al. 2017;
SCHULLER et al. 2015a; SYKES et al. 2011).

In Deutschland wurden in zwei Studien Hunde mit Leptospirose-verdachtigen
Krankheitssymptomen auf das Vorhandensein von Leptospiren-spezifischen Antikorpern
untersucht (GERLACH et al. 2007; GEISEN et al. 2008). Bei diesen Hunden variierte die
Prozentzahl mit einem positiven Antikdrpernachweis zwischen 44 % und 48 %. Am haufigsten
wurden die Serovare Grippotyphosa und Sejroe in Stiddeutschland sowie die Serovare Australis
und Copenhageni in Norddeutschland nachgewiesen (GEISEN et al. 2008; GERLACH et al.
2007). Allerdings wurde in diesen Studien nicht zwischen geimpften und ungeimpften Hunden
unterschieden, so dass die hohen Prozentzahlen von Tieren mit Antikérpern wahrscheinlich

nicht ausschlieflich auf natirliche Infektionen zuriickzufuhren sind. Auch in einer jiingeren
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Studie in Berlin fanden sich bei erkrankten Hunden vor allem die Serovare Australis (28 %),
Grippotyphosa (18 %) und Pomona (14 %) (MAYER-SCHOLL et al. 2013). Vor Einfuhrung
der Impfung ging man davon aus, dass die zwei haufigsten Serogruppen, die zu einer Infektion
des Hundes gefuhrt haben, Icterohaemorrhagiae und Canicola waren. Dies l&sst vermuten, dass
es durch die Einfihrung der Vakzinierung in Deutschland gegen die Serovare
Icterohaemorrhagiae und Canicola und seit 2011 zuséatzlich gegen die Serovare Grippothyphosa
und Australis zu einer Verschiebung bezlglich der infektionsauslosenden Serovare in der
Hundepopulation kam (MAYER-SCHOLL et al. 2013; SYKES et al. 2011).

Obwohl sich im Gegensatz zum Hund bei der Katze meist keine klinische Manifestation zeigt,
sollte bei der aktuellen in Deutschland ermittelten Antikdrperpravalenz von 16 % (im Raum
Berlin/Brandenburg) bis 17,9 % (in Minchen und Umgebung) die Katze als mdglicher
Ubertrager der Leptospirose nicht auRer Acht gelassen werden. Der Vergleich der gefundenen
Serovarpravalenzen lasst vermuten, dass es eine geographisch unterschiedliche Verteilung der
Serovare innerhalb der Katzenpopulationen gibt: Ist in Berlin und Brandenburg das Serovar
Pomona (48,9 %), gefolgt von den Serovaren Grippothyphosa (15,6 %) und Javanica (11,1 %),
vorherrschend, so sind in Miinchen und Umgebung die Serovare Australis und Bratislava mit
57,4 % am haufigsten an einer Infektion beteiligt (ROSE 2018; WEIS 2016).

Sowohl bei Hunden, als auch bei Katzen wurde in zwei — in Deutschland durchgefiihrten —
Studien gezeigt, dass sie durch eine Ausscheidung des Erregers mittels ihres Urins als
maoglicher Ubertrager der Leptospirose auf Tier und Mensch fungieren kénnen (WEIS et al.
2017; LLEWELLYN et al. 2016).

Auch wenn es einige Beschreibungen der experimentellen Infektion von Meerschweinchen,
Kaninchen, Hamstern oder Hausratten mit Leptospiren gibt, sind Berichte von natirlichen
Infektionen bei domestizierten Formen dieser Tierarten sehr selten (PISCHKE et al. 2010;
SCHULLER et al. 2015b; JIN et al. 2016). Jedoch wurde schon von teils schwer verlaufenden
Falle des Morbus Weil bei Patienten berichtet, die eine L. interrogans Serovar
Icterohaemorrhagiae-Infektion tiber sogenannte Schmuseratten akquirierten (ROCZEK et al.
2008).

2.6.3 Bei Wildtieren

Bei den wenigen Untersuchungen zur Pravalenz von Leptospiren in Wildtierspezies in

Deutschland zeigt sich, dass eine Vielzahl heimischer Tierarten mit Leptospirose infiziert sein
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kann. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die Leptospirenpravalenz bei Wildtieren in
Deutschland.

Tabelle 2: Leptospirenprévalenz und haufig gefundene Serovare/Genomospezies bei
Wildtieren in Deutschland:

Wildschwein 22/125* Pomona, Bratislava (JANSEN et al.
(Sus scrofa) (18 %) 2007)
10/131*** Grippotyphosa, Bratislava (HORSCH et al.
(7,6 %) 1970)
Fuchse (Vulpes 24/1253* Grippotyphosa, (MULLER et al.
vulpes) (1,9 %) Icterohaemorragiae ,Bratislava 1994)
Waschbér 6/457** (ANHEYER-
(Procyon lotor) (1,3 %) BEHMENBURG
2013)
Igel (Erinaceus 24/26* Bratislava, Poi (HORSCH et al.
europaeus) (92,3 %) 1970)
Hase (Lepus 67/280*** Grippotyphosa (HORSCH et al.
europaeus) (23,93 %) 1970)
Reh (Capreolus ~ 3/81*** Grippotyphosa (HORSCH et al.
capreolus) (3,69 %) 1970)
Rothirsch 2/18*** Grippotyphosa (HORSCH et al.
(Cervus elaphus) (11,11 %) 1970)
Dambhirsch 1/8*** Grippotyphosa (HORSCH et al.
(Dama dama) (12,5 %) 1970)
*Serologische Untersuchung **PCR-Untersuchung

*** Zusammenfassung verdachtiger und positiver Tiere in serologischen Untersuchungen

Bei vielen anderen Tierarten, wie zum Beispiel Wildkatze (Felis silvestris silvestris), Luchs
(Lynx lynx) und Dachs (Meles meles), wurden Studien auBerhalb Deutschlands zum
VVorkommen von Leptospiren durchgefiihrt. Da die L&nder, in denen diese Studien durchgefihrt
wurden, haufig direkt an Deutschland angrenzen, kann davon ausgegangen werden, dass es
auch bei Untersuchungen dieser Tiere in Deutschland zu Leptospirennachweisen kommen
wiirde (ZMUDZKI et al. 2016; BANDOUCHOVA et al. 2007; MILLAN et al. 2014; AYRAL
et al. 2016).
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Auch in zoologischen Garten gehaltene einheimische und exotische Tiere kommen mit
Leptospiren in Kontakt. In einer umfangreichen Studie wurden Seroprdvalenzen zwischen
10,7 % und 25 % in deutschen Zoos gefunden. Das h&ufigste Serovar war Copenhageni und die
Antikorper wurden vor allem bei Raubtieren und Unpaarhufern festgestellt (STRAUBE 2007).

2.7 Diagnostik

Der Nachweis von Leptospiren kann sowohl mit direkten als auch mit indirekten
Nachweismethoden erfolgen. Die Wahl der Nachweismethode ist dabei unter anderem
abhéngig von der Art des Probenmaterials, der Menge der Leptospiren im
Untersuchungsmaterial und dem Ziel der Untersuchung (MUSSO et al. 2013; FAINE et al.
1982). Zu den direkten Nachweismethoden gehort der mikroskopischen Nachweis unter einem
Dunkelfeldmikroskop, die Anfarbung der Leptospiren mit immunchemischen bzw.
immunhistochemischen Methoden, die Silberimpragnierung (Fontana-Farbung), die kulturelle
Anzucht in Spezialmedium (z.B. modifiziertes EMJH-Medium) und der Nachweis mittels
molekularbiologischer Methoden (Polymerase-Kettenreaktion, Sequenzierung, Multi-Lokus
Sequenz Typisierung) (MUSSO et al. 2013; FAINE et al. 1982; VIJAYACHARI et al. 2001;
RODRIGUEZ et al. 2013; SLACK et al. 2006; WILKS 2013; CUNHA et al. 2015). Bei den
indirekten Nachweismethoden wird unterschieden zwischen dem Mikroagglutinationstest,
welcher in der Humandiagnostik noch immer als Goldstandard gilt, und dem Nachweis mittels
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (DIKKEN et al. 1978).

Im Allgemeinen werden Erkrankungen des Menschen und der Tiere meistens Uber indirekte
Nachweismethoden diagnostiziert. Molekularbiologische Nachweismethoden finden dagegen

meist ihre Anwendung bei dem Nachweis von Leptospiren in Umweltproben.

2.8 Die Umweltstabilitat der Erreger

Leptospiren werden h&ufig durch indirekten Kontakt mit dem Urin infizierter Tiere Uber
kontaminierte Boden oder Gewésser auf den Menschen (bertragen. Deshalb hat die
Uberlebenszeit des Erregers ex vivo eine erhebliche Auswirkung auf das Infektionsrisiko von
Mensch und Tier. AulRerhalb des Wirtes haben sowohl biotische als auch abiotische Faktoren
einen Einfluss auf das Uberleben des Bakteriums. Zu diesen Faktoren gehdren unter anderem
Temperatur, Feuchtigkeit, pH-Wert, UV-Strahlung, Mineralstoffe, Salze und das Vorkommen

anderer Mikroorganismen. Im Allgemeinen wurde beobachtet, dass die Uberlebenszeit von
11
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Leptospiren in Umweltproben stark von der Temperatur abhéngig ist. Mehrere Studien zeigten,
dass im Temperaturbereich von 4 - 37 °C die Leptospiren langer bei niedrigeren als bei hdheren
Temperaturen uberlebensfahig waren (BIERQUE et al. 2020). Jedoch gab es auch Ausnahmen.
So zeigte sich bei einer Studie von ANDRE-FONTAINE et al. (2015), dass das Serovar
Icterohaemorrhagiae in Mineralwasser langer bei 30 °C als bei 4 °C uberlebensfahig war. Des
Weiteren scheint UV-Strahlung die Uberlebenszeit der Bakterien in Umweltproben zu
verkirzen (KARASEVA et al. 1973; KHAIRANI-BEJO et al. 2004). Auch der pH-Wert der
Umgebung beeinflusst die Uberlebenszeit der Leptospiren. Grundsatzlich wurde ein neutraler
oder leicht alkalischer pH-Wert als optimal fir den Erreger beschrieben (BIERQUE et al.
2020). Neben abiotischen Faktoren haben aber auch andere, in der Umwelt vorkommende,
Mikroorganismen eine Auswirkung. KIRSCHNER et al. (1957) und OKAZAKI et al. (1957)
verglichen die Uberlebenszeiten von Leptospiren in unbehandeltem und in sterilem Wasser. Bei
beiden Studien Uberlebten die Erreger langer in sterilem Wasser als in unsterilem Wasser. Im
Gegensatz dazu wurde beobachtet, dass Leptospiren mit anderen Bakterien einen Biofilm
bilden kdnnen und in diesem Biofilm schéadlichen Einflissen besser standhalten kdnnen
(KUMAR et al. 2015). Bei allen mdglichen Einflussfaktoren muss immer ein moglicher

Unterschied in deren Auswirkung auf verschiedene Leptospiren-Serovare bedacht werden.

2.8.1 In Erde

Der Feuchtigkeitsgehalt der Erde hat einen erheblichen Einfluss auf die Uberlebenszeit von
Leptospiren. Bereits 1957 untersuchten OKAZAKI et al. (1957) die Uberlebenszeit von
Leptospiren in trockener, feuchter und Ubersattigter Erde. Wéhrend die Leptospiren bei
Raumtemperatur in trockener Erde nur bis zu 2 Stunden Uberlebten, konnten sie in Ubersattigter
Erde noch nach 183 Tagen wieder aus der Erde kultiviert werden (OKAZAKI et al. 1957).
Spétere Untersuchungen von KARASEVA et al. (1973) und KHAIRANI-BEJO et al. (2004)
bestatigten eine positive Korrelation zwischen hoheren Feuchtigkeitsgehalten und einer
langeren Uberlebenszeit. Bei der Untersuchung verschiedener Erdtypen zeigte sich, dass bei
27 °C und 33 % Feuchtigkeit L. interrogans Serovar Hardjo langer in lehmiger oder tonhaltiger
Erde (iberlebte, als in sandigem Erdboden (KHAIRANI-BEJO et al. 2004).

2.8.2 In Wasser

Da die Austibung von Wassersportarten das Risiko an Leptospirose zu erkranken erhoht, ist die

Uberlebenszeit von Leptospiren in Wasser wichtig zur Ermittlung des Infektionsrisikos fiir den

Menschen. In einer Studie von ANDRE-FONTAINE et al. (2015) hatte das Serovar
12
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Icterohaemorrhagiae eine Uberlebensdauer von bis zu 593 Tagen in Mineralwasser. Andere
Studien untersuchten die Uberlebenszeit von Leptospiren in verschiedenen Wassertypen. Dabei
zeigte sich, dass eine starke Verschmutzung oder ein hoher Salzgehalt des Wassers
unvorteilhaft fiir das Uberleben der Erreger sein kann und die Uberlebenszeit je nach Wassertyp
stark variieren kann (BIERQUE et al. 2020).

2.8.3 In Urin

Nur sehr wenige Studien haben bisher die Uberlebenszeit von Leptospiren in Urin ex vivo
untersucht. KHAIRANI-BEJO et al. (2004) untersuchten die Uberlebenszeit von L. interrogans
Serovar Hardjo in verdiinntem (1:10 in destilliertem Wasser) und unverdiinntem Rinderurin. Je
nach Temperatur Uberlebte Serovar Hardjo in unverdinntem Urin zwischen
0 -2 Stunden (32°C) und 48 Stunden (4 °C). In verdunntem Rinderurin waren die
Uberlebenszeiten deutlich langer (48 - 984 Stunden), aber auch hier zeigte sich deutlich eine
Verlingerung der Uberlebenszeit bei niedrigen Temperaturen (KHAIRANI-BEJO et al. 2004).
Auch bei einer Studie von LEONARD et al. (1992) war das Serovar Hardjo nur fir maximal

18 Stunden in unverdiinntem Rinderurin unter einem Dunkelfeldmikroskop auffindbar.
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Einleitung

Die Leptospirose ist eine weltweit be-
deutende Zoonose mit geschitzt einer
Million Humanfillen pro Jahr [1]. Ob-
wohl die Leptospirose in tropischen und
subtropischen Landern die hochsten In-
zidenzen aufweist, zeigt sich ein geringes,
jedoch konstantes Vorkommen auch in
Landern mit gemifiigtem Klima. Laut
Schitzungen erkranken in Europa jihr-
lich ca. 24.000 Menschen an einer Lepto-
spirose, wobei 5 % der Fille todlich enden
[1].

Leptospiren gehoren zu der Familie
der Spirochiten und weisen eine cha-
rakteristische spiralférmige, an den En-
denkleiderhakenihnlich gebogene Form
auf. Sie sind circa 6-20 um lange und im
Durchmesser circa0,1 pm dicke, gramne-
gative Bakterien [2]. Urspriinglich wur-
den die Leptospiren anhand ihrer sero-
logischen Eigenschaften in apathogene,
saprophytische Leptospira biflexaund pa-
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Leptospirose in Deutschland:
Aktuelle Erkenntnisse zu
Erregerspezies, Reservoirwirten
und Erkrankungen bei Mensch

und Tier

thogene Leptospira interrogans mit min-
destens 300 Serovaren (Variationen, die
mit serologischen Tests unterscheidbar
sind) eingeteilt [2]. Die aktuelle Taxo-
nomie basiert auf molekulargenetischen
Unterschieden und differenziert mindes-
tens 22 verschiedene pathogene, inter-
medidre oder apathogene Genomospe-
zies [3]. Allerdings wird in der Routi-
nediagnostik noch immer die veraltete
serologische Klassifizierung parallel zur
molekulargenetischen genutzt.

Die Leptospirose ist bei Mensch und
Tier eine akut verlaufende Infektions-
krankheit, die sehr unterschiedliche
Symptome aufweisen kann. Im Gegen-
satz zum Menschen gibt es bei einer
Vielzahl von Tieren auch chronische
Verliufe, die mit verringerten Repro-
duktionsraten und damit 6konomischen
Verlusten einhergehen. In Deutschland
besteht gemaf § 7 Infektionsschutzgesetz
(IfSG) seit 2001 eine Meldepflicht fiir den
direkten oder indirekten Labornachweis
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von humanpathogenen Leptospira spp.,
sofern dieser auf eine akute Infektion
hinweist. Die Leptospirose der Schwei-
ne und Schafe ist in Deutschland eine
meldepflichtige Tierkrankheit.

Die Ubertragung der Leptospiren auf
Mensch und Tier erfolgt zumeist durch
den direkten oder indirekten Kontakt mit
dem Urin infizierter Tiere, z. B. iber kon-
taminierte Gewisser oder Erde. Die Lep-
tospiren gelangen iiber die Schleimhaute
von Auge, Nase und Mund und iiber
kleine Hautverletzungen in den Korper
(a8 Abb. 1). Infektionen von Mensch zu
Mensch sind sehr selten. Ubertragungen
durch Geschlechtsverkehr und transpla-
zentar wihrend der Schwangerschaft mit
Fehl- und Totgeburten als Folge sind al-
lerdings beschrieben [4].
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Mégliche Ubertragungswege: direkter oder indirekter Kontakt mit
Leptospiren-kontaminiertem Urin von verschiedenen Reservoirtieren.

