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Zusammenfassung [n zwei kommerziellen Ferkelerzeugerbetrie-
ben in Stiddeutschland wurden Zuchtsauen mit Porcilis® Ery + Par-
vo +Lepto (MSD Animal Health, Boxmeer, NL) durch zwei Impfun-
gen im Abstand von vier Wochen grundimmunisiert. Wahrend der
folgenden sechs Monate bis zur ndchsten Boosterimpfung wurde
mittels Blutproben im Abstand von vier Wochen der Serokon-
versionsverlauf im Mikroagglutinationstest (MAT) gegeniiber
verschiedenen Leptospiren-Serovaren dargestellt und mit den
Ergebnissen ungeimpfter Tiere verglichen. Der Verlauf der MAT-
Titer unterschied sich zwischen den Serovaren, der maximale Titer
wurde durchweg vier Wochen nach der zweiten Impfung erreicht.
Insbesondere die in der Schweineproduktion relevanten Serovare
Bratislava und Pomona fiihrten zu stark unterschiedlichen Serokon-
versionsverldufen. Alle Tiere der Impfgruppen zeigten im Verlauf
der Studie eine serologische Reaktion auf Serovare der Serogruppe
Australis, in unterschiedlichem Ausmaf auch auf andere Serovare.
Abgesehen von der Serovar Australis lagen die MAT-Titer knapp
drei Monate nach der zweiten Impfung wieder nahezu auf dem
Ausgangsniveau zu Beginn der Studie. Kleinere Unterschiede der
MAT-Titer an den letzten drei Beprobungszeitpunkten diirften auf
gleichzeitig stattfindende Feldinfektionen zuriickzufiihren sein.

Schliisselwdrter Schweine, Leptospira, Impfung, Mikroagglutinati-
onstest (MAT), Serologie

Einleitung

Leptospirose ist eine Zoonose und Ansteckungen von Menschen mit
teils schweren Krankheitsverldufen sind beschrieben (RKI 2015).
Hauptrisikogruppen sind Berufe mit direktem oder indirektem Kon-
takt zu mit Leptospiren infizierten Reservoirtieren, meist Kleinsdu-
ger, aber auch zu Schweinen (Thornley et al. 2002, Mirambo et al.
2018), wie Landwirte, Metzger und Tierdrzte. Soweit der direkte
oder indirekte Nachweis humanpathogener Leptospira spp. auf eine
akute Infektion hinweist, ist er gemif} Infektionsschutzgesetz (IfSG
2001) meldepflichtig. Gemeldet wurden laut RKI zwischen dem
01.01.2016 und dem 01.08.2022 insgesamt 846 Fille (survstat.rki.
de); es ist aber anzunehmen, dass die Dunkelziffer aufgrund der
unspezifischen Symptomatik deutlich hoher liegt (BfR 2014).

MAT seroconversion in sows after
Leptospirosis basic vaccination

Summary In two commercial piglet producing farms in South-

ern Germany, breeding sows were immunized twice with Porcilis®
Ery +Parvo + Lepto (MSD Animal Health, Boxmeer, NED). During
the following sixmonths before the next booster vaccination, every
four weeks blood samples were taken to examine seroconversion in
the microscopic agglutination test (MAT) against various leptospire
serovars. Pace, extent and duration of MAT titers differed between
serovars, with the maximum consistently reached four weeks after
the second vaccination. Especially the courses of seroconversion
induced by the serovars Bratislava and Pomona, which are relevant
in swine production, varied visibly during the study. All animals in
the vaccination groups showed a serological reaction to serovars of
the Australis serogroup and with more or less differences to other
serovars as well. Apart from the serovar australis, the MAT titers
were almost back to the baseline level at the beginning of the study
just three months after the second vaccination. Minor differences

in MAT titers at the last three sampling points are likely to be due to
simultaneous field contacts.

Keywords pigs, Leptospira, vaccination, microscopic agglutination
test (MAT), serology

In der Schweinemedizin spielen Leptospiren vor allem bei
Fruchtbarkeitsproblemen eine Rolle (Arent und Ellis 2019). Ver-
schiedene Leptospiren-Serovare werden mit Spétaborten nach trans-
plazentarer Infektion der Feten in Verbindung gebracht (Arent und
Ellis 2019). Die Pathogenese sowie die klinische Symptomatik einer
Infektion mit der Serovar Bratislava unterscheidet sich davon: Uterine
Infektionen haben erhohte Umrauschquoten bzw. Unfruchtbarkeit zur
Folge (Arent und Ellis 2019). Bei der Diagnostik von Leptospiren-In-
fektionen beim Schwein stellt die Interpretation von Laborergebnissen
nach einer ersten klinischen Verdachtsdiagnose eine Herausforderung
fiir praktisch titige Tierdrzte dar (Arent und Ellis 2019). Der direkte
Erregernachweis mittels kultureller Anzucht ist sehr anspruchsvoll
und langwierig und daher fiir die Routinediagnostik nicht geeignet



(Arent und Ellis 2019, OIE 2021). Inzwischen werden validierte
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-basierte Verfahren verwendet,
um Nukleinsiuren des Erregers spezifisch nachzuweisen (Arent und
Ellis 2019, OIE 2021). Fiir den indirekten Erregernachweis werden
in der Regel Serumproben aus verddchtigen Betrieben mittels Mikro-
agglutinationstest (engl.: microscopic agglutination test, kurz MAT)
auf Antikdrper gegen Leptospiren untersucht (Arent und Ellis 2019,
OIE 2021). Dabei werden Verdiinnungsreihen der zu untersuchenden
Serumproben angelegt, welche mit lebenden Leptospirenstimmen
verschiedener Serovaren versetzt werden. Im weiteren Verlauf werden
die Proben auf eine mogliche Agglutination beurteilt, die durch die
Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen entsteht. Die Verdiin-
nungsstufe des Serums, bei der 50 % der zugegebenen Leptospiren
agglutinieren, wird als Testergebnis (Titer) angegeben (OIE 2021).

Die OIE (2021) gibt an, dass ein Titer von 1:100 als positiv
anzusehen ist, aber auch niedrigere Titer als Bewetis fiir eine Expo-
sition mit Leptospiren gelten. Hohere Titer ab 1:400 deuten auf
aktive Infektionen, die hdufig mit klinischen Symptomen einher-
gehen. Der MAT wird als Herdenscreening eingesetzt. Klinische
Symptome in zeitlich enger Verbindung mit MAT-Titern betroffener
Sauen > 1:1.000 sind h&chst verdéchtig fiir eine akute Leptospirose,
insbesondere im Initialstadium einer Infektion kénnen heterologe
Serovare aber hohere MAT-Titer als die eigentlich infizierende Sero-
var induzieren (Ellis 2015). Bei der Detektion chronischer und
endemischer Infektionen weist der MAT insofern Schwichen auf,
als die Titer in chronisch bzw. endemisch infizierten Herden hiufig
unter die Grenze von 1:100 fallen (OIE 2021). Fiir mit der Serovar
Bratislava endemisch infizierte Herden werden bei Stallhaltung sel-
ten Titer > 1:100 gemessen, wihrend in Outdoor-Haltungen mehr
als 50 % der Tiere hohere Titer aufweisen kénnen (Arent und Ellis
2019). Zwischen den unterschiedlichen Serovaren bestehen erheb-
liche Kreuzreaktionen (Strutzberg-Minder und Kreienbrock 2011).
Im Challengeversuch hat sich die Serovar Bratislava sowohl inner-
halb der Serogruppe als auch zu anderen Serogruppen als besonders
kreuzreaktiv gezeigt (Hathaway et al. 1983).

Der MAT stellt als indirekter Erregernachweis keinen unmittel-
baren Beweis dar, dass die Infektion mit Leptospira spp. urséchlich
fiir eine klinische Symptomatik wie z. B. Fruchtbarkeitsprobleme in
einem Sauenbestand ist, sondern zeigt eine zuriickliegende Infektion
mit dem Erreger an. Ein direkter Erregernachweis gelingt im klini-
schen Fall hiufig nicht. Ein Grund dafiir ist, dass sich die Erkrankung
zum Zeitpunkt auftretender Symptome bereits in einem chronischen
Stadium befindet und die Erregerlast im Falle chronischer Infek-
tionen hiufig eher niedrig ist (Strutzberg-Minder et al. 2018). In
Kklinischen Féllen werden dariiber hinaus entsprechende Proben in
der Regel nicht innerhalb der ersten Tage des Auftretens genommen.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse von indirekten und
direkten Erregernachweismethoden ist schlecht (Hamond et al.
2014). MAT-Antikorper korrelieren nicht mit positiven, direkten
Erregernachweisen z. B. mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Auch bei Tieren mit hohen MAT-Titern gelang der direkte Erre-
gernachweis mit unterschiedlichen Methoden bei verschiedenen
Spezies nur unregelmifig (Fornazari et al. 2012, Hamond et al.
2014). Umgekehrt kénnen chronisch infizierte Tiere im MAT nega-
tiv erscheinen, den Erreger aber dennoch ausscheiden und andere
Tiere infizieren (Strutzberg-Minder et al. 2018).
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Strutzberg-Minder et al. (2018) fanden in durchschnittlich
64,5 % der fiir eine umfangreiche Prédvalenzstudie beprobten,
ungeimpften Betriebe einzelne oder mehrere positive Leptospira spp.
MAT-Titer. Der Anteil positiver Betriebe stieg dabei von 59,3 % im
Jahr 2011 auf 78,2 % im Jahr 2016 deutlich an, sodass man vermuten
kénnte, dass dieser Anteil zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen
im Jahr 2021 noch hoher liegen konnte. Die Serogruppe Australis
war die in Deutschland am haufigsten nachgewiesene, die Serovar
Bratislava dabei mit noch hoherer Frequenz als Australis. Auf die
Hohe der MAT-Titer wird in der Prévalenzstudie nicht eingegangen.
Untersuchungen der IVD GmbH zeigen aber vor allem niedrige
Bratislava-MAT-Titer von bis zu 1:100 in ungeimpften Bestinden
(Arent und Ellis 2019, Perstnliches Gesprich Astrid Pausenberger
2022) bei Stallhaltung.

Hohe und Hiufigkeit von MAT-Titern sind nicht mit Protektion
gleichzusetzen und erlauben - dhnlich wie bei anderen relevanten
Erregern in der Schweineproduktion wie z. B. Mesomycoplasma hyo-
pneumoniae (Grosse Beilage et al. 2005) - keine Aussage iiber die
durch eine Impfung erzielte Schutzwirkung. Morsi et al. (1973)
konnten im Tierexperiment (Hamster) nachweisen, dass geimpfte
Tiere im Gegensatz zu Ungeimpften iiber neutralisierende Antikor-
per verfiigten. Millar et al. (1987) zeigten, dass auch ein MAT-Ti-
ter von nur 1:16 vor der klinischen Manifestation von L. Pomona
schiitzte. In Challengeexperimenten (Jacobs et al. 2015b) ebenso
wie in Feldstudien (Whyte et al. 1982, Frantz et al. 1989) war ein
Klinischer Schutz geimpfter Tiere nachweisbar.

Bis zur Einfithrung von Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD
Animal Health, Boxmeer, NL) 2018 gab es keinen kommerziell ver-
fiigbaren Leptospirenimpfstoff fiir Schweine in Deutschland. Nur
in Ausnahmefillen konnten Impfstoffe aus dem Ausland importiert
werden. Abgesehen von diesen Einzelfdllen war folglich die Inter-
pretation von MAT-Ergebnissen bisher relativ einfach, denn jegliche
Titeranstiege im MAT waren auf Feldinfektionen zuriickzufiihren. In
geimpften Betrieben ist die Diagnostik von Leptospirose-bedingten
Erkrankungen mittels MAT erschwert (Whyte et al. 1982, Schommer
etal. 2021). Aus diesem Grund ist es wichtig, zu wissen, wie eine Sau-
enherde serologisch auf eine Impfung reagiert, welche Titerverldufe
bei den verschiedenen Serovaren zu erwarten sind und nicht zuletzt,
ob bzw. inwieweit eine Abgrenzung zu Feldinfektionen moglich ist.

Dass die Serokonversion - ob aufgrund von Impfung oder
Feldinfektion - gegeniiber verschiedenen Leptospiren-Serovaren
unterschiedlich ausfillt, ist bekannt und in zahlreichen Veroffentli-
chungen beschrieben (Sanford und Morris 1990, Jacobs et al. 2015b,
Schommer et al. 2021). Der Grund dafiir ist nicht vollstindig geklért;
denkbar ist, dass der antigenetische Verwandtschaftsgrad des Lipo-
polysaccharids (LPS) zwischen infizierendem Leptospiren-Stamm
und dem im MAT-Test verwendeten Stamm zu hoheren MAT-Titern
bei groferer Ahnlichkeit fiihren kénnte. Das hochimmunogene LPS
ist Grundlage der Unterscheidung verschiedener Serovare und ihrer
Zusammenfassung in Serogruppen nach ihrem antigenetischen Ver-
wandtschaftsgrad (Levett 2001).

Nach einer Feldinfektion zeigen sich zunichst hédufig hohe
MAT-Titer gegen mehrere, verschiedene Serovare. Morsi et al.
(1973) fiihrten das darauf zuriick, dass Leptospira spp. zwei Anti-
gene tragen: ein serotyp- und ein gattungsspezifisches. Basierend
auf neueren Erkenntnissen begriindete Levett (2001) knapp »
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30 Jahre spiter die Kreuzreaktivitit zwischen verschiedenen Sero-
gruppen besonders in der akuten Infektionsphase mit dem schnel-
len Anstieg des gattungsspezifischen Immunglobulin (Ig) M, die
sehr breit ausfillt. Erst spiter entwickelt sich die serogruppenspe-
zifische IgG-Antwort und damit kristallisiert sich die ursdchlich
verantwortliche Serogruppe mit dem héchsten MAT-Titer heraus.
Gewohnlich sind die Reaktionen mit der urséchlichen Serovar im
Titer hoher als die der kreuzreagierenden Serovaren, sodass sero-
logische Untersuchungen Hinweise auf die infizierende Serovar
geben kdnnen (Strutzberg-Minder und Kreienbrock 2011). Ein-
deutig ist die Serovar aber nur an Isolaten festzustellen (WOAH
2021). Dariiber hinaus beschreiben verschiedene Autoren (Levett
2001, Ellis 2015) ,,paradoxe Reaktionen“ in der akuten Phase einer
Leptospiren-Infektion, bei der die hdchsten MAT-Titer von einer
Serovar erreicht werden, die nicht in Verbindung zur Infektion stand.

Ziel dieser Feldbeobachtung war es, zu untersuchen, wie sich
die Werte des MAT in geimpften Bestdnden und auch hinsichtlich
verschiedener Serovare verhalten. Der Verlauf der MAT-Tester-

Tab. 1: Anzahl Studientiere in den verschiedenen
Altersgruppen

Studiengruppe IG KG
Altersgruppe JS W1 |W2 |Ges. |JS W1 |W2 |Ges.
Bestand A 8 1 3 12 4 1 1 6
Bestand B 5 5 2 12 2 2 2 6

1G: Impfgruppe; KG: Kontrollgruppe; JS: Jungsauen; W1: nach 1. Wurf; W2: nach 2. Wurf;
Ges: Gesamt

Tab. 2: Fruchtbarkeitskennzahlen der Studienbetriebe

Durchschnitt in
Betrieben in BaWii
laut LKV* (2019)

Betrieb A | Betrieb B

Umrauschquote % | 11,5 9,2 11,2
Anzahl abgesetzte

Ferkel Sau/Jahr 28,7 28,2 26,4
Produktionstage/ 152,08 15,3 159

Wurf

* Landesverband Baden-Wiirttemberg fiir Leistungs- und Qualitétspriifungen in der
Tierzuchte.V.

Tab. 3: Leptospiren-Serovare im Impfstoff
Porcilis® Ery + Parvo + Lepto

Spezies Serogruppe Serovar
Portland-Vere
(Stamm Ca-12-000)

Copenhageni

L. interrogans | Canicola

L. interrogans | Icterohaemorrhagiae (Stamm 1c-02-001)

L. interrogans | Australis Bratislava (Stamm As-05-073)
L. kirschneri Grippotyphosa Dadas (Stamm Gr-01-005)

L. interrogans | Pomona Pomona (Stamm Po-001-000)
L. santarosai | Tarassovi Gatuni (Stamm S1 148/02)

gebnisse nach zweifacher Impfung soll in dieser Studie dargestellt
werden. Die Ergebnisse sollen bestandsbetreuenden Tierdrzten
als Interpretationshilfe bei Untersuchungen in geimpften und
ungeimpften Bestdnden dienen.

Material und Methoden

Bestinde und beprobte Tiere

Im vorliegenden Versuch wurden jeweils 18 Sauen aus zwei Betrie-
ben (Betrieb A und Betrieb B) eingeschlossen. Die Altersverteilung
ist in > Tabelle 1 aufgefiihrt. Beide Betriebe liegen im Hohenlohe-
kreis im norddstlichen Baden-Wiirttemberg.