Abb. 1 A Ubertragungswege von Leptospiren. Die Ansteckung des Menschen mit Leptospirenerfolgt
tber Schleimhéute oder kleine Verletzungen. Dies geschieht entweder direkt durch Kontakt mit Urin,
Blut oder Gewebe infizierter Tiere oder indirekt z. B. durch urinkontaminiertes Wasser. Wenn berufs-
bedingt Kontakt zu Reservoirtieren besteht oder das Freizeitverhalten zur Exposition fiihrt (z. B. Was-
sersport), kann das Infektionsrisiko erhoht sein. Auch Wetterbedingungen (z. B. Niederschlag) kénnen
das Infektionsrisiko erhohen, da warme und feuchte Umgebungsbedingungen das Uberleben der

Leptospiren in der Umwelt férdern

Leptospiren - Vorkommen bei
Tieren und Reservoirwirten

Leptospiren wurden bei einer Vielzahl
verschiedener Saugetiere beschrieben,
wobei die durchschnittliche Privalenz
bei der Mehrzahl der untersuchten Siu-
getierfamilien bei etwa 15% lag [5].
Unterschiedliche ~ Leptospirenserovare
sind an bestimmte Tierarten adaptiert.
Die fiir ein Serovar hoch empfinglichen
Hauptwirte sind lebenslang infiziert und
zeigen meist keine Symptome. Sie fungie-
ren aber durch eine chronische Infektion
der Nierentubuli und der dadurch mog-
lichen Ausscheidung von Leptospiren
iiber den Urin als natiirliches Reservoir.
Nebenwirte haben meist eine deutlich ge-
ringere Empfinglichkeit fiir das Serovar,
erkranken jedoch in der Regel schwerer
bis hin zum tédlichen Verlauf. Jedes

Tier kann zugleich Hauptwirt fiir ein
oder mehrere Serovare und Nebenwirt
fir andere Serovare sein [2]. BTab. 1
gibt Informationen zur Leptospirose bei
ausgewihlten Haus- und Nutztieren.

Haustiere

Auch Haustiere konnen an einer Lepto-
spirose erkranken und eine mogliche In-
fektionsquelle fiir Menschen darstellen.
In zwei Studien lag die leptospirenspe-
zifische Antikérperprivalenz bei Hun-
den, die klinische Anzeichen einer Lep-
tospirose aufwiesen, bei 44 % bzw. 48 %.
Am hiufigsten wurden in Stiddeutsch-
land die Serovare Grippotyphosa und
Sejroe, in Norddeutschland die Serovare
Australis und Copenhageni nachgewie-
sen. Allerdings wurde nicht zwischen ge-
impften und ungeimpften Hunden un-

Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz 12 - 2019 | 1511

17

terschieden, sodass die hohe Seropriva-
lenz wahrscheinlich nicht ausschliefllich
auf natiirliche Infektionen zuriickzufiih-
ren ist [6, 7]. In Berlin fanden sich bei er-
krankten Hunden vor allem die Serovare
Australis (28%), Grippotyphosa (18 %)
und Pomona (14 %; [8]).

Bei Katzen zeigt sich meist keine
klinische Manifestation. Dennoch soll-
te bei einer Antikorperprivalenz von
16-17,9 % auch die Katze als moglicher
Ubertriger von Leptospiren auf den
Menschen in Betracht gezogen werden.
Waren in Berlin und Brandenburg die
Serovare Pomona (48,9%), Grippoty-
phosa (15,6%) und Javanica (11,1%)
vorherrschend, so waren in Miinchen
und Umgebung die Serovare Australis
und Bratislava mit 57,4 % am haufigsten
an einer Infektion beteiligt [9, 10].

Nutztiere

Bei einer grofiflichigen Untersuchung
im Jahre 1984 in Deutschland wiesen
ca. 1,6 % der Rinder, 1,2 % der Schweine,
14,4% der Schafe und 0,3% der Ziegen
leptospirenspezifische Antikorper auf
[11].

In der Schweinepopulation Deutsch-
lands waren laut Schonberg et al. [11]
die hiufigsten Serovare Saxkoebing und
Grippotyphosa. In der Studie von Strutz-
berg-Minder et al. (2018) [12], bei der
zwischen 2011 und 2016 fast 30.000 Blut-
proben von Schweinen in Deutschland
untersucht wurden, stellte man eine An-
tikérperprivalenz von 20,2% fest. Am
haufigsten wurden die Serovare Bratisla-
va (11,6 %) und Australis (7,3 %) iden-
tifiziert. Laut Tiergesundheitsbericht des
Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) werden
trotz dieser hohen Seroprivalenzen jihr-
lich nur ca. 80 Fille einer klinischen Lep-
tospirose beim Schwein gemeldet [13].

In einer Studie in bayerischen Rinder-
bestinden wurde eine Seroprivalenz von
1,5-2,2 % beschrieben [14]. Am haufigs-
ten wurden Antikérper gegen das Sero-
var Hardjo nachgewiesen (55 %), fiir wel-
ches das Rind den Hauptwirt darstellt.
Weitere nachgewiesene Serovare waren
Grippotyphosa (18 %), Icterohaemorrha-
giae (13 %), Bratislava (8 %) und Canicola
(5%; [14]).
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Zusammenfassung

Die Leptospirose ist eine Zoonose, die bei
Mensch und Tier eine groe Bandbreite von
Krankheitssymptomen mit sehr milden bis
hin zu sehr schweren Verlaufen aufweisen
kann. In Deutschland ist der Labornachweis
einer akuten Infektion meldepflichtig: beim
Menschen geméB Infektionsschutzgesetz
und bei Schweinen und Schafen gemaf

der Verordnung tiber meldepflichtige
Tierkrankheiten. Die Ubertragung erfolgt iiber
direkten und indirekten Kontakt mit dem Urin
infizierter Tiere, wobei Nagetiere als Hauptre-
servoir gelten. Mit einer durchschnittlichen
jahrlichen Inzidenz von 0,1 gemeldeten Fallen
pro 100.000 Einwohner ist die Leptospirose in
Deutschland eine seltene Erkrankung.

https://doi.org/10.1007/500103-019-03051-4

Im Rahmen des vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF) geforderten
Projekts ,Verbesserung der Offentlichen
Gesundheit durch ein besseres Versténdnis
der Epidemiologie nagetieriibertragener
Krankheiten” (RoBoPub) werden in diesem
Ubersichtsartikel aktuelle Kenntnisse zur
Leptospirose in Deutschland dargestellt.

In einem One-Health-Ansatz werden
Informationen zum klinischen Bild, verfiigbare
Prévalenzdaten bei Mensch und Tier und
Erkenntnisse iiber die Erregerverbreitung,
die Wirtsassoziation, die Ubertragung

des Erregers sowie die Umweltstabilitat
zusammengefasst. Dariiber hinaus werden
erste Erkenntnisse zum Einfluss von Populati-
onsschwankungen in Nagetierpopulationen
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Leptospirose in Deutschland: Aktuelle Erkenntnisse zu Erregerspezies, Reservoirwirten und
Erkrankungen bei Mensch und Tier

auf das Auftreten der Leptospirose diskutiert.
Ziel des Ubersichtsartikels ist es, die
Wahrnehmung fiir diese gegenwartig noch
vernachléssigte Erkrankung in Deutschland zu
erhohen.

In Zukunft sollten auch die im Zuge des
Klimawandels moglicherweise vermehrt
auftretenden erhohten Temperaturen

und starken Regenfalle und die damit
einhergehende haufigere Exposition des
Menschen mit den Erregern beriicksichtigt
werden.

Schliisselworter
Leptospiren - Leptospira- Zoonose - Nagetiere -
One Health

humans and animals

Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease with a wide
spectrum of clinical symptoms in humans and
animals, ranging from subclinical infections
to severe signs of multiorgan dysfunction. In
Germany, laboratory confirmation of acute
human infection is notifiable based on the
Protection Against Infection Act. Disease or
occurrence of the pathogen in pigs and sheep
must be reported according to the regulation
on reportable animal diseases. Transmission
occurs via direct and indirect contact with the
urine of infected animals, with rodents acting
as the main reservoir. With an average annual
incidence of 0.1 notified cases per 100,000

inhabitants, leptospirosis is a rare disease in
Germany.

This review article presents the current
knowledge on leptospirosis in Germany in
the framework of the project “Improving
public health through a better understanding
of the epidemiology of rodent-transmitted
diseases” (RoBoPub) funded by the Ministry
of Education and Research. In a One-

Health approach, information about clinical
manifestation, available prevalence data in
humans and animals, knowledge of pathogen
distribution, host association, mode of
transmission, and survival in the environment

Leptospirosis in Germany: current knowledge on pathogen species, reservoir hosts, and disease in

is summarized. Preliminary findings on the
influence of fluctuations in rodent populations
on the occurrence of leptospirosis are also
discussed. The aim of the article is to increase
the awareness of this currently neglected
disease in Germany.

In future, higher temperatures and more
frequent heavy rainfalls, which could occur
due to climate change, should be taken into
account.

Keywords
Leptospirosis - Leptospira - Zoonosis - One-
Health - Rodents

In Deutschland gibt es sowohl fiir
Rinder als auch fiir Schweine zugelasse-
ne Impfstoffe gegen Leptospiren. Wegen
der gering geschitzten Impfraten (Rinder
<1 %; Schweine <5 %) sind die oben ange-
gebenen Seroprivalenzen jedoch wahr-
scheinlich, zumindest zum grofiten Teil,
auf natiirliche Infektionen zuriickzufiih-
ren.

Bei Pferden steht das Serovar Grip-
potyphosa in Verdacht, das étiologische
Agensder Equinenrezidivierenden Uvei-
tis (ERU) zu sein. In einer Studie in Mit-

teldeutschland wiesen 17,2 % der Warm-
blutpferde einen positiven Antikorperti-
ter gegen Leptospiren auf, am haufigsten
gegen die Serovare Icterohaemorrhagiae,
Bratislava und Grippotyphosa [15]. In ei-
ner weiteren Studie in Mitteldeutschland
wurden bei Pferden mit ERU vor allem
Antikorper gegen die Serovare Grippoty-
phosa, gefolgt von Icterohaemorrhagiae
und Bratislava gefunden. Bei 16% der
Tiere gelang die Isolierung von Lepto-
spiren aus dem Glaskorper. Auch hier
war das vorherrschende Serovar Grip-
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potyphosa, aber es konnten ebenfalls die
Serovare Bratislava und Pomona isoliert
werden [16].

Wildtiere und Hauptreservoirtiere

Eine Vielzahl der heimischen Wildtierar-
ten kann mit Leptospiren infiziert sein.
Die grofite Bedeutung als Ubertrager
der Erreger auf andere Tiere und den
Menschen haben frei lebende Nagetiere
und andere Kleinsduger. Unterschiedli-
che Nagetierspezies fungieren dabei als
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Tab. 1
Allgemein

Hund

Informationen zur Leptospirose bei ausgewahlten Haus- und Nutztieren [7, 11, 12, 15]
Meldepflicht in Deutschland bei Schwein und Schaf

Subklinischer bis letaler Verlauf, je nach auslésendem Serovar, Alter und Konstituti-
on der Tiere

Meist unspezifische Symptome

Impfung in Deutschland bei Rind, Hund und Schwein
Nicht meldepflichtig

Subklinischer bis letaler Verlauf

Unspezifische Symptome (z. B. Fieber, Anorexie, Apathie, Vomitus, Diarrh, lkterus,
Symptome einer Nieren- oder Lebererkrankung)

Impfung in Deutschland gegen Serovare Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippoty-

phosa und Australis

Katze Nicht meldepflichtig

Meist keine klinische Manifestation

Kein Impfstoff in Deutschland zugelassen

Rind Nicht meldepflichtig
Subklinischer bis letaler Verlauf

Magliche Symptome: Fieber, kterus, Mastitiden, Aborte, Andmie

Besondere wirtschaftliche Bedeutung durch Beeintrachtigung der Reproduktions-

leistung

Impfung in Deutschland gegen Serovar Hardjo

Schwein
Meist subklinischer Verlauf

Meldepflichtige Erkrankung in Deutschland

Chronische Form: Ausléser von Aborten, Totgeburten und Konzeptionsstorung

Impfung in Deutschland gegen Serovare Canicola, Icterohaemorrhagiae Grippoty-
phosa, Pomona, Tarassovi und Australis

Pferd Nicht meldepflichtig

Besondere Bedeutung als mdglicher Ausloser der Equinen rezidivierenden Uveitis —
einer wiederkehrenden Entziindung der mittleren Augenhaut

Kein Impfstoff in Deutschland zugelassen

Reservoirwirte fiir verschiedene Serova-
re [5]. Auch wenn es derzeit nur wenige
Studien zur Privalenz und Leptospiren-
artenzusammensetzung bei heimischen
wild lebenden Kleinsiaugern gibt, so
zeichnet sich doch ab, dass einige dieser
Tierarten (z.B. Waldmaus, Gelbhals-
maus, Rotelmaus) Triger verschiedener
Leptospirenarten sind. Bei anderen Tier-
arten hingegen (Brandmaus, Feldmaus,
Erdmaus) wurde bisher nur eine Lep-
tospirenart gefunden, was auf ein un-
terschiedliches Maf3 an Wirtsadaptation
oder Okoexposition schliefen lisst.

Die Ubertragung auf den Menschen
kann direkt tiber den Kontakt mit Nage-
tieren erfolgen (z.B. Bissverletzungen),
haufiger ist jedoch die Infektion iiber
Urin in der Umwelt. Besondere Be-
deutung hat hier das Verhalten von
Nagetieren, zur Reviermarkierung hiu-
fig kleine Urintropfchen abzugeben, was

zur grofiflichigen Umweltkontaminati-
on mit dem Erreger fithrt [17].

Die ermittelten Privalenzen und ge-
fundenen Serovare in den verschiedenen
Tierarten in Deutschland sind in 8 Tab. 2
dargestellt.

Bei vielen nagetieriibertragenen Pa-
thogenen ist die Privalenz in Wildtieren
hoch dynamisch. Das trifft auch auf Lep-
tospiren zu, deren Privalenz im Wirt je
nach Jahreszeit, Wirtsabundanz, Biodi-
versitit potenzieller Wirte und Nichtwir-
te und anderen Faktoren stark schwan-
ken kann [18]. Aufgrund der komple-
xen Struktur von Leptospiragenotypen in
Kombination mit der grofien Bandbreite
an potenziellen Wirten im natiirlichen
und urbanen Raum sind Privalenzun-
tersuchungen in Mitteleuropa zu einem
bestimmten Zeitpunktlediglich ein erster
Anbhaltspunkt, um die Rolle einer Wild-
tierart als Wirt einzuschitzen.

Vorkommen der Leptospirose
beim Menschen

Seit2001 wurden in Deutschland pro Jahr
37-166 Leptospirosefille gemeldet. Mit
einer durchschnittlichen Inzidenz von
0,1 Erkrankungen pro 100.000 Personen
zwischen 2001-2018 ist die Leptospiro-
se mit iberwiegend sporadisch auftre-
tenden Fillen eine seltene Krankheit in
Deutschland [19]. Hierzulande handeltes
sich um eine saisonale Erkrankung mit
Haufungen im Sommer und Frithherbst.
Ferner sind unter den gemeldeten Fillen
hauptsichlich Manner [20]. Im Durch-
schnitt sind mehr als drei Viertel der
gemeldeten Erkrankungen in Deutsch-
land erworben. Diese lassen sich u.a.
auf Expositionen im Zusammenhang mit
Wassersportaktivititen und Haltung von
Farbratten als Heimtiere zuriickfithren.
Weitere Risikofaktoren sind Auslands-
aufenthalte in tropischen und subtropi-
schen Regionen [21].

In einer Querschnittsstudie aus den
Jahren 2008-2009 in Baden-Wiirttem-
bergwurdenbei4,2 % der Studienteilneh-
menden Antikérper gegen Leptospiren
nachgewiesen. Bei keinem der Teilneh-
menden war eine Leptospirose diagnos-
tiziert worden; allerdings wurden spezifi-
sche Antikorper dreimal hiufiger (Rela-
tives Risiko (RR) 3,4) bei Personen gefun-
den, bei denen in der Vergangenheit nie-
ren- und leberspezifische Symptome di-
agnostiziert worden waren [22]. Daraus
wurde extrapoliert, dass etwa 10 % der se-
ropositiven Studienteilnehmenden eine
nichtdiagnostizierte Leptospirose durch-
laufen hatten. Diese Studie und eine in-
ternationale Metaanalyse [1] weisen auf
eine hohe Dunkelziffer nichtdiagnosti-
zierter Leptospirosefille hin.