Bei einer Screening-Untersuchung vier Monate vor Beginn
der Studie wurde die Eignung als Studienbetrieb iiberpriift. Diese
Untersuchung wurde mittels je zehn Blutproben/Betrieb durchge-
fithrt, die im Rahmen von Routinediagnostikmafinahmen in den
Bestdnden entnommen wurden.

Voraussetzungen fiir die Aufnahme in die Studie waren fiir
die Betriebe:
¢ klinisch Leptospiren-unverdédchtig
¢ nur einzelne, niedrige positive Leptospira spp. MAT-Titer
e bisher keine Impfung gegen Leptospiren
o Fruchtbarkeitsparameter im Normbereich (> Tab. 2)

Betrieb A ist ein Familienbetrieb mit ca. 450 Sauen (BW-,
Baden-Wiirttembergische Genetik) und angeschlossener Ferkelauf-
zucht, produziert wird im Drei-Wochen-Rhythmus. Die Jungsauen
werden auf dem eigenen Betrieb remontiert. Die Abferkelgruppen
bleiben in der Wartehaltung zusammen. Der Sauenbestand wird
alle drei bis vier Monate gegen das PRRS (porzine reproduktive und
respiratorische Syndrom)-Virus und Influenza geimpft. Die Impfung
gegen das porzine Parvovirus (PPV) und Erysipelothrix rhusiopathiae
(Ery) erfolgt terminorientiert alle vier bis fiinf Monate.

Betrieb B ist ebenfalls ein im Drei-Wochen-Rhythmus produ-
zierender Familienbetrieb mit ca. 500 Zuchtsauen (BHZP, Bun-
deshybridzuchtprogramm) und angeschlossener Ferkelaufzucht.
Die Wartehaltung erfolgt in der Grofigruppe. Die Sauen werden
bestandsweise alle 3,5 Monate gegen PRRSV und Influenza geimpft.
Die Impfung gegen PPV und Ery wird reproduktionsorientiert im
Abferkelstall durchgefiihrt.

Die Fiitterung erfolgt in beiden Betrieben mit hofeigenem
Getreide (Weizen und Gerste), zugekauftem Soja und Mineralfutter.

Die Identifikation der Sauen erfolgte iiber die betriebseigene
individuelle Ohrmarkennummer. In jedem der beiden Betriebe
wurden je 18 Tiere zur Teilnahme an der Studie ausgewdhlt und
randomisiert in eine 12-kdpfige Impfgruppe (IG) und eine 6-kdp-
fige Kontrollgruppe (KG) unterteilt. Die IGen beider Betriebe
wurden zur Grundimmunisierung zweimal im Abstand von vier
Wochen mit Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD Animal Health,
Boxmeer, NL) geimpft.

Impfstoff

Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD Animal Health, Boxmeer, NL)
ist ein kommerzieller, octavalenter Impfstoff zur aktiven Immuni-
sierung von Schweinen (Zuchtsauen) gegen Ery-Serotypen 1+2, das
porzine Parvovirus sowie folgende Leptospiren-Serovare (> Tab. 3):



Laut Herstellerangaben reduziert der Impfstoff

e die durch Leptospira interrogans-Serogruppe Pomona Serovar
Pomona verursachten klinischen Symptome, die Schwere der
Infektion und des fetalen Fruchttods.

e die durch Leptospira interrogans-Serogruppe Icterohaemorrhagiae
Serovare Copenhageni und Icterohaemorrhagiae verursachten
Infektionen.

e die durch Leptospira interrogans-Serogruppe Australis Serovar
Bratislava verursachten Infektionen.

e die durch Leptospira kirschneri-Serogruppe Grippotyphosa
Serovare Grippotyphosa und Bananal/Lianggunag verursachten
Infektionen.

e die durch Leptospira weilii-Serogruppe Tarassovi Serovar Vughia
verursachten Infektionen.

o die durch Leptospira borgpetersenii-Serogruppe Tarassovi Serovar
Tarassovi verursachten Infektionen.

Gemif der Zulassung wurden 2 ml des Impfstoffes intramuskuldr in
der Nackengegend appliziert. Dazu wurden sterile Einmalkaniilen
und eine Automatikspritze verwendet.

Beprobungsschema

Um den Verlauf der Serokonversion nach der Grundimmunisie-

rung erfassen zu konnen, wurden sechs Monate lang Blutproben

im Abstand von 28 Tagen entnommen. Damit sollte eine ausrei-

chend engmaschige Darstellung der MAT-Titerverldufe sichergestellt

sein, ohne die Tiere durch zu héufige Blutentnahmen {ibermiflig zu
belasten. Die Blutprobenentnahme erfolgte nach Fixierung mit der

Oberkieferschlinge aus der Vena jugularis externa. Das Blut wurde

unmittelbar nach der Entnahme per Express versandt und bei der

IVD Gesellschaft fiir Innovative Veterindrdiagnostik mbH, Seelze (im

Weiteren kurz: IVD GmbH) zentrifugiert. Dort wurden die Proben

auch mittels MAT untersucht und je eine Riickstellprobe asserviert.

Zu den Impfzeitpunkten und im Anschluss erfolgten im vierwdchi-

gen Abstand Blutprobenentnahmen (BP) bei allen Sauen (> Tab. 4).

An drei Terminen musste vom 28-tégigen Beprobungsintervall
abgewichen werden.

e BP4 (Tag 89): Die Blutprobenentnahme wurde wegen des Abfer-
keltermins der Sauen am geplanten Versuchstag um fiinf Tage
nach hinten verschoben. (33 Tage Beprobungsintervall)

e BP6 (Tag 142): Die Blutprobenentnahme musste aufgrund der
Verhinderung eines Landwirts um zwei Tage nach hinten ver-
schoben werden (30 Tage Beprobungsintervall).

e BP7 (Tag175): Die Blutprobenentnahme verschob sich aufgrund
der Erkrankung des Probennehmers um eine Woche nach hinten
(35 Tage Beprobungsintervall).

Die Terminverschiebungen wurden immer fiir beide Bestdnde vor-
genommen, um die Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse
zu gewdhrleisten.

Entgegen der Planung entschloss sich der Landwirt von
Betrieb A acht Tage vor der letzten Blutprobenentnahme (Tag 188)
zu einer Bestandsimpfung mit Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD
Animal Health, Boxmeer, NL) und impfte alle Tiere seiner Sauen-
herde inklusive aller Studientiere sowohl aus der IG als auch aus
der KG. Aus diesem Grund beinhalten die Auswertungen teilweise
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nur die Ergebnisse der Beprobungszeitpunkte BP1 bis einschliefilich
BP7. Nur fiir die Gegeniiberstellung der Betriebe mittels Boxplot
und bei der Betrachtung der Effekte der Boosterimpfung wurden
die Ergebnisse von BP8 einbezogen.

Fiir die Beschreibung einzelner Ergebnisse wurden die Sauen
nach Betrieb, Gruppenzugehorigkeit und fortlaufender Nummer
benannt. So erhielt die erste beprobte Sau der Impfgruppe aus
Betrieb A die Bezeichnung A-IG-01, die dritte beprobte Sau der
Kontrollgruppe aus Betrieb B wird mit B-KG-03 bezeichnet usw.

Laboruntersuchungen

Die Blutproben wurden bei der IVD GmbH asserviert und unter-
sucht. Die IVD GmbH ist ein nach DIN EN ISO/IEC 17025 akkre-
ditiertes Priiflabor und DVG-Konsiliarlabor fiir Leptospira spp.
Die Proben wurden mittels MAT geméfy OIE-Manual neu WOAH
(2021) auf die in > Tabelle 5 dargestellten Leptospiren-Serovare
untersucht.

Die nachfolgende Beschreibung der Ergebnisse fokussiert sich
besonders auf die in der Schweineproduktion relevanten Leptospi-
ren-Serovare Bratislava und Pomona (Tizard 2021). Des Weiteren
wurden aber auch die in der Routinediagnostik hiufiger anzutref-
fenden Serovare Australis, Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae sowie Tarassovi betrachtet. Die vier letztge-
nannten Serovare sind im Impfstoff enthalten, nicht aber die Sero-
vare Autumnalis und Australis, wobei die Serogruppe Australis aber
durch Bratislava (Stamm As-05-073) abgedeckt ist. Auf die ebenfalls
untersuchten Serovare Copenhageni, Hardjo und Saxkoebing wird
im Rahmen dieser Studie nicht mehr eingegangen.

Da gemifl WOAH Titer ab 1:100 als beweisend fiir einen Kon-
takt mit Leptospiren gelten (OIE 2021), werden niedrigere Titer
als 1:100 gewdhnlich nicht spezifiziert und als < 1:100 angegeben.
In alle Berechnungen und Darstellungen der vorliegenden Publi-
kation flossen diese Ergebnisse aus Griinden der Praktikabilitét
als ,,0¢ ein.

Statistik

Die Gruppengrdfien wurden vor Beginn der Studie mittels Fall-
zahlschdtzung fiir einen zweiarmigen Versuch Impfgruppe vs.
ungeimpfte Kontrollgruppe mit der Primérvariablen ,,MAT-Ti-
terhohe“ bestimmt. Hierzu wurde, wie fiir Orientierungsstu-
dien iiblich, ein sehr grofer Gruppenunterschied (nach Cohan)
angenommen und wegen der ungeimpften Kontrollgruppe ein
unbalanciertes Studiendesign gewahlt. Sdmtliche statistischen
Berechnungen erfolgten durch MD-research (Pullach im Isartal,
D) mittels des validierten Programms Testimate Version 6.5. (IDV
Datenanalyse und Versuchsplanung, D). Alle Zwischengruppen-
vergleiche erfolgten deskriptiv mit dem nicht-parametrischen
Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test. Die Gruppenunterschiede wur-
den mit der dazugehdrigen Effektgrofie (Mann-Whitney-Statistik)
interpretiert. Fiir die statistische Auswertung bzw. die Betrachtung
der Mittelwerte wurden die MAT-Titerwerte auf Basis 2 logarith-
miert, um eine Vergleichbarkeit zu erreichen und die Einfliisse
der exponentiellen Anstiege bei Titerverdiinnungsverfahren aus-
zugleichen. Fiir die Beschreibung von Einzelergebnissen wurde
aber der im Befund ausgewiesene MAT-Titer als Verdiinnungs-
stufe (1:100/1:400 usw.) verwendet. » Tabelle 6 zeigt zur »
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besseren Einschitzung, welche Titerwerte umgerechnet welche
Log2-Werte ergeben.

Genehmigung
Das Versuchsvorhaben wurde am 18.05.2021 unter dem AZ RPS35-
9185-100/226 durch das Regierungsprésidium Stuttgart genehmigt.

Tab. 4: Zeitplan

Zeitpunkt | Tiergruppe |Tatigkeit
KG Blutprobenentnahme 1 (BP1)
Tag0 IG Blutprobenentnahme 1 (BP1)
IG 1. Impfung Porcilis® Ery+ Parvo+ Lepto
KG BP2
Tag 28 1G BP2
IG 2. Impfung Porcilis® Ery+ Parvo+ Lepto
KG BP3
Tag 56
IG BP3
KG BP4
Tag 89*
1G BP4
KG BP5
Tag 112
1G BP5
KG BP6
Tag 142*
IG BP6
KG BP7
Tag 175*
1G BP7
KG Bestand A | Impfung Porcilis® Ery+ Parvo+ Lepto
Tag 188 e
IG Bestand A | Impfung Porcilis® Ery+ Parvo+ Lepto
KG BP8
Tag 196
1G BP8

* Diese Versuchstage zeigen eine Abweichung vom 28-tédgigen Beprobungsintervall.

Tab. 5: Untersuchte Leptospiren-Serogruppen und Serovare
mittels MAT

Serogruppe (Abkiirzung) Serovar
. Australis

Australis (AUS) -
Bratislava

Autumnalis (AUT) Autumnalis

Canicola (CAN) Canicola

Grippotyphosa (GRI) Grippotyphosa
Copenhageni

Icterohaemorrhagiae (ICT) T

Pomona (POM) Pomona
. Hardjo
Sejroe (SEJ) -
Saxkoebing
Tarassovi (TAT) Tarassovi

Tab. 6: Umrechnung Verdiinnungsstufen MAT-Titer in Log2

MAT-Titer
Log2-Titer

<100
0

100
6,6

200
7,6

400
8,6

800
9,6

1.600  23.200
10,6 11,6

Ergebnisse

Screening-Ergebnisse

Etwa vier Monate vor Beginn der Studie wurden in beiden Betrieben
zehn Blutproben von beliebigen Sauen verschiedener Altersgruppen
mittels MAT untersucht. Die Ergebnisse sind in » Tabelle 7 darge-
stellt. Alle anderen Ergebnisse lagen < 1:100.

MAT-Ergebnisse der Studie

Impfgruppen: Anzahl Seroreagenten pro MAT-Titerstufe
Wie viele Tiere der Impfgruppen pro Beprobungszeitpunkt in wel-
cher Hohe serokonvertiert hatten, zeigen die Grafiken in » Abbil-
dung 1. Die vertikalen Gitternetzlinien markieren Einzelergebnisse
der jeweiligen Impfgruppen (jeweils n = 12), die Farben stellen die
verschiedenen TiterhShen dar. Zum Beispiel serokonvertierten am
Zeitpunkt von BP2 insgesamt sechs Tiere gegeniiber der Serovar
Australis, davon zwei Tiere mit einem Titer von 1:100, jeweils ein
Tier mit 1:200 und 1:400 und zwei Tiere mit 1:800.

Zum Zeitpunkt der ersten Impfung (BP1) gab es insgesamt
fiinf Tiere mit MAT-Titern = 100: im Bestand A dreimal mit Bra-
tislava (2 x 1:100; 1 x 1:100) und einmal mit Canicola (1:100);
im Bestand B ein einzelner Bratislava-Titer (1:100). Die MAT-Titer
all dieser fiinf Sauen stiegen im weiteren Verlauf der Beprobungen
durchweg an und erreichten Titerhdhen zwischen 1:200 und 1:1.600.

Im Anschluss daran zeigten sich schon innerhalb von vier
Wochen nach der ersten Impfung (Zeitpunkt BP2) deutlich mehr
positive Ergebnisse. Die hdchsten MAT-Titer und die meisten Sero-
reagenten gab es bei der Serogruppe Australis (Serovare Bratislava
und Australis) sowie bei der Serovar Canicola. Keine Serokonversion
zeigte sich in beiden Betrieben direkt nach der ersten Impfung bei
der Serovar Tarassovi, im Bestand A zusétzlich auch bei den Sero-
varen Autumnalis und Pomona.

Die Anzahl der Seroreagenten war in beiden Bestidnden vier
Wochen nach der zweiten Impfung zum Zeitpunkt von BP3 am
hochsten, hier wurden aufierdem die hochsten Einzeltiterwerte von
bis zu 1:3.200 erreicht. Alle Tiere serokonvertierten gegeniiber der
Serogruppe Australis (Serovare Bratislava und Australis). Grofiten-
teils positive Ergebnisse mit teilweise sehr hohen Einzel-MAT-Titern
zeigten sich auch bei den anderen Serovaren mit Ausnahme der
Serovar Autumnalis, bei der es nur drei bzw. vier Seroreagenten
mit niedrigen MAT-Titern gab.

Bis zum Zeitpunkt von BP5 gingen Anzahl und Héhe der positi-
ven MAT-Titer deutlich zuriick. Im Bestand B gab es im Vergleich zu A
bis zum Ende mehr Serovare mit einzelnen positiven MAT-Titern, die
teils auch hoher als 1:100 lagen. Die MAT-Titer der Serovar Bratislava
blieben in beiden Besténden am lingsten und héchsten im positiven
Bereich, im Bestand A weniger deutlich ausgeprégt als im Bestand B.

Mittelwerte (MW) der Impfgruppen (1G)

Die beiden Grafiken in » Abbildung 2 zeigen den Verlauf der Sero-
konversion anhand der Mittelwerte der zur Basis 2 logarithmierten
(Log2) MAT-Titer. Dargestellt sind nur die Beprobungszeitpunkte
von BP1 bis BP7, auf BP8 wird spiter noch gesondert eingegangen.
Zu beriicksichtigen sind teilweise hohe Standardabweichungen, die
die individuell schwankenden, serologischen Reaktionen der ein-



zelnen Sauen abbilden und die sich in der Darstellung der Einzel-
ergebnisse (> Abb. 1) bereits angekiindigt hatten. Die statistische
Einordnung ist mittels Boxplots weiter unten beispielhaft fiir die
Serovare Bratislava und Pomona dargestellt. Die Impfgruppen der
beiden Betriebe verhielten sich bei der Betrachtung der Mittelwerte
dhnlich, weisen aber auch Unterschiede auf. Wie bereits aus den ers-
ten beiden Abbildungen ersichtlich, starteten die durchschnittlichen
Log2-MAT-Titer der Serovar Bratislava in den Impfgruppen beider
Bestdnde nicht bei null, im Bestand A galt das auch fiir Canicola.