In einer epidemiologischen Studie
zur Auswertung der nach dem Bundes-
seuchengesetz bundesweit gemeldeten
Fille von 1997-2000 wurde eine geogra-
fische Haufung von Leptospirosefillen
im Nordosten Deutschlands beschrie-
ben. Dies wurde mit der ausgedehnten
Seenlandschaft und einer Haufung des
Vorkommens von Wanderratten in der
fischverarbeitenden Industrie in Ver-
bindung gebracht [21]. Hierbei ist in
Betracht zu ziehen, dass aufgrund der
Dunkelziffer die Meldezahlen auch re-

Bund dheitsblatt - Gesundheitsf

19

hung - Gesundheitsschutz 12- 2019 | 1513



Publikationen

| Originalien und Ubersichten

Tab.2 Nachweis von Leptospiren in verschiedenen Wildtierarten, Deutschland

Ordnung Familie Tierart Anzahl positiver Tie-  Serovar bzw. Genomospezies Studie
re/Gesamtzahl (%) (Sequenztyp, ST)
Eulipotyphla  Erinaceidae  Igel 24/26 (92,3 %) Serovare Poi, Grippotyphosa Horsch etal. [51]
(Erinaceus europaeus)
Artiodactyla  Cervidae Dambhirsch 1/8(12,5%) Nicht untersucht Horsch etal. [51]
(Dama dama)
Cervidae Reh 3/81(3,7%) Nicht untersucht Horsch etal. [51]
(Capreolus capreolus)
Cervidae Rothirsch 2/18(11,1%) Nicht untersucht Horsch etal. [51]
(Cervus elaphus)
Suidae Wildschwein 10/131(7,6 %) Nicht untersucht Horsch etal.[51]
(Sus scrofa) 22/125(18%) Serovare Pomona, Bratislava Jansenetal. [52]
Lagomorpha  Leporidae Feldhase 67/280 (23,9 %) Nicht untersucht Horsch etal. [51]
(Lepus europaeus)
Carnivora Canidae Rotfuchs 24/1253 (1,9%) Serovare Grippotyphosa, Icterohae-  Miiller und Winkler [53]
(Vulpes vulpes) morrhagiae, Bratislava
Procyonidae  Waschbér 29/240 (12%) L. interrogans Renteria Solis [54]
(Procyon lotor) 6/457 (1,3 %) Nicht untersucht Anheyer-Behmenburg
[55]
Rodentia Muridae Wanderratte 55/320(17,2%) L. interrogans (ST17) Heuser et al. [50]
(Rattus norvegicus) 125/586(21,3%) Nicht untersucht Runge et al. [56]
Brandmaus 6/44 (13,6 %) L. kirschneri (ST117) Fischeretal. [18]
(Apodemus agrarius) 377 45 9 gp) L. kirschneri Obiegala et al. [57]
23/190(12,1%) L. kirschneri Mayer-Scholl et al. [49]
Gelbhalsmaus 122/925 (13,2 %) L. borgpetersenii (ST197), L. kirsch-  Fischer etal. [18]
(Apodemus flavicollis) neri (ST110), L. interrogans (ST24)
71/792 (9%) L. interrogans, L. kirschneri, L. borg- ~ Mayer-Scholl et al. [49]
petersenii
2/4(50%) Nicht untersucht Obiegala et al. [58]
15/247 (6,1 %) L. borgpetersenii, L. kirschneri Obiegala et al. [57]
Waldmaus 9/105 (8,6 %) L. kirschneri (ST24) Fischer etal. [18]
(Apodemus sylaticus) 27/154(17,5%) L. interrogans, L. kirschneri Mayer-Scholl et al. [49]
Apodemus spp. 12/184 (6,5 %) L. borgpetersenii, L. kirschneri, L.in- ~ Obiegala et al. [57]
terrogans
Cricetidae Feldmaus 113/377 (30%) L. kirschneri (ST110, ST230) Fischer etal. [18]
(Microtus arvalis) 1/1(100%) L. kirschneri Obiegala et al. [58]
3/7 (42,9%) L. kirschneri Obiegalaetal. [57]
24/174(13,8%) L. kirschneri Mayer-Scholl et al. [49]
Erdmaus 62/209 (29,7 %) L. kirschneri (ST110) Fischer etal. [18]
(Microtus agrestis) 64/517 (12,4%) L. kirschneri, L. borgpetersenii, L.in- ~ Mayer-Scholl et al. [49]
terrogans
Rotelmaus 66/1016 (6,5 %) L. kirschneri, L. interrogans Mayer-Scholl et al. [49]
{Myodes glareolus) 39/737 (5,3 %) L. kirschneri, L. interrogans Obiegalaetal. [57]
27/660 (4,1 %) Nicht untersucht Obiegala et al. [58]
123/1578 (7,8 %) L. interrogans (ST24), L. kirschneri Fischer et al. [18]
(ST110), L. borgpetersenii (ST146,
ST197)
Bisam 171/2913 (5,9 %) Nicht untersucht Hurd et al. [59]
(Ondatra zibethicus)
Castoridae Europdischer Biber 4/26 (15,4 %) L. interrogans (ST24) Woll et al. [60]
(Castor fiber)
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Tab.2 (Fortsetzung)
Ordnung Familie Tierart Anzahl positiver Tie-  Serovar bzw. Genomospezies Studie
re/Gesamtzahl (%) (Sequenztyp, ST)
Soricomorpha Soricidae Waldspitzmaus 81/521(15,5%) L. kirschneri (ST110, ST320) Fischer et al. [18]
oeXumed) 3/22(14%) Nicht untersucht Obiegala et al. [58]
2/36 (5,6 %) Nicht untersucht Mayer-Scholl et al. [49]
Schabrackenspitzmaus  3/101 (3 %) L. borgpetersenii (ST146) Fischer et al. [18]
(Sorex coronatus) 8/44 (18%) Nicht untersucht Obiegala et al. [58]
Zwergspitzmaus 5/73 (6,8 %) Nicht untersucht Fischer et al. [18]
(Sorex minutus)
WeiBzahnspitzmause ~ 6/30 (20%) L. kirschneri Mayer-Scholl et al. [49]

(Crocidura leucodon,
C. russula, C. suaveo-

lens)

gional unterschiedlich stark ausfallen
konnen. Daher sind raumliche Muster
in den Meldedaten mit Vorsicht zu inter-
pretieren. Wie aus @ Abb. 2 ersichtlich,
sind bei den wenigen Studien zum Vor-
kommen von Leptospiren bei Nagetieren
keine raumlichen Muster und insbeson-
dere keine Zusammenhinge zwischen
dem Nachweis in Nagetieren und der
Haufigkeit humaner Erkrankungen er-
kennbar.

Leptospiroseausbriiche in
Deutschland

In der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts
waren Leptospiroseausbriiche haupt-
sichlich mit landwirtschaftlichen Ex-
positionen assoziiert und traten eher
in landlich geprigten Regionen auf
(B Tab. 3). Sie betrafen vorwiegend Ar-
beitskrifte, die Erntetitigkeiten auf Fel-
dern durchfiihrten, die von mit Lep-
tospiren infizierten Feldméusen oder
Feldhamstern besiedelt waren [21]. Ex-
emplarisch wird auf die Jahre 1949, 1952
und 1955 verwiesen, in denen es unter
Beschiftigten auf Erbsenfeldern in der
Umgebung von Braunschweig zu grofie-
ren Leptospiroseausbriichen mit bis zu
232 laborbestitigten Fillen kam. Auch
damals war die Leptospirose keine héiu-
fig gestellte Diagnose, sondern wurde
nur aufgrund der auffilligen gemein-
samen Exposition in Betracht gezogen.
Leptospiren konnten sowohl in den Pati-
entenproben als auch in den gefangenen
Feldmiusen nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu anderen Leptospiroseaus-
briichen, die fast immer in Verbindung

mit Starkregen oder Uberschwemmun-
gen aufgetreten sind, herrschte in den
Jahren 1949 und 1952 zum Zeitpunkt der
Ausbriiche, im jeweiligen Epidemiemo-
nat Juli, eine auffallende Trockenheit. Die
Ubertragung der Leptospiren wurde hier
vor allem durch das hohe Vorkommen
von Feldmiusen erklirt, die nachweis-
lich mit Leptospiren infiziert waren
[23]. Ebenfalls fiir das Jahr 1952 wurde
ein Leptospiroseausbruch in Schleswig-
Holstein berichtet, der durch eine hohe
Feldmausdichte in Verbindung mit ei-
nem hohen Feuchtigkeitsgehalt in Luft
und Boden sowie mit haufigem Nebel
und Morgentau erklirt wurde [24].

In den folgenden Jahren nahm, vor
allem durch die zunehmende Mechani-
sierung der Landwirtschaft, die Bedeu-
tung von landwirtschaftlichen Expositio-
nen als Ursache fiir Leptospiroseausbrii-
cheab [21]. Nachdem tiber fast 50 Jahre in
Deutschland keine landwirtschaftlichen
Expositionen mehr als Ursache fiir Lep-
tospiroseausbriiche berichtet wurden, er-
eigneten sich in jlingerer Vergangenheit
zwei groflere Ausbriiche unter Arbeits-
kriften auf Erdbeerfeldern.

2007 kam es in Nordrhein-Westfalen
zueinem Ausbruch unter den Beschiftig-
ten, bei dem vor allem Arbeitskrifte aus
Rumiinien, Slowenien und Polen betrof-
fenwaren. Dieanschliefende Ausbruchs-
untersuchung, bei der 153 Saisonkrifte
einbezogen wurden, ergab 13 laborbesta-
tigte Leptospirosefille und 11 Verdachts-
fille mit entsprechender Symptomatik.
Die meisten Betroffenen zeigten einen
milden Krankheitsverlauf. Als Hauptri-
sikofaktor wurde der Kontakt zu Nagetie-

ren identifiziert. Ein ansteigendes Risiko
wurde fiir jeden Tag, den die Arbeits-
krifte im Regen mit offenen Wunden an
den Hinden gearbeitet hatten, beobach-
tet.In7von 11 auf den Erdbeerfeldern ge-
fangenen Feldmausen konnten ebenfalls
Leptospiren mittels Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) nachgewiesen werden.
Zum Zeitpunkt des Ausbruchs wurde ei-
ne hohe Feldmausdichte auf betroffenen
Erdbeerfeldern beobachtet. Zudem gab
es starke Niederschlige und relativ ho-
he durchschnittliche Tagestemperaturen
zwischen 18,4°C und 23,1°C [25].

Ein dhnlicher Ausbruch ereignete sich
2014 in Niedersachsen. In einem Erd-
beeranbaugebiet mit tiber 30 Erdbeerer-
zeugern waren zwei Betriebe betroffen.
Der Ausbruch trat zum Ende der Ernte-
saisonauf. Bei45 Mitarbeitenden wurden
die Erkrankungen noch in Deutschland
festgestellt und behandelt, bei 10 wei-
teren Personen erst nach der Riickkehr
in Polen. Die Wetterbedingungen dhnel-
ten denen des Ausbruchs in Nordrhein-
Westfalen von 2007 und eine Laborun-
tersuchung bestitigte auch hier den In-
fektionsweg von Feldmiusen auf die Ar-
beitskrifte [26, 27].

Als potenzielle Risikofaktoren fiir
Leptospiroseausbriiche sind mittlerweile
auch Freizeitaktivititen, vor allem ver-
schiedene Wassersportarten bekannt ge-
worden [28]. Einer der ersten dokumen-
tierten Ausbriiche innerhalb Deutsch-
lands, der mit Wassersport in Zusam-
menhang gebracht wurde, ereignete sich
im August 2006 unter den Teilnehmen-
den eines Triathlons in Heidelberg. Von
142 Personen konnten Informationen zu
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Symptomen und Risikofaktoren erhoben
und Serumproben untersucht werden.
Insgesamt 5 Fille wurden labordiagnos-
tisch bestitigt. Signifikanter Risikofaktor
war das Vorhandensein von Wunden.
In den Tagen vor dem Triathlon hatte
es heftige Niederschlige gegeben, wo-
durch moglicherweise die Leptospiren
vom Ufer in den Neckar eingeschwemmt
wurden [28].

Wie sich der B Tab. 3 entnehmen lisst,
waren von den Ausbriichen zwar unter-
schiedlich exponierte Gruppen betrof-
fen, es ergeben sich aber auch eine Rei-
he von Ubereinstimmungen. So ereig-
neten sich die Ausbriiche iiberwiegend
bei sommerlich warmen Temperaturen
und nach Regenfillen. Es handelte sich
meistens um Infektionen mit L. kirschne-
ri Serovar Grippotyphosa. Sofern Nager
untersucht wurden, konnte bei diesen das
gleiche Serovar nachgewiesen werden.

Das klinische Bild der
Leptospirose beim Menschen

Die Infektion mit Leptospiren kann sich
mit ganz unterschiedlichen Symptomen
manifestieren. Dies erschwert die Dia-
gnose der Leptospirose und je nach Ver-
lauf sind eine ganze Reihe unterschied-
licher Differenzialdiagnosen einzubezie-
hen. Die Erkrankung weist zudem eine
grofle Bandbreite an Verldufen auf, die
von sehr mild bis sehr schwer reichen,
dann verbunden mit einer hohen Mor-
talitit von bis zu 50% [4]. Es ist nicht
bekannt, welche Faktoren den sympto-
matischen Verlauf nach einer Infektion
bestimmen. Das Auftreten einer Oligu-
rie, eine pulmonale Beteiligung und stei-
gendes Lebensalter gehen allerdings mit
einer hoheren Mortalitit einher [4, 29].
Mit geschitzten 90 % verlauft die Mehr-
heit der Infektionen beim Menschen sub-
klinisch oder mild [2, 20]. Die Inkubati-
onszeit betragt iiberwiegend 7-14 Tage,
kann aber von 2-30 Tagen reichen.
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Einteilung nach vorherrschen-
dem Krankheitsbild

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO)

gliedert die Erkrankung nach klinischer

Symptomatik in vier Kategorien [29]:

== grippeihnliche Symptome,

== Morbus Weil (Gelbsucht, akutes
Nierenversagen, Blutungen),

== Meningitis/Meningoenzephalitis,

== pulmonale Himorrhagien mit respi-
ratorischer Insuffizienz.

Grippedhnliche Symptome

Die Erkrankung ist hiufig durch einen
biphasischen Verlauf gekennzeichnet.
Nach der Infektion setzt zunichst im
Rahmen der Streuung des Erregers tiber
das Blut akut hohes Fieber (>39°C)
ein, das mehrere Tage anhalten kann.
Es treten Myalgien auf, die besonders
ausgeprigt den unteren Riickenbereich
und die Wadenmuskulatur betreffen [2,
20, 30]. Typisch ist ein zumeist schwe-
rer, bitemporaler oder frontal betonter
Kopfschmerz, der von retroorbitalem
Schmerz und Lichtscheuheit begleitet
wird. Gastrointestinale Symptome wie
Ubelkeit, Bauchschmerzen und Durch-
fall sind ebenfalls haufig [31]. Auch das
Auftreten von unproduktivem Husten
wurde in 20-57 % von Leptospirosefillen
beschrieben [4, 32]. Mit der Phase der
Antikorperbildung lassen die initialen
Symptome nach. Das Fieber kann al-
lerdings bei einem biphasischen Verlauf
nach 3-4 Tagen erneut auftreten.

Morbus Weil

Durch eine Vasodilatation kommt es zu
einerintensiven Rétungder Schleim-und
Bindehaute. Flichenhafte Einblutungen
der Bindehiute treten auf und gelten in
Verbindung mit einem skleralen Ikterus
als pathognomonisch fiir den Morbus
Weil, wie der schwere Verlauf der ik-
terischen Leptospirose auch bezeichnet
wird. Ein Exanthem ist eher selten bei der
Leptospirose und besteht dann zumeist
nur fiir wenige Stunden. Der ikterische
Verlauf mit akutem Nierenversagen und
dem Auftreten von Blutungen wurde vor-
mals, bei einer Mortalitit von 5-15 %,
als die schwere Verlaufsform der Lepto-

spirose betrachtet [4, 29, 30]. Die Weil-
Erkrankung kann als 2. Phase der Lepto-
spirose auftreten oder auch als alleinige
Manifestationsform [31]. Im Gegensatz
zur Virushepatitis geht die Gelbsucht bei
der Leptospirose mit einer Verschlech-
terung der Allgemeinverfassung einher
[30]. DerIkterusistallerdings nicht durch
einen Untergangder Leberzellen bedingt,
sondern vermutlich durch eine Schidi-
gung des Sekretionsvorgangs von konju-
giertem Bilirubin, einem Abbaustoff des
Blutes, in der Leber. Die Leberfunktion
normalisiert sich vollstindig nach Ge-
nesung. Das akute Nierenversagen ma-
nifestiert sich zumeist mit einer Polyurie
und dem Leitsymptom des Anstiegs des
Serumkreatinins. In 16-40 % der Lepto-
spirosefille wird iiber ein akutes Nieren-
versagen berichtet. Das Auftreten einer
Oligurie beim Nierenversagen geht sig-
nifikant hdufiger mit todlichen Verldu-
fen einher. Eine Thrombozytopenie zeigt
sich haufig im Blutbild und ist ebenfalls
mit einer schlechteren Prognose assozi-
iert [31].