Bereits vor der zweiten Impfung serokonvertierte ein Teil der
Studientiere gegeniiber den meisten Serovaren mit Ausnahme von
Tarassovi (Bestand B) bzw. Tarassovi, Autumnalis und Pomona
(Bestand A), die erst im Anschluss an die zweite Impfung (zwi-
schen BP2 und BP3) anstiegen. Der hchste Log2-MAT-Mittelwert
wurde von allen Serovaren am Zeitpunkt von BP3, also vier Wochen
nach der zweiten Impfung, erreicht. Im Anschluss fielen die Werte
bis zum Zeitpunkt von BPS5, also zwolf Wochen nach der zweiten
Impfung, mehr oder weniger schnell ab.

Fiir die Serovar Bratislava wurden in beiden Besténden durch-
weg die hochsten Mittelwerte erreicht, nur im Bestand A lag die
genetisch nahverwandte Serovar Australis am Zeitpunkt von BP3
minimal héher. Bratislava zeigte auflerdem den langsamsten Abfall
nach dem Peak acht Wochen nach der ersten Impfung und blieb in
beiden Bestdnden bis zum Ende der Beobachtungszeit im positi-
ven Bereich, wobei die MAT-Titer-Werte im Bestand B auf einem
hoheren Niveau sistierten als im Bestand A.

Die Log2-MAT-Mittelwerte der Serovare Australis, Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa und Tarassovi verliefen zwi-
schen den Beprobungszeitpunkten BP1 und BP5 sehr &hnlich. Beach-
tenswert ist der Verlauf bei der Serovar Australis, die nicht im Impf-
stoff enthalten ist, aber wie Bratislava zur Serogruppe Australis gehort
und in der Spitze einen Log2-MAT-Mittelwert von ca. 8 erreichte,
was einer Verdiinnungsstufe von etwa 1:200 bis 1:400 entspricht. Im
Gegensatz dazu erreichte die ebenfalls nicht im Impfstoff enthaltene
Serovar Autumnalis einen maximalen Log2-MAT-Mittelwert von
2 bzw. 3 (Verdiinnungsstufe deutlich < 1:100). Nur wenig hdher
lag der Log2-MAT-Mittelwert in beiden Bestédnden fiir die Serovar
Pomona, die im Impfstoff enthalten ist. Keine der untersuchten
Serovare blieben an allen Beprobungszeitpunkten auf der Nulllinie.

An den letzten Beprobungszeitpunkten von BP5 bis BP7 tra-
ten kleine Unterschiede zwischen den Bestéinden auf. Im Bestand B
fielen die Log2-MAT-Mittelwerte zum Ende hin langsamer ab als
im Bestand A. Alle Serovare des Bestandes B blieben im positiven
Bereich, wihrend im Bestand A die Nulllinie am letzten Bepro-
bungszeitpunkt von den Serovaren Autumnalis, Grippotyphosa und
Tarassovi erreicht wurde. Bei der Betrachtung der Kurven in diesem
Bereich ist zu bedenken, dass Log2-Werte von unter 6,6 einem tat-
sdchlichen MAT-Titer von < 1:100 entsprechen, die Unterschiede
daher nicht grof} sind. Es fiel auf, dass der durchschnittliche Log2-
MAT-Titer der Serovar Icterohaemorrhagiae in beiden Bestdnden
zwischen den beiden letzten Beprobungszeitpunkten nochmal leicht
anstieg, weniger ausgeprégt zeigte sich dieser Effekt auch bei Pomona.

MAT-Ergebnisse der Kontrollgruppen
Wie bereits in den Screeninguntersuchungen deutlich wurde, han-
delte es sich bei beiden Betrieben nicht um Leptospira spp. negative
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Tab. 7: Anzahl und Verdiinnungsstufen positiver MAT-Titer
in den Screeninguntersuchungen vor Beginn der Studie

Serovar Bestand A Bestand B
Australis 1x1:100

Autumnalis 3x 1:100

Bratislava 3 x 1:100

Grippotyphosa 2 x 1:100, 1 x 1:400

Alle anderen Ergebnisse lagen < 1:100.

Herden. Im Einzelnen serokonvertierten drei Sauen der KG von
Betrieb A und fiinf Sauen der KG von Betrieb B im Beobachtungs-
zeitraum. Verlauf und Hohe von MAT-Titern = 1:100 aus den KG
der beiden Betriebe sind detailliert in » Tabelle 8 dargestellt:

Bei den ungeimpften Sauen traten die hdufigsten Serokonversio-
nen bei der Serovar Bratislava auf. Die MAT-Titer erreichten maximal
1:400 und traten sowohl kontinuierlich als auch diskontinuierlich
auf. Daneben wurden einzelne positive MAT-Titer bei den Serovaren
Autumnalis, Canicola und Icterohaemorrhagiae detektiert, Letztere
nur im Bestand A. Bei den Untersuchungen auf die Serovare Grip-
potyphosa, Pomona und Tarassovi gab es in beiden KG wéhrend des
Beobachtungszeitraums keine Reagenten. In den KG beider Betriebe
kamen insgesamt vier Tiere vor (drei Tiere aus Bestand A, ein Tier
aus Bestand B), die wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums
auf keine der untersuchten Serovare reagiert hatten.

Ergebnisse mit MAT-Titern <1:100

Sowohl in der IG als auch der KG gab es in beiden Betrieben Tiere,
die im gesamten Verlauf der Untersuchung auf einzelne Serovare
keine MAT-Titer = 1:100 zeigten. Im Gegensatz zu den KG gab es in
den IG aber kein einziges Tier, das {iber alle Serovare und an allen
Beprobungszeitpunkten durchweg Titer < 1:100 hatte. » Tabelle 9
zeigt die Anzahl der Tiere in beiden Gruppen und Bestidnden, die
im MAT konstant Titer < 1:100 zeigten.

Alle Tiere in der IG reagierten auf die Serovar Bratislava, wohin-
gegen drei Tiere (Bestand A) bzw. zwei Tiere (Bestand B) der KG
tiber den gesamten Beprobungszeitraum (196 Tage/6,5 Monate)
negativ gegeniiber der Serovar Bratislava blieben.

Gegeniiberstellung der Betriebe hinsichtlich der Serovare
Bratislava und Pomona
In den » Abbildungen 3 und 4 sind die Log2-MAT-Ergebnisse fiir
die Serovare Bratislava bzw. Pomona mittels Boxplots fiir die beiden
Betriebe gegeniibergestellt. Die Ergebnisse fiir den Zeitpunkt von
BP8 (acht Tage nach dritter Impfung der IG im Bestand A/erste
Impfung der KG von Betrieb A) wurden hier ebenfalls dargestellt.

Beide IG erreichten jeweils hohere Maximal- wie auch Medi-
anwerte als die vergleichbaren KG, teils zusétzlich noch mit Ausrei-
fern. Die Interquartilsabstéinde, also der Bereich, in dem sich die
mittleren 50 % der Daten befinden, sind in den IG eher geringer
als in den KG. Das bedeutet, dass durch Impfung die Streuung der
individuellen Antikérperantwort komprimiert wird.

Besonders deutlich ist das der Fall an den Zeitpunkten
von BP2 bis BP5, im Betrieb B bis BP6. In dieser Zeitspanne von
vier bis 16 Wochen nach der ersten Impfung zeigt sich der »
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Abb. 1: Anzahl Tiere pro MAT-Titerstufe = 100 in der Impfgruppe (IG) von Betrieb A (a) und BetriebB (b).

BP =Beprobungszeitpunkt; Aus = Australis, Bra = Bratislava, Aut = Autumnalis, Can = Canicola, Gri = Grippotyphosa, Ict = Icterohaemorrhagiae, Pom = Pomona, Tar = Tarassovi



wesentliche An- und Abstieg der durchschnittlichen Log2-MAT-Titer
(ersichtlich auch in » Abb. 1), hier liegen auch die mittleren 50 %
der Daten der IG vergleichsweise nah beieinander und die Maxima
erreichen die hochsten Werte. Die Mediane der beiden IG differieren
bis zum Beprobungszeitpunkt BP6 nur wenig, am Zeitpunkt von BP7
wird der stdrkere und schnellere Abfall der MAT-Titer der Serovar
Bratislava im Bestand A deutlich, wiahrend der Median von Bestand B
nahezu unverindert hoch bleibt. Entsprechend steigen die Interquar-
tilsabstéinde im Betrieb A am Zeitpunkt von BP6, im Betrieb B erst
am Zeitpunkt von BP7, hier beginnen die einzelnen MAT-Titer also
wieder stédrker zu streuen. Am achten und letzten Beprobungszeit-
punkt sind die Mediane der beiden IG dann weit voneinander entfernt.
Der Median der IG von Bestand B sinkt auf die Nulllinie, obwohl die
Spannweite noch grof} ist. Die IG von Bestand A erreicht dagegen
acht Tage nach der Boosterimpfung bei geringem Interquartilsabstand
den hochsten Median.

In der KG beider Betriebe liegt der Median nur am Zeitpunkt
von BP2 {iber null, und zwar in gleicher H6he und - abgesehen von
einem Ausreifler im Bestand A - mit gleichem Interquartilsabstand.
Ansonsten zeigen sich an allen Beprobungszeitpunkten das Minimum
bei null und Maxima von unter Sieben aufier einem Einzelwert von
8,64 (entspricht einem Titer von 1:400) am Zeitpunkt von BP2. Im
Bestand A fallen die hohen MAT-Titer-Werte der KG am Zeitpunkt BP8
auf, diese Tiere hatten acht Tage zuvor ihre erste Impfung erhalten.

Die Boxplots der Serovar Pomona unterscheiden sich deutlich
von denen der zuvor betrachteten Serovar Bratislava. Die KGen
blieben insgesamt auf der Nulllinie, zu keinem Beprobungszeit-
punkt ist eine Serokonversion darzustellen. Der einzige Median
der IG, der iiber null lag, fand sich im Bestand A am Zeitpunkt von
BP3, acht Wochen nach der ersten Impfung. Im Bestand B liegt
ein Einzelwert als Maximum zu diesem Zeitpunkt leicht héher als
im Bestand A. Vier Wochen spdter ist das wieder umgekehrt, im
Bestand B bleibt es dann in der IG bis zum letzten Beprobungszeit-
punkt von BP8 gleichmifig bei einem einzelnen positiven Log2-
MAT-Titer. Im Bestand A sinken Anzahl und Hohe der einzelnen
Log2-MAT-Titer bis zum Zeitpunkt von BP6 auf null, um dann
wieder zu steigen. Bemerkenswert ist die IG von Bestand A zum
Zeitpunkt von BP8, acht Tage nach der Boosterimpfung. Ein einzel-
ner Ausreifler liegt auf der Nulllinie, alle anderen Ergebnisse sind
deutlich hoher. Der Interquartilsabstand ist vergleichsweise gering,
der Median liegt wie das obere Quartil bei 9,65, was einem Titer von
1:800 entspricht, das Maximum erreicht einen Titer von 1:3.200.

Statistische Betrachtung der Unterschiede zwischen
Impf- und Kontrollgruppe
Zwischen den MAT-Titerergebnissen von Impf- und Kontrollgrup-
pen sind, wie bereits gezeigt, numerische Unterschiede darstell-
bar. Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test wurde gepriift, mit
welcher statistischen Sicherheit ein erhohter Titer in der IG im
Vergleich zur KG an einem bestimmten Beprobungszeitpunkt zu
erwarten ist. » Tabelle 10 zeigt, an welchen Beprobungszeitpunkten
die Log2-MAT-Titer der IG signifikant (p < 0,05) oder hochsignifi-
kant (p < 0,0001) hoher sind als in der KG.

Signifikante Unterschiede zwischen Serovaren und Betrieben
zeigten sich insbesondere am Zeitpunkt von BP3, an denen es nicht
nur die meisten Seroreagenten gab, sondern auch die MAT-Titer
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in den Impfgruppen die hdchsten Werte erreichen. Bei der Serovar
Bratislava und im Bestand A auch bei der Serovar Canicola waren
signifikante Unterschiede zwischen IG und KG schon am Zeitpunkt
von BP2 zu beobachten, wihrend das fiir die anderen Serovare erst
zum Zeitpunkt von BP3 der Fall ist. Im Betrieb B blieb Bratislava
in IG und KG bis zum Zeitpunkt von BP7 signifikant unterschied-
lich, im Betrieb A nur bis BP5. Lediglich hinsichtlich der Serovar
Autumnalis unterschieden sich IG und KG in keinem der Betriebe
und zu keinem Zeitpunkt signifikant.

MAT-Titer nach dritter Wiederholungsimpfung
Wie oben beschrieben, wurde die IG aus Betrieb A acht Tage vor der
achten und letzten Blutentnahme und knapp sechs Monate nach
der ersten Impfung erneut mit Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD
Animal Health, Boxmeer, NL) geimpft. Die geboosterte Impfgruppe
von Bestand A hatte nicht nur hohere Einzeltiterwerte, sondern auch
deutlich mehr Seroreagenten als die IG im Bestand B am letzten
Beprobungszeitpunkt BP8 (> Abb. 5). Die Anzahl der Seroreagenten
und die Hohe der MAT-Titer im Bestand A waren &hnlich hoch wie
die Peak-Ergebnisse am Zeitpunkt von BP3. Entsprechend stellten
sich auch Mittelwerte und Standardabweichungen der beiden IG
dhnlich unterschiedlich dar, die in > Abbildung 6 gegeniibergestellt
sind.

Die durchschnittlichen Log2-MAT-Titer vom Peak-Zeitpunkt
BP3 vier Wochen nach der zweiten Impfung lagen bei den Serovaren
Australis, Bratislava, Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae
und Pomona niedriger als zum Zeitpunkt von BP8, acht Tage nach
der dritten Wiederholungsimpfung. Umgekehrt verhielt sich das
bei Autumnalis und Tarassovi. Zu beachten ist das unterschiedliche
Niveau der Standardabweichungen, dargestellt durch die schwarzen
Linien iiber den Sdulen. Am Beprobungszeitpunkt von BP8 waren
die Standardabweichungen mit Ausnahme der Serovar Tarassovi
niedriger als am Beprobungszeitpunkt von BP3, besonders deut-
lich ist das bei Bratislava, Canicola und Icterohaemorrhagiae. Die
serologische Reaktion der einzelnen Tiere auf die dritte Impfung
streute bei diesen Serovaren in unserer Untersuchung nicht mehr
so stark wie nach der zweiten Impfung.

Diskussion

Auswahl der Betriebe/Ergebnisse Pre-Screening
Ziel der vorliegenden Studie sollte die Darstellung der Serokon-
version nach Grundimmunisierung im Feldbestand sein. Fiir Feld-
bestédnde ist das Vorkommen einzelner, niedriger Leptospira spp.
MAT-Titer, wie bereits ausgefiihrt, nicht ungewohnlich.
Tatséchlich zeigt die Untersuchung von Serumproben des Pre-
Screenings und vom Tag der ersten Impfung (BP1), dass beide
Bestidnde vor Beginn der Untersuchungen Feldkontakt zur Sero-
gruppe Australis (Serovare Australis bzw. Bratislava) hatten. Im
Bestand A tauchten zusitzlich auch MAT-Titer der Serovare Autum-
nalis und Canicola auf, im Bestand B der Serovar Grippotyphosa. In
beiden Besténden kann folglich schon vor Studienbeginn von einem
Erregerkontakt mit Leptospira spp. ausgegangen werden, ohne dass
es offensichtliche, tiberdurchschnittliche Fruchtbarkeitsprobleme
gegeben hat (> Tab. 2). Die beiden Betriebe reprisentieren also
eine Situation im Feld, die sich bei Uberlegungen zur Imple- »
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mentierung einer Impfmafinahme hdufig so darstellt und die fiir
unsere Untersuchungen praxisrelevante Ergebnisse erwarten ldsst.

Zum Zeitpunkt des Screenings fanden sich in beiden Sauen-
herden mehr und héhere MAT-Titer als zum Zeitpunkt der ersten
Impfung und Blutprobenentnahme zu Beginn der Studie (BP1).
Der Grund dafiir konnte in der Auswahl der Probentiere liegen: Die
Screening-Untersuchungen wurden an Blutproben durchgefiihrt, die
im Rahmen von Routinediagnostik-Mafinahmen genommen worden
waren und bei denen das Alter der Sauen nicht beriicksichtigt wurde.
Im Gegensatz dazu wurden in die Studie bevorzugt junge Sauen/
Jungsauen aufgenommen (» Tab. 1). Wie oben erwihnt, reagieren

chronisch infizierte Tiere im MAT hiufig negativ, sogar wenn sie
den Erreger noch ausscheiden (Strutzberg-Minder et al. 2018).
Dieses Phidnomen betrifft in einem endemisch infizierten Bestand
naturgemif eher dltere Sauen und war der Grund, warum wir fiir
unsere Untersuchungen junge Tiere gewdhlt haben. Bei jiingeren
Tieren ist es weniger wahrscheinlich, dass sie bereits eine Infektion
durchgemacht haben, und entsprechend geringer ist die Wahrschein-
lichkeit einer Interaktion vorhandener (Feld-) Antikdrper mit dem
Impfantigen. Die Persistenz maternaler Antikdrper wird von Millar
etal. (1987) mit bis zu zwdlf Wochen angegeben, diese sollten also
bei zuchtreifen Jungsauen nicht mehr vorhanden sein.