Meningitis/Meningoenzephalitis

Neurologische Symptome wie ausge-
prigte Kopfschmerzen, Fotophobie und
Nackensteife treten infolge einer Hirn-
hautentziindung (Meningitis), zum Teil
unter Mitbeteiligung des Grof$hirns
(Meningoenzephalitis) in bis zu 25%
der Fille auf. Eine aseptische Menin-
gitis betrifft im Durchschnitt haufiger
jiingere Personen [2]. Allerdings ist es
eher selten, dass sich die Leptospirose
primir als neurologische Erkrankung
manifestiert [31].

Pulmonale Hamorrhagien mit
respiratorischer Insuffizienz

Pulmonale Manifestationen in Form von
Lungenblutungen mit respiratorischer
Insuffizienz bzw. einem akuten Lungen-
versagen koénnen ebenfalls auftreten und
sind dann mit einer hohen Mortalitit
behaftet [4]. Pulmonale Himorrhagien
koénnen sowohl bei ikterischen als auch
bei anikterischen Verliufen der Lepto-
spirose auftreten [2]. Das klinische Bild
reicht von Husten, Aushusten bluthalti-
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gen Sekrets und Atembeschwerden bis
zur schweren Atemnot.

Weitere Symptome und
Spéatmanifestationen

Im Blutbild zeigen sich neben einer
haufigen Thrombozytopenie eine Leu-
kozytose und Neutrophilie mit Links-
verschiebung, Erhchungen der Kreatin-
kinase und nur eine leichte Erhohung
der Serumtransaminasen. Je nach betrof-
fenem Organsystem konnen sich weitere
Blutbildveranderungen ergeben [31].
Viele weitere Symptome und Begleiter-
scheinungen einer Leptospirose sind
beschrieben, wie zum Beispiel kardiale
Beteiligungen mit Arhythmien, Zeichen
einer Pankreatitis sowie Aortenveren-
gung, reaktive Arthritis, Guillain-Barré-
Syndrom und andere, die insgesamt
aber eher selten auftreten [2]. Unter den
Spatmanifestationen und Folgeerkran-
kungen ist vor allem die Uveitis relevant,
die bis zur Erblindung fithren kann. Auch
andere Strukturen des Augenapparates
kénnen in der Folge einer Leptospi-
rose betroffen sein. Das Auftreten von
chronischer Miidigkeit, Schwichegefiihl,
Myalgien und Kopfschmerzen sowie
kardiale Verinderungen sind ebenfalls
beschrieben [4].

Therapie

Neben supportiver Therapie erfolgt die
Behandlung insbesondere in der Friih-
phase der Septikimie durch eine anti-
biotische intravenése Behandlung mit-
tels beispielsweise Penicillin G oder ei-
nes Cephalosporins der 3. Generation,
bei leichten Verlaufen auch mit der ora-
len Gabe von Doxycyclin. Da der Ver-
lauf durch die rechtzeitige Verabreichung
eines Antibiotikums wesentlich mitbe-
stimmt wird, sollte dies bereits bei kli-
nischem Verdacht auf eine Leptospirose
erfolgen [30].

Prophylaxe

Die Gabe von Doxycyclin als effekti-
ve Priexpositionsprophylaxe ist in der
Literatur beschrieben, wenn Hochrisi-
koexpositionen nicht vermeidbar sind
[4]. Auch die Gabe als Postexpositions-
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Tab.4 Risikofaktoren und Expositionen bei humanen Leptospireninfektionen in Deutschland

Risikofaktoren OR bzw. RR Anzahl Félle/ Studie
(95%KI) Gesamtzahl Falle
(%)
Berufliche Tatigkeit als Waldarbeiter ~ RR 9,2 - Brockmann
(2,6-21,4) etal. [22]
OR0,52 Jurke etal. [35]
(0,29-0,92)
Freizeitaktivitdtenim Wald mitmehr ~ OR 1,81 - Jurke etal. [35]
als 10h pro Woche (1,07-3,06)
Haufiger oder gelegentlicher direkter Kontakt zu Haus- und Nutztieren
Farbratten RR13,9 = Brockmann
(4,8-25.3) etal.[22]
Rinder RR3,7
(1,3-9,6)
Gefliigel RR3,6
(1,3-8,6)
Mause RR33
[0,9-9,8]
Meerschweinchen RR3,0
(11-74)
Nutztiere im Allgemeinen RR23
(11-49)
Berufsbedingte Tatigkeiten 31/102 (30) Jansen etal.
Davon: Landwirt mit Tieren = 5/31(16) (211
Landwirt ohne Tiere 7/31(23)
Kanalarbeiter 6/31(19)
Freizeitaktivitdten 31/102 (30)
Davon: Verreisen = 16/31(52)
Schwimmen 6/31(19)
Fischen 5/31(16)
Tatigkeiten im hduslichen Umfeld 40/102 (39)
Davon: Haustierbesitz = 11/40 (28)
Arbeiten an privatem Teich 9/40 (23)
Gartenarbeiten 6/40(15)
Unfalle (Tierbiss, ins Wasser fallen) 3/40(8)
Kl Konfidenzintervall, RR Relative Risk, OR Odds Ratio
prophylaxe (200 mg/Woche per os) nach Pravention

schweren Niederschligen und Uber-
schwemmungen in Leptospiroseende-
miegebieten konnte, abhingig vom Zeit-
punkt der Gabe, in einer Studie zu einer
Reduzierung auftretender Fille fithren
[33]. Ein Cochrane-Review von 2010
kommt zu dem Schluss, dass der Nutzen
einer Pri- bzw. Postexpositionsprophy-
laxe im Sinne einer Minderung des
Infektionsrisikos bzw. einer Milderung
des klinischen Verlaufs unklar ist. Es
liegt bisher keine hinreichende Evidenz
zur Beurteilung vor [34].

Gegebenenfalls konnen Mafinahmen
sinnvoll sein, die das Eindringen von
Nagetieren in Wohnraume oder Uber-
flutungen von siedlungsnahen Gebieten
verhindern [4]. Fiir berufliche Risi-
kogruppen ist insbesondere wasser-
dichte Schutzbekleidung, Schutzbrille,
Handschuhe und geeignetes Schuhwerk
zur Expositionsprophylaxe entscheidend
[20, 27]. Im Rahmen von risikobehafte-
ten Freizeitaktivititen (siche Abschnitt
Leptospiroseausbriiche in Deutschland)
kann die wasserdichte Abdeckung von
Wunden das Infektionsrisiko minimie-
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ren. Ein Impfstoff zur Anwendung beim
Menschen ist in Deutschland nicht zu-
gelassen [20].

Differenzialdiagnosen

Bei den Differenzialdiagnosen sollten bei
einer reiseassoziierten Leptospirose die
im Ursprungsland hiufig auftretenden
Erkrankungen mit einbezogen werden.
Zu den Differenzialdiagnosen gehoren
zahlreiche Erkrankungen, die ebenfalls
mit hohem Fieber einhergehen, wie bei-
spielsweise Malaria, Typhus abdominalis,
Denguefieber, Gelbfieber, Rickettsiosen,
aber auch Infektionen mit dem humanen
Immundefizienzvirus, Influenzaviren so-
wie mit Erregern verschiedener himor-
rhagischer Erkrankungen. Insbesondere
bei pulmonalen Himorrhagien muss an
eine Hantavirusinfektion gedacht wer-
den.

Epidemiologie der Leptospirose
beim Menschen

Eine Leptospireninfektion sowie die
Entwicklung schwerer Verlaufsformen
der Leptospirose sind multifaktoriel-
le Geschehen, in denen sowohl wirts-
und erregerspezifische Faktoren als auch
Umweltfaktoren eine Rolle spielen.

Wirtsspezifische Faktoren

Das Infektionsrisiko mit Leptospiren
hingt mafigeblich vom menschlichen
Verhalten ab [4]. So sind bestimmte Be-
rufsgruppen, deren Titigkeit mit einer
gehiuften Exposition gegeniiber Tieren
und deren Ausscheidungen, Fleisch und
Organen, Erdreich und Oberflichenwas-
ser verbunden ist, besonders gefihrdet.
In Deutschland ist die Leptospirose eine
anerkannte Berufskrankheit. In B Tab. 4
sind Faktoren aufgefiihrt, die mit ei-
ner erhohten Wahrscheinlichkeit einer
Leptospireninfektion beim Menschen
in Deutschland assoziiert sind. Diese
wurden in serologischen Querschnitts-
studien und bei einer Auswertung der
zwischen 1997-2000 in Deutschland ge-
meldeten Fille identifiziert [21, 22, 35].
So wurde der Beruf Waldarbeitskraft in
einer siiddeutschen Querschnittsstudie
(n=1007) als bedeutender Expositi-
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>0-0.9 (75)
§ >09-1.8(108)
i >18-27(81)
i >2.7 (90)

Abb. 2 A Humane Leptospiroseinzidenz pro 100.000 Einwohner fiir die Landkreise und kreisfreien
Stadte Deutschlands in den Jahren 2001-2018 [19] sowie molekularer Nachweis von Leptospiren bei
Nagetieren und anderen Kleinsaugern. (Werte in den Klammern: Zahl der Landkreise bzw. kreisfreien
Stadte in der entsprechenden Inzidenzklasse. Kreise: Nagetierpopulationen aus der Studie von Mayer-
Scholl et al. [49], Dreiecke: Rattenpopulationen aus der Studie von Heuser et al. [50], Rechtecke: Nage-
tierpopulationen aus der Studie von Fischer et al. [18], rote Symbole: Leptospira-positive Populationen,

griine Symbole: Leptospira-negative Populationen)

onsfaktor identifiziert [22]. In einer
Studie unter 722 Mitarbeitenden von
Forstbetrieben konnte ein Zusammen-
hang zwischen Seropositivitit und der
Beschiftigung als Waldarbeitskraft al-
lerdings nicht bestitigt werden, da die
Biirobeschiftigten der Forstbetriebe hier
eine hohere Seroprivalenz aufwiesen
[35].

Erregerspezifische Faktoren

Trotz jahrelanger Forschung auf dem
Gebiet der Erreger-Wirt-Interaktio-
nen sind diese bei Leptospiren noch
unzureichend beschrieben. Erste Vi-
rulenzfaktoren wurden im Stadium des
Eindringens des Erregers in den Wirtsor-
ganismus (Motilitit und Uberwindung

von Zellbarrieren), der Persistenz im
Wirtsorganismus ~ (Néhrstoffaufnahme
und Uberleben in Immunzellen) und
der Zerstorung des Wirtsgewebes iden-
tifiziert. Fiir detailliertere Informationen
wird auf eine aktuelle Ubersichtsarbeit
verwiesen [36].

Umweltfaktoren

Die Uberlebenszeit der Leptospiren
auflerhalb des Wirtes hat einen maf3geb-
lichen Einfluss auf das Expositionsrisiko
fir Mensch und Tier. Sobald die Er-
reger iiber den Wirt in die Umwelt
gelangen, beeinflussen biotische sowie
abiotische Faktoren wie Temperatur, pH-
Wert, Feuchtigkeit, UV-Strahlung, Salz-
und Mineralstoffkonzentrationen sowie
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die Anwesenheit anderer Mikroorga-
nismen das Uberleben der Leptospiren
[37]. In Wasserproben aus unterschied-
lichen Quellen zeigten die Leptospiren
eine Uberlebenszeit von 10 Monaten bei
einer Temperatur von 4°C bzw. 20 Mo-
naten bei 30 °C [38, 39]. Leptospiren sind
auch in der Lage, in feuchten Boden zu
iiberleben. Die Uberlebenszeit ist dabei
positiv mit der Feuchtigkeit des Bodens
korreliert. Studien berichten von Uber-
lebenszeiten zwischen 15 und 43 Tagen
[40]. Neuere Untersuchungen zeigten,
dass Leptospiren einen Nihrstoffman-
gel innerhalb eines Biofilms iiberdauern
konnen und dieser einen schiitzenden
Einfluss auf die Zellen hat [41].

Prognosemodelle zur
Vorhersage von humanen
Leptospirosefallen

Die Vorhersage von Leptospiroseausbrii-
chen ist eine der vier Siulen des One-
Health-Ansatzes [42]. Daneben liegen
Schwerpunkte auf Vorbeugung, Diagno-
se und Intervention, um die Auswir-
kungen von Leptospiroseausbriichen auf
die Human- und Tiergesundheit sowie
negative soziookonomische Konsequen-
zen zu mindern. Prognosen erfordern
detaillierte Kenntnisse der Schliisselfak-
toren, die mit Leptospiroseausbriichen
in Verbindung stehen. Wichtige Para-
meter bei der Entwicklung von Pro-
gnosesystemen sind z.B. Klima bzw.
Wetter [43], Verbreitung und Abundanz
von Reservoirwirten, leptospirenspezifi-
sche Eigenschaften, Habitatfaktoren wie
das Vorhandensein von Gewissern und
Uberflutungen [44] sowie berufliche Ex-
position. Bisher sind Prognoseansitze
vor allem aus (tropischen) Entwicklungs-
lindern bekannt, wo Humanfille etwa
200-mal haufiger sind als in Europa [4].

Durch die relativ geringe Anzahl
von Humaninfektionen, die Vielfalt
der Leptospirenserovare und durch die
Komplexitit der zahlreichen Einfluss-
faktoren ist die Ableitung von Vorher-
sagemodellen fiir Humaninfektionen
in gemifigten Klimazonen problema-
tisch. Allerdings bietet die rdumliche
Struktur der Verteilung der Humanfille
die Moglichkeit, Gebiete mit unter-
schiedlichen Infektionsrisiken anhand
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der Humaninzidenzen der letzten Jahr-
zehnte zu identifizieren. So lassen sich
die raumlichen Cluster von Risikogebie-
ten in den Niederlanden auf bestimmte
Landnutzungsformen und Bodentypen
zuriickfithren, die mit bestimmten Be-
dingungen zur Erregerpersistenz in der
Umwelt und dem Vorkommen von Re-
servoirtieren korrelieren konnten [45].
Speziell im Norden und Siiden
Deutschlands finden sich viele Landkrei-
se, in denen die langfristigen Humanin-
zidenzen 2001-2017 bei >2,7 gemeldeten
Infektionen pro 100.000 Personen liegen
(B Abb. 2). Dort kénnten in ausgewihl-
ten Kreisen die statischen Faktoren (z.B.
Landnutzung,  Habitatbeschaffenheit)
und die dynamischen Faktoren (z.B.
Wetter, Kleinsiaugervorkommen) iden-
tifiziert werden, die Humaninzidenzen
maflgeblich beeinflussen und als Vor-
hersageparameter in Prognosesysteme
einfliefen. Dafiir ist es unabdingbar, dass
entsprechende Grundlagendaten in der
notwendigen Auflésung vorliegen. Das
ist bei Wetterdaten und Landnutzung der
Fall. Demgegeniiber fehlen aber fiir viele
Regionen Informationen zur Kleinsiu-
gerabundanz, da kein deutschlandweites
Monitoringsystem existiert. Lediglich
fir einige Nagetierarten erfolgen lang-
fristig und kontinuierlich harmonisierte
Erhebungen in einzelnen Bundeslindern
fir den Landwirtschafts- und Forstbe-
reich [46]. Solche Daten sind ideal fiir
die Entwicklung von Prognosesystemen,
bei denen die Abundanz von Wirtstie-
ren eine Rolle spielt [47], und diirften
auch fiir die Vorhersage von humanen
Leptospireninfektionen hilfreich sein.

Fazit

Die Leptospirose ist eine Erkrankung, bei
der das Infektionsrisiko und die klinische
Ausprigung mafigeblich von wirts- und
erregerspezifischen Faktoren sowie Um-
weltfaktoren abhingen. Das Infektions-
und Erkrankungsrisiko ist beim Men-
schen mit dessen Beruf- und Freizeitver-
halten, den Erregereigenschaften, klima-
tischen Faktoren sowie der Verbreitung
und Abundanz relevanter Reservoirtie-
re, v.a. Nagetiere, assoziiert. Die wenigen
Studien zum Vorkommen von Leptospi-
ren bei heimischen, wild lebenden Na-
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getieren zeigen eine teilweise sehr hohe
Privalenz mit einer Vielzahl unterschied-
licher pathogener Leptospirenspezies.

Trotzdem ist die Leptospirose auf-
grund eines begrenzten Expositions-
risikos des Menschen gegeniiber Na-
getieren und gemifigter klimatischer
Bedingungen in Deutschland eine selten
gemeldete Erkrankung. Nationale und
internationale Studien weisen auf eine
hohe Dunkelziffer nichtdiagnostizierter
Leptospirosefille hin. Dies liegt einer-
seits an den derzeitigen Moglichkeiten
der Labordiagnostik, welche aufgrund
der Vielzahl vorhandener Leptospiren-
serovare und Kreuzreaktionen eine un-
zureichende Sensitivitit bzw. Spezifitit
aufweisen und hiufig Speziallaboratori-
en vorbehalten sind [48].