MW Log2 MAT Titer Impfgruppe Bestand A
10,000
e AUstralis
« 8,000 e AUtumnalis
P
i e Bratislava
'_
<< 6,000 .
S Canicola
(é‘o Grippotyphosa
S 4,000 ppotyp
= === |cterohaemorrhagiae
>
2,000 /\ =—Pomona
T arassovi
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H BP 1 BP 2 BP 3 BP 4 BP 5 BP 6 BP 7
MW Log2 MAT-Titer Impfgruppe Bestand B
10,000
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=
[ )
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%
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Abb. 2: Mittelwerte der Log2-MAT-Titer der einzelnen Serovare bei den geimpften Tieren (IG) in Betrieb A (a) und Betrieb B (b) im Verlauf der

Probennahmen
BP =Zeitpunkte der Blutentnahmen, MW = Mittelwert
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Tab. 8: MAT-Titer 2 1:100 einzelner Sauen der KG aus beiden Betrieben im Verlauf der Beprobungszeitpunkte

Sau Serovar BP1 BP2 BP3 BP4 BP5 BP6 BP7 BP8
Bratislava 100 400 200 100 100 100 200 400
Autumnalis 100
A-KG-01 -
Canicola 100
Icterohaemorrhagiae 400
A-KG-03 Bratislava 100 200 100 100
Bratislava 200 100 400
A-KG-04 Autumnalis 100
Icterohaemorrhagiae 200
B-KG-01 Bratislava 100
Australis 100 100 200
B-KG-02 :
Bratislava 100 200 100
Bratislava 100 100
B-KG-04 -
Autumnalis 100
B-KG-05 Bratislava 100 100 100
B-KG-06 Canicola 100 200 400 100

Tab. 9: Anzahl Tiere, die an simtlichen Beprobungszeitpunkten einen MAT-Titer von < 1:100 (negativ) aufwiesen

IG;n=24

Anz. Tiere mit MAT < 1:100
Serovar ?n = 12) ?n = 12) Ges.
Australis 0 1 1
Bratislava 0 0 0
Autumnalis 8 9 17
Canicola 1 1 2
Grippotyphosa 2 4 6
Icterohaemorrhagiae 2 5 7
Pomona 3 5 8
Tarassovi 2 5 7
Alle Serovare 0 0 0

KG;n =12
% Anz. Tiere mit MAT <1:100 %

A B

(n=6) (n=6) Ges.
42 6 5 1 91,7
0 3 2 41,7
70,8 3 5 66,7
8,3 5 5 10 83,3
25 6 6 12 100
29,2 5 6 1 91,7
33,3 6 6 12 100
29,2 6 6 12 100
0 3 1 4 33

MAT-Ergebnisse im Studienverlauf

» Abbildung 1 veranschaulicht die grofien individuellen Unterschiede
in Hiufigkeit und Hohe der serologischen Reaktion nach der Grund-
immunisierung der IG. In der KG zeigten sich dagegen eher einzelne
niedrige Titer (> Tab. 8), die im Wesentlichen der Situation vor
Impfbeginn entsprechen. Signifikante Unterschiede bei Hiufigkeit
und Hohe der Serokonversion waren vor allem am Zeitpunkt von
BP3 feststellbar, nur bei der Serovar Bratislava zeigte sich diese
Signifikanz ldnger. Insgesamt konnte in dieser Studie beobachtet
werden, dass grundsétzlich eine Serokonversion gegeniiber den im
Impfstoff enthaltenen Serovaren zu erwarten ist. Diese These wird
gestiitzt durch die statistische Beurteilung der gegeniibergestellten
MAT-Befunde aus den Impf- und Kontrollgruppen (> Tab. 10). Zu
berticksichtigen sind die Unterschiede der serologischen Reaktion
auf die verschiedenen Serovare. Jacobs et al. (2015b) stellten die
hochsten MAT-Titer bei den Serogruppen Australis und Canicola
sechs Wochen nach der Impfung fest, wihrend die Serogruppen

Tarassovi und Icterohaemorrhagiae keine oder niedrige MAT-Titer
induzierten. Dobson und Davos (1975) bestiitigen eine schwache
und kurzfristige Serokonversion gegeniiber den Serovaren Pomona
und Tarassovi nach zweimaliger Impfung.

Ein Zeitpunkt von etwa vier Wochen nach der zweiten Impfung
erscheint nach unseren Untersuchungen vorteilhaft, um die serologi-
sche Reaktion in einer Sauenherde nach Impfung darzustellen. Ahn-
lich wie in der vorliegenden Studie beobachteten Dobson und Davos
(1975) den Hohepunkt der Serokonversion zwei bis vier Wochen
nach der zweiten Impfung. Schommer et al. (2021) fanden die meis-
ten positiven und auch die hchsten MAT-Titer vier Wochen nach
der Grundimmunisierung mit einem zu unserer Vakzine vergleich-
baren polyvalenten Impfstoff. Jacobs et al. (2015b) untersuchten
Proben zwei Wochen nach der zweiten Impfung der Grundimmu-
nisierung mit Porcilis® Ery + Parvo + Lepto (MSD Animal Health,
Boxmeer, NL) und konnten hier deutliche MAT-Titer im Vergleich
zur ungeimpften Kontrollgruppe darstellen. >
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Tab. 10: Statistische Auswertung der Unterschiede in der Log2-MAT-Titerhdhe zwischen Impf- (1G) und Kontrollgruppe

(KG) der beiden ausgewerteten Betriebe

Australis

Autumnalis
Bratislava

Canicola
Grippotyphosa
Icterohaemorrhagiae
Pomona

Tarassovi

+ signifikant (p < 0,05); ++ hochsignifikant (p < 0,0001)

Die KG représentiert in der vorliegenden Studie ungeimpfte
Tiere und damit die bisherige Situation in den beiden Betrieben.
Verglichen mit der Gesamtzahl der Sauen in beiden Betrieben (ca.
950 Sauen) war unser KG klein und erlaubt keine verallgemeinernden
Schlussfolgerungen. In unseren Untersuchungen gab es einzelne,
niedrige MAT-Titer in der KG, die nur mit einem parallel stattfin-
denden Felderregerkontakt zu erkldren sind. Eine Ausscheidung von
Impfantigen ist bei dem verwendeten (Tot-) Impfstoff nicht mdglich.
Kreuzreaktionen mit anderen Organismen sind unwahrscheinlich,
denn die Spezifitit des MAT gilt als hoch (WOAH 2021).

Interferenzen zwischen Impfung und Feldinfektion
Fiir eine Unterscheidung von Impf- und Feldtitern gibt es keine Anhalts-
punkte, eine Unterscheidung zwischen geimpften und ungeimpften
Tieren ist nicht moglich (Strutzberg—Minder und Kreienbrock 2011).
Da Leptospiren durch die Impfung nicht aus einem Bestand elimi-
niert werden konnen und auch geimpfte Tiere den Erreger tragen und
ausscheiden (Tizard 2021), kommt in Impfbestinden hiufig auch
gleichzeitig Feldantigen vor. Einzelne, niedrige Bratislava-MAT-Titer
sind - wie bereits ausgefiihrt (Strutzberg-Minder et al. 2018) - nicht
ungewthnlich und auch nicht notwendigerweise mit klinischen Proble-
men assoziiert. Es ist aber zu vermuten, dass die verbreitete Pravalenz
der Serovar Bratislava einen Einfluss auf die serologische Reaktion
nach Impfung hat. Ahnlich wie bei anderen Erregern - z. B. Mesomyco-
plasma hyopneumoniae (Grosse Beilage et al. 2005) —koénnte nach einem
Felderregerkontakt geimpfter Tiere im Vergleich zu ungeimpften eine
schnellere und hohere Serokonversion zu erwarten sein. In der Literatur
ist bezliglich Leptospira spp. aber der gegenteilige Effekt beschrieben:
Morsi et al. (1973) konstatierten bei geimpften Tieren nach Chal-
lenge eine niedrigere Serokonversion im MAT als bei ungeimpften Tie-
ren. Auch Whyte et al. (1982) stellten fest, dass eine vorausgehende
Impfung die MAT-Antwort auf eine Feldinfektion reduzierte. Jacobs
etal. (2015a) wiesen bei geimpften Tieren ebenfalls einen niedrige-
ren MAT-Titer gegen mehrere Serovare nach Challenge fest als bei
ungeimpften Tieren, ebenso eine niedrigere Serokonversionsfrequenz.
Ob diese Feststellungen auch umgekehrt gelten, also ob Tiere,
die zuvor Feldkontakt mit Leptospira spp. hatten, mdglicherweise
mit einer schwicheren Serokonversion auf die Impfung reagieren,