Andererseits muss rztliches Fachper-
sonal die Leptospirose als Differenzial-
diagnose tiberhaupt erst beriicksichtigen,
um eine entsprechende Diagnostik zu
veranlassen. Milde Verldufe und unspezi-
fische Symptome mit einer Vielzahl mog-
licher Differenzialdiagnosen koénnen die
Diagnose erschweren. Umso wichtiger ist
es,in der medizinischen Versorgung Risi-
kofaktoren fiir eine Leptospireninfektion
zu kennen und die Diagnose in Betracht
zu ziehen. Der Offentliche Gesundheits-
dienst kann insbesondere in Regionen
mit hoherer Leptospiroseinzidenz auf die
Risiken hinweisen. Berufsgruppen, die
besonders gefihrdet sind, sowie Men-
schen mit einem Freizeitverhalten, das
mit héherem Risiko verbunden ist, soll-
ten dabei gezielt iiber Priventionsmog-
lichkeiten aufgeklirt und zielgruppenge-
recht angesprochen werden.

In der Vergangenheit waren Lepto-
spirose Ausbriiche in Deutschland und
Europa mit warmen Temperaturen und
dem Auftreten von starken Regenfillen
assoziiert. Im Zuge des Klimawandels
koénnen steigende Luft- und Wassertem-
peraturen sowie ein vermehrtes Auftre-
ten von starken Regenfillen und Uber-
schwemmungen das Uberleben und die
Verbreitung der Leptospiren in der Um-
welt férdern. Gleichzeitig kann die zeit-
liche Ausdehnung sommerlicher Tem-
peraturen zu verstirktem Badetourismus
und wassersportlichen Aktivititen fith-
ren und somit zu einer erhohten Ex-
position. Diese Faktoren sollten in Zu-

chutz 12 - 2019

26

kunft durch den Offentlichen Gesund-
heitsdienst in Deutschland in Betracht
gezogen werden.
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Abstract

Leptospirosis is a re-emerging zoonotic disease of high medical importance that affects
humans worldwide. Humans or animals acquire an infection with pathogenic leptospires
either by direct contact with infected animals or by indirect contact to contaminated environ-
ment. Survival of Leptospira spp. in the environment after having been shed via animal urine
is thus a key factor to estimate the risk of infection, but not much is known about the tenacity
of pathogenic leptospires. Here, the survival time of both a laboratory strain and a field strain
of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in animal urine and their tenacity while drying was
investigated and compared at different temperatures (15°C-37°C). Leptospira spp. are also
often found in rivers and ponds. As the infection risk for humans and animals also depends
on the spreading and survival of Leptospira spp. in these environments, the survival of L.
kirschneri serovar Grippotyphosa was investigated using a 50-meter-long hose system sim-
ulating a water stream. Both strains did not survive in undiluted cattle or dog urine. Compar-
ing different temperatures and dilution media, the laboratory strain survived the longest in
diluted cattle urine with a slightly alkaline pH value (3 days), whilst the field strain survived in
diluted dog urine with a slightly acid pH value up to a maximum of 24 h. Both strains did not
survive drying on a solid surface. In a water stream, leptospires were able to move faster or
slower than the average velocity of the water due to their intrinsic mobility but were not able
to survive the mechanical damage caused by running water in the hose system. From our
results we conclude, that once excreted via animal urine, the leptospires immediately need
moisture or a water body to survive and stay infectious.

Introduction

Pathogenic spirochetes of the genus Leptospira are the cause of a febrile zoonosis called lepto-
spirosis which affects approximately more than 1 million people annually [1]. Although the
risk of becoming infected is highest in tropical and subtropical regions, there are also around
24,000 human cases per year in Europe, with 5% having a fatal outcome [1]. The infection may
manifest in humans with a high variability of symptoms, ranging from subclinical infections
over mild often flu-like symptoms to severe illnesses with signs of multi-organ dysfunction.

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0236007  July 15, 2020 1/12

29



PLOS ONE

Publikationen

Survival time of Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa

Open Access Publishing by covering the
publication fees. The funders had no role in study
design, data collection, and analysis, decision to
publish, or preparation of the manuscript.

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

Due to unspecific clinical signs, a very large number of undetected leptospiral infections is
assumed [2]. Symptoms of animals with leptospirosis are also very variable and depend not
only on the species but also on the constitution, age and leptospiral serovar. Infections of adult
livestock like cattle or swine with leptospirosis have a major economic significance by causing
various forms of reproductive failure [3].

Leptospira spp. are small (6-20 um long with an average diameter of 0.1 um), highly motile,
spiral-shaped bacteria with hooked ends [4, 5]. There are two taxonomic classification systems
of Leptospira spp., one based on serological features dividing the pathogenic Leptospira spp.
into 24 serogroups with at least 300 serovars and the other based on differences in the genome
distinguishing currently 65 Leptospira species. [6-8]. Although the two classification systems
are not congruent, for example, serovars of the same serogroup can be assigned to different
genome species, both are used today [8-10]. Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa is
one of the most important infectious agents associated with human leptospirosis outbreaks in
Germany [11, 12]. Additionally, Leptospira spp. of the serogroup Grippotyphosa are one of the
main causes of canine leptospirosis in Europe and can also be found in many other mammals
like cattle, swine, sheep, horses and rodents [2, 13-15]. As these animals are often living in
close proximity to humans their infections do not only play an economic role but are also
important for the assessment of the human infection risk. Rodents and other small mammals
are well known reservoir hosts for Leptospira and play a major role in the dissemination of
many leptospiral species [16, 17].

Humans usually get infected with Leptospira spp. through direct contact with an infected
animal or through indirect contact with the urine of these animals via contaminated soil or
water. Mucous membranes, abrasions or cuts in the skin are usual portals of entry [2].

Thus, the survival of Leptospira spp. in the environment is a crucial factor influencing the
risk of infection for humans and animals. The survival time of Leptospira spp. in the environ-
ment depends on various factors, for example, the pH value of the urine, the temperature of
the environment, UV radiation, the leptospiral strain, the type of surface the leptospires are
excreted on (water, soil, etc.), and its chemical and bacterial composition [18-23].

There are many reports of Leptospira spp. found in rivers or creeks and outbreaks of
human leptospirosis acquired by contact to water sources [24-26]. Therefore, also the distribu-
tion and the survival of the pathogen in water streams are of importance to estimate the risk of
human infections.

Thus far, examinations of the survival time of Leptospira spp. in the environment have been
scarce despite its importance to human leptospiral infections. Existing studies mostly consider
the survival time of Leptospira spp. in different types of soil or water (under various condi-
tions) [18, 19, 22, 24]. There are only very few studies examining the survival time of Leptospira
spp. in animal urine ex vivo or its distribution in the environment [18, 27]. To our knowledge,
no research so far has compared the survival of these bacteria in different kinds of animal
urine and the possible differences in survival time between a laboratory and a field strain.

The achieved aims of the study were to examine the survival time of Leptospira kirschneri (a
laboratory and a field strain) outside the host under different conditions imitating possible envi-
ronmental scenarios: (1) its survival in dog and cattle urine, (2) the effect of dilution after the
excretion, (3) its distribution and survival in a water stream, and (4) its tenacity while drying.

Material and methods

Leptospiral isolates

The leptospiral isolates used in this study were obtained from the German national consultant
laboratory for leptospirosis at the Federal Institute for Risk Assessment in Berlin, The choice
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of L. kirschneri serovar Grippotyphosa was based on its frequent appearance and its detection in
two recent (2007 and 2014) human outbreaks of leptospirosis in Germany [11, 12]. Leptospiral
strains were maintained at room temperature in liquid Ellinghausen and McCullough medium
(EMJH) as modified by Johnson and Harris (BD-Difco EMJH Medium Base and Enrichment,
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) [28]. Subcultures were incubated in liquid
EMJH medium at 29°C for 3—4 days and then stored at 23°C in the dark until use. The number
of viable organisms per ml of culture was analyzed using a Thoma cell counting chamber (0.1
mm depth). All experiments were conducted with a one-week-old laboratory strain of L. kirsch-
neri serovar Grippotyphosa (Strain Moska, passages 93-97) and a field strain of L. kirschneri ser-
ovar Grippotyphosa (LA1-RoBo-Pub, passages 5-8) isolated in 2017. Mechanical damage and
UV-light exposure of the leptospires during the handling was avoided as much as possible.

Collection and processing of urine samples

Because both cattle and dogs can be infected with L. kirschneri serovar Grippotyphosa, their
urine was selected for the experiments, Furthermore, these animals were chosen as there are
interesting differences between their urine, e.g. in pH values and biochemical composition,
exemplifying the urine of herbivore and carnivore species. Urine samples were collected as
middle stream samples from healthy untreated animals, which showed no signs of leptospiro-
sis. The cattle urine was obtained from cows of the Clinic for Ruminants and Swine of the Uni-
versity of Leipzig. The dog urine was obtained from one privately kept pet dog (9 years old,
male Magyar Vizsla). After collection, the urine was sterile filtrated and kept frozen in aliquots
at -20"C until usage. The animals urinated spontaneously and the urine was only used as
matrix and not investigated further. Therefore, no ethical approval was necessary. Neither cat-
tle nor the dog were manipulated in any way during urine collection. As the dog’s owner is
part of the Institute of Animal Hygiene and Veterinary Public Health in Leipzig and volun-
teered to provide the dog’s urine for the experiments no further consent was necessary.

DNA-extraction and real-time PCR

DNA was extracted from samples using the commercial QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany). A real-time PCR targeting the Lipl32 gene was conducted according to Stod-
dard et al. [29] with slight modifications (as described by Woll et al. [30] without the use of the
internal control).

Survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in animal urine

The experiments were conducted with undiluted and diluted urine. Dilution (1:10) was done
either in phosphate-buffered saline (PBS) or in purified water. Then, 225 ul of urine (diluted
or undiluted) was placed in 96-well-plates and 25 pl of a leptospiral culture was added (field
strain with a concentration of 4.7-5.5 x 107 bacteria/ml; laboratory strain with a concentration
of 3.1-3.53 x 10° bacteria/ml). After sample incubation at 15°C, 23°C, 29°C, and 37"C for dif-
ferent periods (1 min, 5 min, 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 24 h, and then daily until day 7), a
200 ul aliquot was taken from each well and added to 4 ml of fresh EMJH medium. The cul-
tures were then incubated at 29°C for at least 28 days and checked weekly for motile Leptospira
under the dark field microscope. All experiments were conducted in triplicate.

As a positive growth control during each experiment, the same number of leptospires was
put into 225 pl PBS and incubated for 1 min and 24 h at four different temperatures (15°C,
23°C, 29°C, and 37°C). These controls were handled and tested for leptospiral growth exactly
as described for the urine samples. Controls were done for both strains at all tested
temperatures,
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Furthermore, to prove that failed cultivation attempts did not arise from negative influences
of PBS or handling, cultures of L. kirschneri serovar Grippotyphosa (10" leptospires/ml) in
EMJH medium were stored at 15°C, 23°C, 29°C, and 37°C for one week. After 7 days, 200 pl
of culture was taken from each tube and put into 4 ml EMJH medium. The tubes were incu-
bated at 29°C and checked for leptospiral growth.

Distribution and survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in a water
stream

In order to investigate the distribution and the survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa
in rivers or creeks, a water stream system containing a water reservoir filled with tap water and
a 50-meter-long hose with a point for adding leptospiral cultures was built (Fig 1). The hose
system had two outlet valves: one after 25 m (Fig 1, point b) and the second after 50 m (Fig 1,
point ¢) for the withdrawal of samples. A constant flow velocity of 0.01 m/sec on average was
generated by regulating the water efflux at the endpoint of the system and an elevation differ-
ence of 140 cm between the beginning and the end of the tube.

As the speed of leptospires due to their intrinsic mobility in the water stream was not pre-
dictable, samples were taken after different time intervals at the two mentioned outlet valves
(Fig 1: time points: X1, X2, X3, and respectively X4, X5, X6). The time points X1 (37 min 30
sec) and X4 (79 min 12 sec) were chosen due to the assumption that leptospires moved faster
than the regular water stream, X2 (41 min 36 sec) and X5 (83 min 18 sec) that they were as fast
as the water stream, and points X3 (45 min 48 sec) and X6 (87 min 30 sec) presuming lepto-
spires moved slower than the regular water stream because of their intrinsic mobility in the
opposite direction. For each partial experiment, 1 ml leptospiral culture in EMJH medium
(containing 2.1 x 10*-3.6 x 10 leptospires) was added into the hose system (Fig 1, point a)
filled with tap water. At all time points (X1 -X6), 2 ml of water was carefully withdrawn at the
sampling point b or c. After filtration through filters (pore size 0.22 pm, Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland), to eliminate contamination, 200 pl of sample was taken for an examination by
real-time PCR and 400 ul of each sample was added to 4 ml of modified EMJH medium. The
tubes were incubated at 29°C for at least 28 days and checked weekly for motile leptospires

Lagand
m— —— a « adding point of
e =1 + ml leptospiral culture

b - sampling pont far
tins peints: X1, X2, X3

¢ - ganpling point for
time points: X3, X4, Ko

wa urk

Fig 1. Schematic overview of the 50-meter-long hose system. Between point a and ¢ there is an altitude difference of
140 cm. Time points for taking water samples: X1: 37 min 30 sec; X2: 41 min 36 sec; X3: 45 min 48 sec; X4: 79 min 12
sec; X5: 83 min 18 sec; X6: 87 min 30 sec.

hitps//dol.org/10.1371/iourmal pone 0236007 001
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In

under the dark field microscope. Each experiment was conducted for the field and laboratory
strain.

As a control, 500 pl of the same leptospiral cultures used for the water stream experiment
was added into 20 ml stagnant tap water and left at room temperature for at least two hours.
Afterwards, samples were taken, filtrated and handled identically as the samples taken from
the hose system and cultivation attempts were done in triplicate. This step was conducted to
prove that any failed attempts of cultivation did not arise from the damage of the leptospires
due to the contents of the tap water or during filtration but only due to mechanical damage
during passage in the hose system.

Stability of L. kirschneri serovar Grippotyphosa while drying

To determine the stability of the different strains of L. kirschneri serovar Grippotyphosa
against drying, 50 pl of leptospiral culture (containing 7.2 x 107-7.9 x 107 bacteria/ml) was
placed on sterilized steel discs (20 mm in diameter) and left to dry up at 15°C, 23°C, 29°C, and
37"C. Every 30 min the discs were checked for their drying condition. The time point
“completely dry” was defined as the time when there was no liquid visible on the steel discs
and the time point “almost dry” was defined as the last time point tested before complete dry-
ing, i.e. 30 min less. The discs were rinsed off with 1 ml of modified EMJH medium and added
into tubes with 3 ml of EMJH medium and incubated at 29"C. For at least 28 days the tubes
were checked weekly under a dark field microscope for the appearance of motile Leptospira.
All experiments were conducted in triplicate.

Fig 2 shows a flowchart of the study design for all experiments conducted with L. kirschneri
serovar Grippotyphosa.

Statistical analysis

The two-tailed Mann-Whitney-U test was used to determine differences in the survival time
comparing incubation temperatures, media in which L. kirschneri serovar Grippotyphosa was

L. kirschneri
serovar

Grippotyphosa®

Survival Distribution

[ ] I
A\rjnnal PBS FMIH
urine** mediu

! -

15°G/23°C/ | 15°C/23°C/
29°C /37°C | 29°C [37°C
lested time - i 3
‘ 1im » 1 min and 7 days
periods 7 days 24h

Tested
lemperdlures

Fig 2. Schematic flowchart of the study design. * laboratory strain or field strain, ** cattle or dog urine, undiluted or diluted 1:10 in either PBS or purified water,

Experiments shown in dark blue; controls shown in light blue.

hitps//doi.org/10.1371/journal. pone 0236007 6002
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diluted in, and different leptospiral strains with a standard error (« = 0.05) (IBM SPSS Statis-
tics 25, Armonk, New York, United States).

Results
Survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in animal urine

In diluted urine, both strains of L. kirschneri serovar Grippotyphosa were able to survive for a
period between 1 hour and three days (see Table | for all survival times). The laboratory strain

Table 1. Survival time of Leptospira kirschneri Grippotyphosa (field strain and laboratory strain) in different media at different temperatures (15°C, 23°C,
29°C,37°C).
Sample type pHvalueof  Temp Maximal duration after which cultivation of leptospires was ful [h]
sample ral Laboratory strain—L. kirschneri serovar Field strain—L. kirschneri serovar
Grippotyphosa (Strain Moska) Grippotyphosa (LA1-RoBo-Pub)
Cattle urine undiluted 84 15 0 0
23 0
29 0 0
37 0 0
Dog urine undiluted 58 | 15 0 0
23 0 0
29 0 0
| | 37 0 0
Cattle urine diluted in PBS 7.7 15 4 4
(1:10) 23 4 4
29 B 2-4
| 37 1 2
Cattle urine diluted in 7.3 15 48-72° 4
purified water (1:10) 23 21 4
29 4 4
37 2 4
Dog urine diluted in PBS 6.7 | 15 4 4-24°
(1:10) 23 2 4
29 2 4
| | 37 2 4
Dog urine diluted in purified 55 15 4 4-24"
water (1:10) 23 4 4
29 B 4
37 2 4
PBS 7.3 15 >4 > 24"
23 =24 | =24
29 >4 > 240
37 >4 > 24"
EMJH medium 7.4 ‘ 15 > 168" | > 168"
a 2 168" > 168"
29 > 168" > 168"
37 = 168" | = 168"
*Cultivation attempts were done in triplicate—in 1 of three tubes a cultivation attempt was successful at the last time point
** last time point tested
https:/idoi.org/10.1371/journal pone, 0236007 1001
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survived significantly longer in diluted cattle urine compared to the field strain (p = 0.027),
while the field strain survived significantly longer than the laboratory strain in diluted dog
urine (p = 0.028). Both strains had the shortest survival time in cattle urine diluted in PBS at
37°C. The survival time of the laboratory strain in cattle urine diluted with PBS was signifi-
cantly longer than in urine diluted with distilled water (p = 0.039). In contrast, the field strain
survived significantly longer in cattle or dog urine which was diluted in distilled water
(p =0.013, p = 0.013, respectively). The temperature was a crucial influencing factor as the
field, as well as the laboratory strain, survived significantly longer at 15°C temperature when
compared to 37°C (p <0.001, p = 0.041, respectively). Neither the laboratory nor the field
strain of L. kirschneri serovar Grippotyphosa survived in undiluted dog or cattle urine at any
examined temperature.

All positive controls at all temperatures showed leptospiral growth and all cultivation
attempts of leptospires in culture stored at different temperatures were successful (Table 1),

Distribution and survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in a water
stream

Leptospires were detected with the real-time PCR at all time points (Fig 1, X1-X6). However,

cultivation attempts failed for all samples (laboratory and field strain). In contrast, in the con-
trol experiment conducted with stagnant tap water, the cultivation of leptospires was possible
for all samples.

Stability of L. kirschneri serovar Grippotyphosa while drying

At all tested temperatures it was possible to cultivate leptospires at the time point when the cul-
ture was almost dried on the steel discs. That was after 90 min at 15°C, 60 min at 23°C, and 30
min both at 29°C and 37°C. After complete drying, which was exactly 30 min after the time
points just mentioned, it was impossible to cultivate leptospires at any temperature. The results
of the experiments with the field strain of L. kirschneri serovar Grippotyphosa and the labora-
tory strain did not differ.

Discussion
Survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in animal urine

In this study, we tested and compared the survival time of a laboratory and a field strain of L.
kirschneri serovar Grippotyphosa under different environmental conditions. It has been
described that freshly isolated pathogenic Leptospira species are usually shorter and more
tightly coiled than strains that have undergone more than 20 passages in a laboratory [31, 32].
This morphological change is often connected to decreased motility and “poor cell health”
[32]. Our results demonstrated that both tested strains of L. kirschneri serovar Grippotyphosa
were not able to survive in undiluted cattle or dog urine even for the shortest period tested, i.e.
1 min. The few earlier studies examining the survival of Leptospira spp. in animal urine used
different study conditions, making a direct comparison of our results difficult. In a study con-
ducted by Khairani-Bejo et al. [18] L. inferrogans serovar Hardjo survived 0-6 h at similar tem-
peratures in undiluted cattle urine. The reason for these non congruent findings could be the
tested leptospiral species, their adaptation to different animals or the capability to resist possi-
ble harmful effects of the urine. In contrast to serogroup Grippotyphosa, the main reservoir of
serogroup Hardjo is cattle [33]. Also, a different biochemical composition of the urine used
may have influenced survival time [34]. It has been described that feeding habits, physical
activities, body size, and even the climate of the resident location alter the chemical

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0236007  July 15, 2020 7112

35



PLOS ONE

Publikationen

Survival time of Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa

composition of cattle urine [34]. Another reason for the different survival time could be the
distinct methods used to determine the endpoint of survival in the study of Khairani-Bejo
etal. [18] and ours. In our research, the survival time was defined as the longest period after
which the cultivation in the modified EMJH medium was possible. Khairani-Bejo et al. [18]
tested hamsters for leptospirosis after inoculation and equated the survival time with the latest
time point when leptospires were still infectious. Whilst there are so many variables, it is hard
to reliably compare the results of in vivo and in vitro tests. As a congruency of in vitro test
results and results of experimental infections regarding the viability of the bacteria has not yet
been proven, further tenacity studies should focus on the comparability of these test methods.

In any case this suggests that contaminated urine needs fast dilution in order to guarantee
leptospiral survival. Among animals shedding Leptospira spp. adapted to this particular host
species, this may differ. Here, a direct infection route through for example sniffing, licking and
maybe grooming may make a long survival in urine unnecessary.

In diluted cattle urine, the laboratory strain of L. kirschneri serovar Grippotyphosa was able
to survive for 72 h (maximum tested period of 7 days) at 15°C. This observation of maximal
survival time at the lowest tested temperature is in accordance with the findings of Khairani-
Bejo etal. [18]. In their study, L. interrogans serovar Hardjo survived the longest in diluted cat-
tle urine at 4°C (48-984 h) and had the shortest survival time at the highest temperature tested
(48 hat32°C) [18].

In the current study, the laboratory strain survived longer in diluted cattle urine with an
almost neutral or slightly alkaline pH of 7.3-7.7 which is in line with the description of an opti-
mal pH range for leptospiral growth of 7.2-7.6 [32]. In contrast, the field strain of L. grippoty-
phosa survived the longest in diluted dog urine with a more acidic pH value of 5.5-6.7.
Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa is often the causative agent of canine leptospirosis
hence these differences could occur from an adaption of the field strain to the acidic urine of
dogs (pH < 7), whereas the laboratory strain may have lost this ability by being maintained for
many life cycles in special medium with a pH value of 7.4 [13, 32].

The longer survival of both strains in a colder environment could be explained by harmful
reactions of enzymes present in the urine and their increased activity at higher temperatures
[35]. Another possible explanation may be the precipitation of salts, like struvite in the urine at
lower temperatures [36]. Despite some exceptions, Leptospira spp. have been described to be
susceptible to higher concentrations of salts in the environment [18, 37, 38]. A study by Alba-
san et al. [36] showed a greater crystal size of salts in animal urine stored at lower tempera-
tures. This increased size could result in a faster descent of these salt particles and therefore a
lower likelihood of contact between salt crystals and leptospires, which are normally found on
the upper surface of fluids. The long maintenance of the laboratory strain in an optimized
medium without harmful substances for the leptospires could lead to a possible loss of their
capability to resist them. It may also explain the different influences of temperature between
the field and the laboratory strain [32]. This loss of resistance and the previously described sus-
ceptibility to salt is also a probable explanation for the differences in survival time of the labo-
ratory strain depending on the dilution of the urine in either PBS or purified water. In all
experiments conducted with animal urine, a decreased viability could be the result of the resid-
ual urine in the EMJH medium during the incubation period.

Distribution and survival of L. kirschneri serovar Grippotyphosa in a water
stream

In consequence of the necessity to dilute the urine, we investigated how efficient leptospires
might be transported in a water current. Leptospires were detected by PCR at all time points
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tested in the 50-meter-long hose system. Although the detection of the Lipl 32 gene by real-
time PCR does not necessarily mean that there were still live Leptospira cells in the tested sam-
ples, these results suggest that the leptospires were not only dragged with the water stream at
the same speed but also traveled faster and slower than the average velocity (0.1 m/s) of the
water. These findings are explainable by the intrinsic mobility of Leptospira spp. either in the
same or against the direction of the water stream. Our data are in line with the experimental
findings of Okazaki and Ringen where migration of leptospires up a slow-moving stream was
suggested [19]. The speed of leptospires has been described to be dependent on the viscosity of
the surrounding medium and is approximately 20 pm in 2-3 sec in regular medium [39].
These findings could be fundamental in risk assessment for leptospiral outbreaks.

As the cultivation of leptospires from the hose system was not possible in contrast to lepto-
spires kept in stagnant water (for the same time), mechanical damage of the leptospires in the
hose system is the most likely explanation. Although the use of the 0.22 um filter could have
also reduced or eliminated leptospiral cells in the samples and therefore be responsible for the
failed cultivation attempts, mechanical damage seems to be a more likely explanation, as also
the leptospires kept in stagnant water were filtrated the same way and cultivation was possible
afterwards. Hence, we postulate that the survivability of leptospires could increase when
excreted into stagnant water in the environment, but excretion of Leptospira spp. into a stream
with high velocity in nature could be harmful to Leptospira spp., because of a greater chance of
mechanical impairment.

Stability of L. kirschneri serovar Grippotyphosa while drying

Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa was not able to survive complete drying on a sur-
face in our experiments. Other studies described a correlation between the humidity of the sur-
roundings and the viability of leptospires [18, 19, 40]. For example, Karaseva et al. showed
increasing survival times of leptospires connected with rising moisture in the soil, which sug-
gests that leptospiral survival in the environment depends on a sufficient level of humidity
[40].

Conclusions

In this study L. kirschneri serovar Grippotyphosa survived up to three days in diluted animal
urine and did not survive in undiluted cattle or dog urine. Therefore, the most crucial point
regarding the survivability of leptospires seems to be a fast dilution in the environment after
having been excreted via urine or a direct intake of infected urine by naive animals. Compar-
ing different temperatures both strains survived longer in diluted animal urine at lower tem-
peratures. Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa did not survive drying on a solid
surface. Hence, lower temperatures, as well as humid environments, appear to prolong the
tenacity of leptospires against detrimental influences, while drought does not allow survival of
the leptospires. In a water stream, leptospires were able to move faster or slower than the aver-
age velocity of the water due to their intrinsic mobility but were not able to survive the
mechanical damage caused by running water in the hose system. Thus, a dilution in stagnant
water or a slow stream without mechanical damage could favor the survival of viable bacteria
and due to their proper motion, leptospires are likely to spread from the place of their excre-
tion. However, the speed, distance of their spread and survival have to be investigated further.
Our findings show differences in the survivability between strains from the laboratory and the
field. This suggests that future studies should focus not only on the cultures maintained in the
laboratories but also on freshly isolated Leptospira spp.

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0236007  July 15, 2020 9/12

37



PLOS ONE

Publikationen

Survival time of Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa

Acknowledgments

The authors like to thank Duygu Emirhar and Enno Luge from the Federal Institute for Risk
Assessment in Berlin for the provision of Leptospira spp. and the sharing of their expertise.
The authors thank the Clinic for Ruminants and Swine of the University of Leipzig and Prof.
Dr. Uwe Truyen for the provision of the animal urine. Furthermore, the authors like to espe-
cially thank Dr. Stephanie Speck and the medical-laboratory assistants from the Institute of
Animal Hygiene and Veterinary Public Health in Leipzig for their help whenever needed.

Author Contributions

Conceptualization: L. H. Nau, A. Mayer-Scholl, M. Pfeffer.
Data curation: L. H. Nau.

Formal analysis: A. Obiegala.

Funding acquisition: A. Mayer-Scholl, M. Pfeffer.
Methodology: L. H. Nau, M. Pfeffer.

Project administration: M. Pfeffer.

Supervision: M. Pfeffer.

Validation: L. H. Nau, M. Pfeffer.

Visualization: L. H. Nau.

Writing - original draft: L. H. Nau.

Writing - review & editing: A. Obiegala, N. Krol, A. Mayer-Scholl, M. Pfeffer.

References

1. CostaF, Hagan JE, Calcagno J, Kane M, Torgerson P, Martinez-Silveira MS et al. Global Morbidity and
Mortality of Leptospirosis: A Systematic Review. PLoS Negl Trop Dis 2015; 9(9):e0003898. hitps://doi
org/10,1371/journal.pntd, 0003898 PMID; 26379143

2. Haake DA, Levett PN. Leptospirosis in humans. Curr Top Microbiol Immunol 2015; 387:65-97. https://
doi.org/10,1007/978-3-662-45059-8_5 PMID: 25388133

3. Ellis W.A. Animal Leptospirosis. In: Adler B, editor. Leptospira and Leptospirosis. Berfin, Heidelberg, s.
|- Springer Berlin Heidelberg; 2015. p. 99-137 (Current Topics in Microbiclogy and Immunology; vol,
387).

4. Levett PN. Leptospirosis. Clin Microbiol Rev 2001; 14(2):296-326. htips://dol.org/10.1128/CMR 14 2.
296-326.2001 PMID: 11282640

5. Adler B, La Pefia Moctezuma A de. Leptospira and leptospirosis. Vet Microbiol 2010; 140(3-4):287—
96. https://doi.org/10.1016/.vetmic.2009.03.012 PMID: 18345023

6. Cosate MRV, Sakamoto T, Oliveira Mendes TA de, Moreira EC, Regis da Silva CG, Brasil BSAF et al.
Molecular typing of Leptospira interrogans serovar Hardjo isolates from leptospirosis outbreaks in Bra-
zilian livestock. BMC Vet Res 2017; 13(1):177. htips://doi.org/10.1186/s12917-017-1081-9 PMID:
28619055

7. 2ZhangC, Yang H, Li X, Cao Z, Zhou H, Zeng L et al. Molecular Typing of Pathogenic Leptospira Ser-
ogroup Icterohaemorrhagiae Strains Circulating in China during the Past 50 Years. PLoS Negl Trop Dis
2015; 9(5).

8. Thibeaux R, lracla G, Ferrés |, Bierque E, Girault D, Soupé-Gilbert M-E et al. Deciphering the unex-
plored Leptospira diversity from soils uncovers genomic evolution to virulence. Microb Genom 2018; 4
(1).

9. Thibeaux R, Girault D, Bierque E, Soupé-Gilbert M-E, Rettinger A, Douyére A et al. Biodiversity of Envi-
ronmental Leptospira: Improving ldentification and Revisiting the Diagnosis. Front Microbiol 2018;
9:816. hitps://doi.org/10,3389/fmich,2018.00816 PMID: 29765361

PLOS ONE | hitps://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0236007  July 15, 2020 10/12

38



PLOS ONE

Publikationen

Survival time of Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

21.

Vincent AT, Schiettekatte O, Goarant C, Neela VK, Bemet E, Thibeaux R et al. Revisiting the taxonomy
and evolution of pathogenicity of the genus Leptospira through the prism of genomics. PLoS Negl Trop
Dis 2019; 13(5):€0007270. hitps://doi.org/10.1371/joumal.pntd.0007270 PMID: 31120895

Desai S, van Treeck U, Lierz M, Espelage W, Zota L, Sarbu A et al. Resurgence of field fever in a tem-
perate country: an epidemic of leptospirosis among seasonal strawberry harvesters in Germany in
2007. Clin Infect Dis 2009; 48(6):691-~7. hilps://doi.org/10.1086/597036 PMID: 19193108

Fiecek B, Chmielewski T, Sadkowska-Todys M, Czerwinski M, Zalewska G, Roguska U et al. An out-
break of leptospirosis imported from Germany to Poland. Adv Clin Exp Med 2017, 26(3):415-8. https.//
doi.org/10.17219/acem/62022 PMID: 28791815

Mayer-Scholl A, Luge E, Draeger A, Nockler K, Kohn B. Distribution of Leptospira serogroups in dogs
from Berlin, Germany. Vector Borne Zoonotic Dis 2013; 13(3):200-2. htips://doi.org/10.1089/vbz 2012,
1121 PMID: 23428087

Delooz L, Czaplicki G, Gregoire F, Dal Pozzo F, Pez F, Kodjo A et al. Serogroups and genotypes of Lep-
tospira spp. strains from bovine aborted foetuses. Transbound Emerg Dis 2018; 65(1):158-65, https://
doi.org/10.1111/thbed. 12643 PMID: 28342208

Soares PM, Gomes DO, Macedo FP, Soares MM, Lemes KR, Jaeger LH et al. Serological and molecu-
lar characterization of Leptospira kirschneri serogroup Grippotyphosa isolated from bovine in Brazil.
Microb Pathog 2020; 138:103803. https://doi.org/10.1016/.micpath.2019.103803 PMID: 31626918

Mayer-Scholl A, Hammerl JA. Schmidt S, Ulrich RG, Pfeffer M, Woll D et al. Leptospira spp. in rodents
and shrews in Germany. Int J Environ Res Public Health 2014; 11(8):7562-74. hitps.//doi.ora/10.3390/
ijerph 110807562 PMID; 25062275

Obiegala A, Woll D, Karnath C, Silaghi C, Schex S, EBbauer S et al. Prevalence and Genotype Alloca-
tion of Pathogenic Leptospira Species in Small Mammals from Various Habitat Types in Germany.
PLOS Negl Trop Dis 2016; 10(3):0004501. hitps://doi.org/10.1371/journal.pntd 0004501 PMID:
27015596

Khairani-Bejo S, Bahaman AR, Zamri-Saad M, Mutalib AR. The Survival of Leptospira interrogans Ser-
ovar Hardjo in the Malaysian Environment. Jounal of Animal and Veterinary Advances 2004; 3
(3):123-9.

Okazaki W, Ringen LM. Some effects of various environmental conditions on the survival of Leptospira
pomona. Am J Vet Res 1957; 18(66):219-23. PMID: 13394849

Kumar KV, Lall C, Raj RV, Vedhagiri K, Vijayachari P. Coexistence and survival of pathogenic lepto-
spires by formation of biofilm with Azospirillum, FEMS Microbiol Ecol 2015; 91(6).

Parker J, Walker M. Survival of a pathogenic Leptospira serovar in response to combined in vitro pH
and temperature stresses. Vet Microbiol 2011; 152(1-2):146-50. https://doi.org/10. 1016/ vetmic
2011.04.028 PMID: 21592682

Stoddard RA, Bui D, Haberling DL, Wuthiekanun V, Thaipadungpanit J, Hoffmaster AR. Viability of Lep-
tospira isolates from a human outbreak in Thailand in various water types, pH, and temperature condi-
tions. Am J Trop Med Hyg 2014; 91(5):1020-2. https://doi.org/10.4269/ajtmh. 13-0748 PMID:
25200260

Ristow P, Bourhy P, Kemeis S, Schmitt C, Prevost M-C, Lilenbaum W et al. Biofilm formation by sapro-
phytic and pathogenic leptospires, Microbiology (Reading, Engl) 2008; 154(Pt 5):1309-17.

Emilie Bierque, Roman Thibeaux, Dominique Girault, Marie-Estelle Soupé-Gilbert, Cyrille Goarant. A
systematic review of Leptospira in water and soil environments. PLOS ONE 2020; 15(1):e0227055.
Available from: URL: hitps/joumals.plos.org/plosone/article/file?id=10.1371/journal.pone.
0227055&type=printable. PMID: 31986154

Brockmann S, Piechotowski |, Bock-Hensley O, Winter C, Oehme R, Zimmermann S et al. Qutbreak of
leptospirosis among triathlon participants in Germany, 2006. BMC Infect Dis 2010; 10(1):91.

Pagés F, Larrieu S, Simoes J, Lenabat P, Kurtkowiak B, Guernier V et al. Investigation of a leptospirosis
outbreak in triathlon participants, Réunion Island, 2013, Epidemiol Infect 2016; 144(3):661-9. https://
doi.org/10,1017/S0950268815001740 PMID: 26211921

Leonard F, Quinn P, Ellis W. Possible effect of pH on the survival of leptospires in cattle urine. Veteri-
nary Record 1992; 131(3):53—4. https://doi.org/10,1136/vr.131.3.53 PMID: 1441163

Johnson RC, Harris VG. Differentiation of Pathogenic and Saprophytic Leptospires I. Growth at Low
Temperatures. J Bacteriol 1967; 94(1):27-31, PMID: 6027998

Stoddard RA, Gee JE, Wilkins PP, McCaustland K, Hoffmaster AR. Detection of pathogenic Leptospira
spp. through TagMan polymerase chain reaction targeting the LipL32 gene. Diagn Microbiol Infect Dis
2009; 64(3):247-55. hitps://dol.org/10.1016/].diagmicrobio.2009.03.014 PMID: 19395218

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/jounal.pone.0236007  July 15, 2020 11712

39



PLOS ONE

Publikationen

Survival time of Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa

88 & 8 B

51

8

Woll D, Karnath C, Pfeffer M, Aligéwer R. Genetic characterization of Leptospira spp. from beavers
found dead in south-west Germany. Vet Microbiol 2012; 158(1-2):232—4. htips.//doi.org/10.1016/]
vetmic.2012.02.022 PMID: 22410308

Ellis WA, Hovind-Hougen K, Moller S, Birch-Andresen A. Morphological changes upon subculturing of
freshly isolated strains of Leptospira interrogans serovar hardjo. Zentralblatt fir Bakteriologie, Mikrobio-
logie und Hygiene. 1. Abt. Originale. A, Medizinische Mikrobiologie, Infektionskrankheiten und Parasito-
logie 1983; 255(2-3):323-35.

Cameron CE. Leptospiral structure, physiology, and metabolism. Curr Top Microbiol Immunol 2015;
387:21-41. https://doi.org/10.1007/978-3-662-45059-8_3 PMID: 25388131

Loureiro AP, Lilenbaum W. Genital bovine leptospirosis: A new look for an old disease. Theriogenology
2020; 141:41-7. https://doi.org/10.1016/].thericgenclogy.2019.02.011 PMID: 31518727

Prabhu M, Mutnuri S. Cow urine as a potential source for struvite production. Int J Recycl Org Waste
Agricult 2014; 3(1):215.

Bisswanger H. Enzyme assays. Perspectives in Science 2014; 1(1-6):41-55.

Albasan H, Lulich JP, Osborne CA, Lekcharoensuk C, Ulrich LK, Carpenter KA. Effects of storage time
and temperature on pH, specific gravity, and crystal formation in urine samples from dogs and cats. J
Am Vet Med Assoc 2003; 222(2):176-9. hitps://doi.org/10.2460/javma. 2003.222.176 PMID: 12555980

Trueba G, Zapata S, Madrid K, Cullen P, Haake D. Cell aggregation: a mechanism of pathogenic Lep-
tospira to survive in fresh water. Int Microbiol 2004; 7(1):35—40. PMID: 15179605

Grune Loffler S, Rago V, Martinez M, Uhart M, Florin-Christensen M, Romero G et al. Isolation of a Sea-
water Tolerant Leptospira spp. from a Southemn Right Whale (Eubalaena australis). PLoS ONE 2015;
10(12):e0144974, https://doi.org/10.137 1/journal pone.0144974 PMID: 26714322

Goarant C, Trueba G, Bierque E, Thibeaux R, Davis B, De la Pefia Moctezuma A. Leptospira and Lep-
tospirosis. In: Rose JB, Jiménez-Cisneros B, editors. Global Water Pathogen Project. Michigan State
University; 2019 (Bacteria; vol. 3).

Karaseva EV, Chernukha YG, Piskunova LA, Results of studying the time of survival of pathogenic lep-
tospira under natural conditions. J Hyg Epidemiol Microbiol Immunol 1973; 17(3):339-45. PMID:
4795565

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/jounal.pone.0236007  July 15, 2020 12712

40



Diskussion und Schlussfolgerung

4. Diskussion und Schlussfolgerung

Die Leptospirose ist eine der wichtigsten zoonotischen Erkrankungen weltweit. Durch den
Verbreitungszyklus der pathogenen Leptospira spp. hat ihre Uberlebenszeit in der Umwelt
einen erheblichen Einfluss auf die Infektionsgefahr flir Mensch und Tier. Trotzdem ist tiber die

Tenazitat von Leptospira spp. aullerhalb des Wirts bislang wenig bekannt.

Obwohl es in der Literatur viele Studien gibt, die Leptospiren in Umweltproben mittels
Polymerase-Kettenreaktion nachweisen, gibt es bisher nur sehr wenige Studien, die das
Uberleben von pathogenen Leptospira spp. in der Umwelt untersuchen (BIERQUE et al. 2020;
RAWLINS et al. 2014; SCHNEIDER et al. 2018; BENACER et al. 2013). Die meisten dieser
Tenazitatsuntersuchungen konzentrieren sich dabei auf die Uberlebenszeit von Leptospiren in
Wasser oder Erde und nur Wenige untersuchten die Uberlebenszeit von Leptospira spp. in
Tierurin, mit dem sie in der Regel in die Umwelt gelangen (BIERQUE et al. 2020; KHAIRANI-
BEJO et al. 2004; ANDRE-FONTAINE et al. 2015).

Ziel dieser Arbeit war es daher, das Uberleben eines der wichtigsten Leptospirenserovare in

Deutschland unter verschiedenen Umweltbedingungen zu untersuchen.

Da es sich bei der Leptospirose um eine haufig unterdiagnostizierte Erkrankung mit einer hohen
Dunkelziffer handelt, war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit durch die Veroffentlichung eines

Ubersichtsartikels Arzte in Deutschland fiir diese Erkrankung zu sensibilisieren.

Bei Publikation 1 handelt es sich um eine Ubersicht bisheriger Erkenntnisse zur Leptospirose
in Deutschland. Sie beleuchtet dabei aktuelle Erkenntnisse zu den Erregerspezies, das
Vorkommen von Leptospira spp. bei Tier und Mensch und die Epidemiologie und Klinik beim
Menschen. Des Weiteren beleuchtet sie die neuesten humanen Ausbruchsgeschehen der
Leptospirose in Deutschland und gibt Auskiinfte zu Prognosemodellen, die der VVorhersage von
humanen Leptospiroseféllen dienen. Der Versuch durch diese Publikation den
Bekanntheitsgrad der Leptospirose bei Arzten in Deutschland zu erhohen ist besonders wichtig,
da die Leptospirose hier eine eher unbekannte Krankheit darstellt. Sie wird deswegen und auch
wegen ihrer hdufig unspezifischen Krankheitssymptome oft nicht durch Humanmediziner
erkannt und diagnostiziert (HAAKE et al. 2015). Dariiber hinaus ist die Leptospirose nicht wie
viele andere Infektionskrankheiten (wie zum Beispiel die Frihsommer-Meningoenzephalitis)
mit bestimmten Risikogebieten assoziiert, wodurch eine gezielte Sensibilisierung von Arzten
in bestimmten Gebieten unzureichend ware. AuRerdem ist es aufgrund der Klimaerwérmung

wie bereits beschrieben sehr wahrscheinlich, dass es in den nachsten Jahren zu einem weiteren
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Anstieg der Leptospirosefalle in Deutschland kommen wird (LAU et al. 2010). Auch ein
vermehrtes Infektionsgeschehen durch eine Zunahme von Reisen in starker betroffene Lander
ist sehr wahrscheinlich (BANDARA et al. 2014). Da ein Anstieg der Infektionszahlen in
Deutschland bereits jetzt erkennbar ist (Abbildung 1), ist eine Erweiterung des Wissens der

Arzteschaft zu dieser Erkrankung unerlasslich.
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Abbildung 1: Anzahl der bestatigten Leptospiroseinfektionen in Deutschland von 2010 - 2019
durch humanpathogene Leptospira spp. gemall 8 7 ABS. 1 IfSG, Quelle SurvStat 2.0 RKI,
Stand Juni 2020, Trendlinie in rot dargestellt

In Publikation 2 wurde der Einfluss von verschiedenen Faktoren auf die Uberlebenszeit von
Leptospira kirschneri Serovar Grippotyphosa auflerhalb des Wirtes untersucht: (1) sein
Uberleben in Hunde- und Rinderurin, (2) der Einfluss einer Verdiinnung des Urins nach der
Ausscheidung, (3) sein Uberleben und seine Verbreitung in einem Wasserlauf und (4) seine
Widerstandsfahigkeit gegeniuiber Trocknung. Da zuvor beschrieben wurde, dass Labor- und
Feldstdmme sich in ihrer Morphologie und Zellgesundheit unterscheiden kénnen, wurden die
Versuche sowohl mit einem Laborstamm als auch mit einem selten passagierten Feldstamm

von Leptospira kirschneri Serovar Grippotyphosa durchgefiihrt.

Beide getesteten Stdmme von L. kirschneri Serovar Grippotyphosa tberlebten weniger als
1 Minute in unverdiinntem Rinder- oder Hundeurin. Vergleicht man diese Ergebnisse mit einer
der wenigen durchgefithrten Studien zum Uberleben von Leptospiren in Tierurin von
KHAIRANI-BEJO et al. (2004), so kann man erkennen, dass auch dort die Uberlebenszeit eines
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Leptospirenserovars in unverdinntem Urin sehr gering war. Bei ihrer Untersuchung von L.
interrogans Serovar Hardjo Uberlebte dieses 0-6 Stunden bei &hnlichen Temperaturen in
unverdiinntem Rinderurin. Der Grund fir diese teilweise langere Uberlebenszeit im Vergleich
zu den hier erhobenen Ergebnissen konnten die verschiedenen getesteten leptospiralen Spezies,
ihre Anpassung an verschiedene Tiere und ihre F&higkeit den schadlichen Wirkungen des Urins
zu widerstehen, sein. Da im Gegensatz zur Serogruppe Grippotyphosa Rinder das
Hauptreservoir der Serogruppe Hardjo sind (LOUREIRO et al. 2020), konnte die
Anpassungsfahigkeit dieses Serovars an Rinderurin besser sein. Darlber hinaus kdnnte eine
unterschiedliche biochemische Zusammensetzung des verwendeten Urins die Uberlebenszeit
beeinflusst haben. Es wurde beschrieben, dass Erndhrungsgewohnheiten, kérperliche
Aktivitaten, KorpergroBe wund sogar das vorherrschende Klima die chemische
Zusammensetzung von Rinderurin beeinflussen (PRABHU et al. 2014). Ein weiterer Grund flr
die verschiedenen Uberlebenszeiten konnten die verwendeten unterschiedlichen Methoden zur
Bestimmung des maximalen Uberlebenszeitpunktes sein, welche in der Studie von
KHAIRANI-BEJO et al. (2004) und in unserer Studie angewandt wurden. In unseren
Untersuchungen wurde die Uberlebenszeit als der ldngste Zeitraum definiert, nach dem eine
Kultivierung der Leptospiren in modifiziertem EMJH-Medium noch moglich war.
KHAIRANI-BEJO et al. (2004) testeten Hamster nach einer Inokulation auf Leptospirose und
setzten die Uberlebenszeit mit dem letzten Zeitpunkt gleich, bei dem die Leptospiren noch zu
einer Infektion der Hamster flhrten. Es gibt nicht genug Untersuchungen um in vitro- und
in vivo-Tests zuverldssig miteinander vergleichen und eine Aussage Uber deren Korrelation
treffen zu konnen. Daher sollten zukinftige Studien bei Tenazitatsuntersuchungen beide

Methoden anwenden und so einen Vergleich der Ergebnisse ermdglichen.

In verdiinntem Tierurin tberlebten der Labor- und Feldstamm in unserer Studie zwischen einer
Stunde und 3 Tagen. Die maximale Uberlebensdauer zeigte dabei der Laborstamm von L.
kirschneri Serovar Grippotyphosa in verdiinntem Rinderurin mit einem pH-Wert von 7,3 bei
15 °C (72 Stunden Uberlebenszeit bei einem maximalen Testzeitraum von 7 Tagen). Insgesamt
war die Temperatur ein entscheidender Einflussfaktor auf die Uberlebenszeit der Leptospiren.
Beide Stdmme Uberlebten signifikant langer bei 15 °C im Vergleich zu 37 °C (p < 0,001, bzw.
p =0,041). Diese Beobachtung der maximalen Uberlebenszeit bei der niedrigsten getesteten
Temperatur stimmt mit den Ergebnissen von KHAIRANI-BEJO et al. (2004) uberein. In ihrer

Studie Uberlebte L. interrogans Serovar Hardjo am langsten in verdiinntem Rinderurin bei 4 °C
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(48 - 984 Stunden) und hatte die kiirzeste Uberlebenszeit bei der hochsten getesteten
Temperatur (48 Stunden bei 32 °C) (KHAIRANI-BEJO et al. 2004).

Das langere Uberleben in einer kélteren Umgebung kénnte durch schadliche Reaktionen der im
Urin vorhandenen Enzyme und deren erhohter Aktivitat bei htheren Temperaturen erklarbar
sein (BISSWANGER 2014). Eine andere mdgliche Erklarung kdnnte die verstarkte Ausféallung
von Salzen wie zum Beispiel Struvit bei niedrigeren Temperaturen im Urin sein (ALBASAN
et al. 2003). Es wurde beschrieben, dass mit wenigen Ausnahmen Leptospiren empfindlich
gegentiber hoheren Salzkonzentrationen in der Umwelt sind (GRUNE LOFFLER et al. 2015;
KHAIRANI-BEJO et al. 2004; SMITH et al. 1961). Eine Studie von ALBASAN et al. (2003)
zeigte, dass Salze in Tierurin, der bei niedrigeren Temperaturen gelagert wurde, eine Zunahme
der Kristallgrofie aufwiesen. Diese GréRRenzunahme konnte zu einem schnelleren Absinken der
Salzpartikel im Urin fihren und damit zu einer geringeren Wahrscheinlichkeit des Kontakts
zwischen Salzkristallen und Leptospiren, welche sich normalerweise im oberen Bereich von

Flussigkeiten befinden.

In unserer Studie Uberlebte der Laborstamm signifikant langer in verdiinntem Rinderurin mit
einem nahezu neutralen oder leicht alkalischen pH-Wert von 7,3-7,7 welcher der
Beschreibung eines optimalen pH-Bereichs fir das leptospirale Wachstum von 7,2 - 7,6
entspricht als in verdiinntem Hundeurin (CAMERON 2015). Im Gegensatz dazu Uberlebte der
Feldstamm von L. kirschneri Serovar Grippotyphosa am langsten in verdiinntem Hundeurin mit
einem saureren pH-Wert von 5,5 - 6,7.

Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa ist ein haufiger Erreger der Leptospirose bei
Hunden. Diese Unterschiede konnten demnach durch eine Anpassungsfahigkeit des
Feldstamms an sauren Hundeurin (pH < 7) verursacht werden, welche der Laborstamm
maoglicherweise durch ein h&ufiges Passagieren in einem Spezialmedium (zum Beispiel EMJH-
Medium mit einem flr Leptospiren optimierten pH-Wert von 7,4) verloren haben konnte
(MAYER-SCHOLL et al. 2013; CAMERON 2015).

Bei allen Ergebnissen dieser Untersuchungen muss beachtet werden, dass es zu einer
verminderten Uberlebensfahigkeit der Leptospiren durch Urinriickstande im EMJH-Medium
wéhrend der Inkubationsperiode gekommen sein kann. Jedoch dirfte dieser Einfluss auf Grund

des starken Verdunnungseffekts als eher gering eingestuft werden.

Da sich in diesen Experimenten zur Uberlebenszeit in Tierurin herauskristallisierte, dass fiir das

Uberleben der Leptospiren in der Umwelt eine Verdiinnung nach der Ausscheidung mittels

Urin essentiell zu sein scheint, wurden des Weiteren Untersuchungen zur Verbreitung und
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Uberleben von L. kirschneri Serovar Grippotyphosa in einem Wasserstrom durchgefiihrt. Die
dabei erhobenen Ergebnisse zeigten, dass zu allen untersuchten Zeitpunkten ein Nachweis von
leptospiraler DNA mittels real-time PCR in den Wasserproben moglich war. Diese Resultate
sprechen dafir, dass die Leptospiren sich nicht nur mit der gleichen Geschwindigkeit wie das
Wasser im Schlauchsystem fortbewegt haben, sondern auch schneller und langsamer als die
angelegte FlieRgeschwindigkeit von 0,01 m /s waren, obwohl dieser positive DNA-Nachweis
nicht bedeutet, dass sich in den untersuchten Wasserproben auch lebensfahige Leptospiren
befanden. Diese Ergebnisse lassen sich durch eine Eigenbewegung der Leptospira spp.
entweder in die gleiche oder entgegengesetzt der FlieBrichtung des Wassers erklaren. Dass
Leptospiren eine deutliche Eigenbewegung zeigen, ist schon lange bekannt und ihre
Geschwindigkeit wurde abhangig von der Viskositdat der Umgebung mit 20 pm in
2 — 3 Sekunden in Standardmedium beschrieben (GOARANT et al. 2019). Diese Erklarung
unserer Versuchsergebnisse stimmen mit denen von OKAZAKI et al. (1957) uberein, welche
bei ihrer Studie eine Bewegung von Leptospiren stromaufwaérts eines langsam flieRenden
Wasserstroms als Erklarung ihrer Resultate fur wahrscheinlich hielten. Da fir die
Risikoeinschatzung von Leptospiroseausbriichen das Wissen von der
Verbreitungsgeschwindigkeit von Leptospiren in Wasser eine wichtige Rolle spielen kann,
konnten diese Ergebnisse von enormer Bedeutung sein. Weitere Studien sollten deshalb zu
dieser Thematik durchgefiihrt werden, um bessere Prognosen zum Infektionsrisiko abgeben zu

kdnnen.

Trotz eines positiven DNA-Nachweises war es in unserer Studie nicht mdglich aus den
Wasserproben, die das Schlauchsystem durchflossen hatten, wieder Leptospiren zu kultivieren.
Im Gegensatz dazu war eine Kultivierung von Leptospiren, welche sich fir die gleiche
Zeitspanne im stehenden Wasser befanden, moglich. Zwar ist es denkbar, dass es durch die
Filterung des Wassers durch einen 0,22 um Filter vor der Uberimpfung in EMJH-Medium zu
einer Reduktion oder Eliminierung der Leptospiren in den Proben kam und dies die negativen
Kultivierungsergebnisse bedingte, jedoch wurde die Proben aus dem stehenden Wasser auf die
genau gleiche Art filtriert und inkubiert. Deshalb ist eine mechanische Schadigung der
Leptospiren wahrend des Schlauchdurchflusses die wahrscheinlichste Erklarung fur die
gescheiterten Kultivierungsversuche. Es wurde kein Unterschied der Widerstandsfahigkeit
gegeniiber einer mechanischen Schadigung zwischen dem Labor- und dem Feldstamm von

L. kirschneri Serovar Grippotyphosa festgestellt.
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Aufgrund dieser Ergebnisse postulieren wir, dass die Uberlebensfahigkeit von Leptospiren
stark von ihrer mechanischen Schadigung in der Umwelt abhéngig ist. Eine Ausscheidung in
ein stehendes oder langsam flieRendes Gewasser konnte die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Leptospira spp. erhohen, wohingegen ihre Ausscheidung in einen Strom mit hoher
FlieRgeschwindigkeit fir sie todlich sein kdnnte, da die Wahrscheinlichkeit einer mechanischen

Beeintrachtigung groRer ist.

Ein weiteres Szenario, welches in dieser Studie untersucht wurde, war der Einfluss einer

Trocknung auf die Uberlebensfahigkeit von Leptospiren.

Dabei stellte sich heraus, dass sowohl der Labor- als auch der Feldstamm von L. kirschneri
Serovar Grippotyphosa nicht fahig waren, eine vollstandige Trocknung auf einer Oberflache zu
uberleben. Die dabei herrschende Temperatur und dadurch resultierende Geschwindigkeit der
Trocknung hatten dabei keinen Einfluss auf das Uberleben der Leptospiren. Eine halbe Stunde
vor der vollstandigen Trocknung war es jedoch bei jeder getesteten Temperatur moglich, die
Leptospiren wieder zu kultivieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Feuchtigkeit ein
limitierender Faktor fiir die Uberlebenszeit der Leptospira spp. in der Umwelt darstellt und
stimmen mit anderen Studien (berein, die eine Korrelation zwischen dem Feuchtigkeitsgehalt
der Umgebung und der Lebensfahigkeit von Leptospiren beschreiben (OKAZAKI et al. 1957;
KARASEVA et al. 1973; KHAIRANI-BEJO et al. 2004). KARASEVA et al. (1973) wiesen
zum Beispiel in ihrer Studie nach, dass Leptospiren langere Uberlebenszeiten in Erde mit
hoheren Feuchtigkeitsgehalten hatten, als in Erde mit niedrigeren.

Insgesamt lasst sich aus all den in dieser Studie erhobenen Ergebnissen schlussfolgern, dass das
Uberleben von Leptospiren in der Umwelt von vielen verschiedenen Einflussfaktoren abhangig
ist. Am wichtigsten scheint dabei ein schneller Verdinnungseffekt nach einer Ausscheidung
mit dem Urin zu sein. Diese Einschrankung der Uberlebensfahigkeit in Urin kénnte jedoch fr
Leptospirenserovare, die von einem Tier, an welches dieses Serovar adaptiert ist, ausgeschieden
werden, eine geringere Bedeutung haben. Bei diesen Tieren ist auch ein direkter
Ubertragungsweg von Tier zu Tier denkbar und konnte die Hauptroute der leptospiralen
Verbreitung darstellen. Niedrige Temperaturen und eine feuchte Umgebung scheinen die
Widerstandsfahigkeit von Leptospiren gegen schédliche Einfliisse zu verbessern. Trockenheit
dagegen scheint fiir ein Uberleben der Leptospira spp. limitierend zu sein. Auch mechanische
Schéden, welche zum Beispiel in einem Fluss oder einer anderen Wasserquelle auftreten
konnten, konnten das Uberleben der Leptospiren einschranken. Daher wiirde eine Verdinnung
in einem stehenden Gewdasser oder einem langsamen Wasserstrom das Uberdauern
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lebensfahiger Bakterien beglnstigen. Aufgrund ihrer Eigenbewegung ist eine Ausbreitung der
Leptospiren von dem Ort ihrer Ausscheidung auch ohne eine Eigenbewegung ihres
umgebenden Mediums wahrscheinlich und hat einen grof3en Einfluss auf das Infektionsrisiko
von Mensch und Tier. Die Geschwindigkeit und Reichweite ihrer Ausbreitung sowie ihr
Uberleben dabei missen jedoch weiter untersucht werden. Da unsere Untersuchungen
Unterschiede in der Uberlebensfahigkeit zwischen Labor- und Feldstimmen zeigten, sollten
zukinftige Studien nicht nur Tenazitatsstudien mit bereits seit langer Zeit im Labor passagierten
Kulturen, sondern auch mit frisch isolierten Leptospira spp. durchfiihren.

Abbildung 2 stellt den Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf das Uberleben von

Leptospira spp. aullerhalb des Wirtes schematisch dar.
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Abbildung 2: Einfluss verschiedener Umweltfaktoren auf das Uberleben von Leptospira spp.

auflerhalb des Wirtes
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Einleitung

Die Leptospirose ist eine der weltweit bedeutendsten Zoonosen. Durch den h&ufig
asymptomatischen oder unspezifischen Krankheitsverlauf, wird von einer hohen Dunkelziffer
ausgegangen. Menschen kodnnen sich (ber direkten Tierkontakt oder indirekten Kontakt mit
dem Urin infizierter Tiere, zum Beispiel Uber kontaminierte Gewésser oder Erde, anstecken.

Die Infektion erfolgt dabei Uber den Eintritt des Erregers in Schleimhdute oder Hautwunden.
Ziel der Untersuchungen

Obwonhl die Uberlebenszeit von Leptospiren in der Umwelt einen entscheidenden Einfluss auf
das Infektionsrisiko des Menschen hat, wurden bisher nur sehr wenige Untersuchungen dazu
durchgefiihrt. Diese konzentrierten sich dabei vor allem auf das Uberleben der Erreger in Erde
oder Wasser. Daher war es Ziel dieser Arbeit die Umweltstabilitat eines hdufig in Deutschland
gefundenen Leptospirenserovars unter verschiedenen Umweltbedingungen zu untersuchen.
Zusétzlich zu diesen Untersuchungen war es Ziel dieser Arbeit, durch die Veroffentlichung
eines Ubersichtsartikels tiber die Leptospirose Arzte in Deutschland fiir diese haufig unerkannt

bleibende Erkrankung zu sensibilisieren.
Material und Methoden

Ein jahrelang an Kulturmedium adaptierter Labor- und ein erst vor 3 Jahren isolierter
Feldstamm von Leptospira kirschneri Serovar Grippotyphosa wurden auf ihr Uberleben in der
Umwelt untersucht. Es wurde ihre Widerstandsfahigkeit gegentiber verschiedenen
Umwelteinflussen, wie z.B. Tierurin als umgebendes Medium bei verschiedenen Temperaturen

oder auch der Einfluss einer Trocknung, untersucht. Nachdem die Leptospiren den
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Umwelteinflussen fur unterschiedliche Zeitspannen ausgesetzt waren, wurde versucht sie in
EMJH-Medium wieder zu kultivieren. Wéhrend einer Inkubationszeit von mindestens 28 Tagen
bei 29 °C wurden diese Kulturen wochentlich unter dem Dunkelfeldmikroskop auf das
Vorhandensein motiler Leptospiren untersucht. Zusatzlich wurde durch Kultivierungsversuche
in EMJH-Medium das Uberleben der Leptospiren in einem Wasserstrom mit einer definierten
FlieRgeschwindigkeit und ihre Verbreitung in diesem Strom mittels real-time PCR untersucht.
Alle Versuche wurden im Dreifachansatz durchgeftuihrt. Statistische Untersuchungen wurden
mittels eines zweiseitigen Mann-Whitney-U Tests (Fehler 1. Art a = 0,05) durchgefihrt.

Ergebnisse

Die beiden untersuchten Stdmme von L. grippotyphosa Uberlebten nicht in unverdiinntem
Tierurin. In verdinntem Tierurin Uberlebten die Stdmme, je nach Temperatur und
Verdunnungsmedium, zwischen 1-72 Stunden (Laborstamm) und 4-24 Stunden
(Feldstamm). Beide Stamme Uberlebten signifikant langer bei 15 °C als bei 37 °C (p < 0,001,
bzw. p=0,041). Der Laborstamm Uberlebte signifikant langer in verdiinntem Rindereurin
(max. 72 h bei 15 °C) als in verdunntem Hundeurin (max. 4 h; p = 0,027). Im Gegensatz dazu,
uberlebte der Feldstamm signifikant langer in Hundeurin (max. 24 h bei 15°C) als in
Rinderurin (max. 4 h; p = 0,028). Das vollstandige Trocknen auf einer festen Oberflache war
bei Temperaturen zwischen 15 °C und 37 °C fiir beide Stamme letal. Jedoch war, unabhangig
von der untersuchten Temperatur, eine halbe Stunde vor der vollstandigen Trocknung eine
Kultivierung der Leptospira spp. noch mdglich. In einem Wasserstrom konnten sich die
Leptospiren aufgrund ihrer Eigenbewegung schneller und langsamer als die
Durchschnittsgeschwindigkeit (0,01 m/s) des Wassers bewegen, (berlebten jedoch die

mechanischen Schaden wahrend des Schlauchdurchflusses nicht.
Schlussfolgerungen

Das Uberleben von Leptospira spp. ist offensichtlich von vielen Faktoren abhingig. Eine
schnelle Verdiunnung nach der Ausscheidung mit dem Urin scheint dabei essentiell zu sein.
Niedrigere Temperaturen sowie eine feuchte Umgebung verbessern ihre Widerstandsfahigkeit
gegen schadliche Einflusse, wahrend Trockenheit oder mechanische Schadigung ihr Uberleben
nicht erméglichen. Wegen der groRen Bedeutung der leptospiralen Uberlebenszeit in der
Umwelt fur das Infektionsrisiko von Mensch und Tier sind weitere Untersuchungen auf diesem

Forschungsgebiet in der Zukunft nétig.
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Introduction

Leptospirosis is one of the most important zoonosis worldwide. Due to the often asymptomatic
or non-specific course of the disease, a high number of unreported cases is assumed. Humans
can get infected through direct contact with animals or indirect contact with the urine of infected
animals, for example through contaminated water or soil. The infection occurs via entry of the

pathogen through mucous membranes or skin wounds.
Aims of the study

Although the survival time of Leptospira spp. in the environment has a crucial influence on the
human infection risk, very few studies have been carried out so far. These studies focused
primarily on the survival of the pathogens in soil or water. It was therefore the aim of this study
to investigate the environmental stability of a leptospiral serovar that is frequently found in
Germany under different environmental conditions. In addition to these investigations, the aim
of this work was to raise the awareness of physicians in Germany for this often undetected and

neglected disease by publishing a review article on leptospirosis.
Material and Methods

The survival in the environment of both a laboratory strain, which has been adapted to culture
medium for years and a field strain, which was isolated only 3 years ago, of Leptospira
kirschneri Serovar Grippotyphosa was studied. Their resistance to various environmental
influences, such as animal urine as surrounding medium at different temperatures or the
influence of drying, were examined. After the leptospires were exposed to these influences for

various time periods, an attempt was made to cultivate them in EMJH medium. During an
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incubation period of at least 28 days at 29 °C, the cultures were examined weekly for the
presence of motile leptospires under the darkfield microscope. In addition, the survival of the
leptospires in a water stream with a defined velocity and their distribution in this stream were
examined by real-time PCR and cultivation experiments in EMJH medium. All experiments
were carried out in triplicate. The statistical analysis was done using a two-tailed Mann-
Whitney U test (type-1-error a. = 0.05).

Results

Both examined strains of L. grippotyphosa did not survive in undiluted animal urine. In diluted
animal urine, the strains survived between 1-72 hours (laboratory strain) and 4-24 hours (field
strain), depending on the temperature and dilution medium. Both strains survived significantly
longer at 15 °C than at 37 °C (p <0.001 or p=0.041). The laboratory strain survived
significantly longer in diluted cattle urine (max. 72 h at 15 °C) than in diluted dog urine
(max. 4 h) (p = 0.027) while the field strain survived significantly longer in dog urine (max.
24 h at 15 °C) than in cattle urine (max. 4 h) (p = 0.028). Complete drying on a solid surface at
temperatures between 15 °C and 37 °C was lethal for both strains. However, regardless of the
temperature examined, Leptospira spp. were still cultivatable half an hour before the time point
of complete drying. In a water stream, leptospires were able to move faster or slower than the
average velocity of the water (0.01 m/s) due to their intrinsic mobility but were not able to

survive the mechanical damage caused by running water in the hose system.
Conclusions

Overall, it can be concluded that the survival of Leptospira spp. depends on many factors. Rapid
dilution after urine excretion appears to be essential. Lower temperatures and a humid
environment improve their survival time, while drought or mechanical damage is lethal to them.
Because of the great importance of leptospiral survival in the environment for the infection risk

of humans and animals, further studies in this research area will be necessary in the future.
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