bleibt offen. Unsere Untersuchungen lieferten keine Hinweise
darauf; wir konnten keine augenscheinlichen Unterschiede in der
serologischen Reaktion nach Impfung zwischen zuvor serologisch
positiven und negativen Tieren feststellen. Neben der geringen
Anzahl dieser Probanden ist zu beriicksichtigen, dass als ,,nega-
tiv“ gefiihrte Tiere MAT-Titer < 1:100 aufgewiesen haben kdnnten
oder dass sie zuvor schon positiv gewesen sein konnten. Sicher
ist, dass u. a. die Serovar Bratislava in beiden Bestdnden schon vor
Studienbeginn vorgekommen ist und bei allen Tieren die Moglich-
keit besteht, dass sie schon zuvor Kontakt zu dieser hierzulande
endemischen Serovar hatten. Im Gegensatz dazu ist die Serovar
Pomona nicht sehr verbreitet; wir konnten in ungeimpften Tieren
keine Pomona-MAT-Titer nachweisen und dementsprechend ist
ein Kontakt vor oder wihrend der Studie eher unwahrscheinlich.
Die Unterschiede bei vorausgehenden und/oder wéhrend der
Studie stattfindenden Erregerkontakten kdnnten der Grund sein
fiir die Unterschiede in der Immunantwort zwischen den beiden
Betrieben, insbesondere an den letzten drei Beprobungszeitpunkten
BP6 bis BP8. Bei der Betrachtung der Mittelwerte der serologischen
Verliufe (> Abb. 2) fillt auf, dass einzelne Serovare zunichst abfal-
len, um dann wieder - wenn auch nur leicht - anzusteigen. Dass
ein einzelner, individueller Titer ldnger persistiert oder langsamer
abfillt, wére nicht ungewohnlich; MAT-Resultate sind immer als
Bestands-/Gruppenuntersuchung zu interpretieren (Ellis 2015). Ein
Anstieg kann aber nur mit Feldkontakt erkldrt werden und mog-
licherweise in geimpften Tieren auch deutlicher ausfallen. Es ist
anzunehmen, dass die Konfrontation mit Felderregern in den Betrie-
ben A und B unterschiedlich verlaufen ist; hier liegt vermutlich der
Grund fiir die Unterschiede an den letzten drei Beprobungszeitpunk-
ten. Neben der Stimulation einer spezifischen Antikdrperantwort
auf eine bestimmte Serovar kann v. a. die schnelle, unspezifische
Immunantwort auch MAT-Titer anderer Serovare verursachen.
Bei der Beurteilung serologischer Ergebnisse von Zuchtsauen
im pré- und postpartalen Zeitraum ist immer auch zu beriicksich-
tigen, dass die Sau einige Tage vor der Geburt damit beginnt, IgG
aus dem Blut in der Milchdriise zu konzentrieren, gleichzeitig sinkt
die IgG-Konzentration im Serum der Sau (Butler et al. 2006). Dies
diirfte sich auch auf die MAT-Titerergebnisse auswirken, sodass »
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Anzahl Tiere pro MAT-Titerstufe > 1:100

E— Impfgruppe Bestand A (BP8)

Serovar
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Anzahl Tiere pro Titerstufe > 1:100
Impfgruppe Bestand B (BP8)
Probenbez
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Abb. 5: Anzahl Tiere pro MAT-Titerstufe > 100 in der Impfgruppe (IG) von Betrieb A (a) und von Betrieb B (b) zum Zeitpunkt von BP8

BP =Beprobungszeitpunkt; Aus = Australis, Bra = Bratislava, Aut = Autumnalis, Can = Canicola, Gri = Grippotyphosa, Ict = Icterohaemorrhagiae, Pom = Pomona, Tar = Tarassovi

die MAT-Titer von Sauen rund um die Geburt niedriger sein kénnten
als wihrend der Trichtigkeit.

Unterschiede in der Serokonversion gegeniiber
verschiedenen Serovaren nach Impfung

Eine Serokonversion gegen die Serogruppe Australis war in unserer
Untersuchung bei allen Tieren und mit hohen MAT-Titern nach-
weisbar. Nach Impfung mit einer Bratislava-Vakzine dokumen-
tierten Ellis et al. (1989) ebenfalls eine schnelle Serokonversion
seronegativer Schweine (Titer < 1:100) im MAT bereits nach erster,
noch deutlicher nach zweiter Impfung. Schommer et al. (2021)
berichteten ebenfalls von nahezu 100 % Seroreagenten gegeniiber
der Serovar Bratislava nach Impfung mit einem in Europa nicht
zugelassenen Dreifach-Kombinationsimpfstoff. Jacobs et al. (2015a)
registrierten zwei Wochen nach der zweiten Impfung mit Porci-
lis® Ery + Parvo + Lepto (MSD Animal Health, Boxmeer, NL) eine
deutliche Serokonversion gegeniiber den Serovaren Canicola und
Australis/Bratislava.

Auf die Serogruppe Pomona reagierten in unserer Untersu-
chung dagegen nur wenige Tiere, zusdtzlich blieben die MAT-Titer
in einem vergleichsweise niedrigen Bereich. Dass Hiufigkeit und
Hohe der MAT-Titer nach zweimaliger Impfung gegen die Serovar
Pomona eher niedrig ausfallen, wird von mehreren Autoren bestétigt
(Dobson und Davos 1975, Whyte et al. 1982, Sanford und Morris
1990, Jacobs et al. 2015b, Schommer et al. 2021).

Unsere Ergebnisse zum MAT-Serokonversionsverlauf nach Imp-
fung entsprechen im Grofien und Ganzen denen anderer Autoren,
bei der Betrachtung von Details gibt es aber Unterschiede. Beim
Vergleich von Ergebnissen verschiedener Studien zu Leptospiro-
se-Impfungen ist immer zu beriicksichtigen, dass ein unterschied-
licher Studienaufbau, unterschiedliche Antigene, unterschiedliche

Adjuvanzien der eingesetzten Impfstoffe und nicht zuletzt auch
unterschiedliche Verfahren in den Untersuchungslaboren einen
entscheidenden Einfluss haben kénnen. Altere Untersuchungen
wurden z. B. meist mit Vakzinen durchgefiihrt, die nur gegen ein
oder zwei Serovare gerichtet waren (Hanson et al. 1972, Morsi et al.
1973, Whyte et al. 1982, Ellis et al. 1989) und die nicht so einfach mit
den modernen polyvalenten Impfstoffen verglichen werden sollten.

Unterschiede in der Serokonversion gegeniiber
verschiedenen Serovaren nach Feldinfektion oder
Challenge

Im Gegensatz zur schwachen serologischen Antwort nach Impfung
beschreiben verschiedene Autoren sehr hohe MAT-Titer nach einer
Challenge-Infektion mit der Serogruppe Pomona (Fish et al. 1963,
Sebek et al. 1983, Jacobs et al. 2015b), wihrend Hathaway et al.
(1983) nur miRige MAT-Titer bis 1:400 nach Pomona-Challenge
beobachten konnten. Kurz nach einer Feldinfektion berichten Saravi
et al. (1989) von exorbitanten Pomona-MAT-Titern bis 1:25.600,
niedrigere Titer persistierten in diesem Bestand tiber mehrere Jahre.
Waldmann (1990) beschreibt in einem Bestand mit Abortproblema-
tik lang anhaltende Pomona-MAT-Titer bis 1:3.200. Die serologische
Reaktion auf Impfung oder Infektion kdnnte bei dieser Serovar also
unterschiedlich sein. Ob sich diese Unterschiede nach mehrfachen
Boosterimpfungen nivellieren, bleibt offen. Die deutlich héhere
serologische Reaktion der geboosterten Tiere aus Bestand A zum
Zeitpunkt von BP8 konnte ein Hinweis darauf sein. Fiir eine gesi-
cherte Aussage ist aber erstens die Anzahl der Tiere zu gering und
zweitens erlaubt auch der ungleiche Abstand zwischen Impfungen
und Blutprobenentnahmen keine diesbeziigliche Schlussfolgerung.
Weitere Untersuchungen zum serologischen Verlauf nach mehreren
Boosterimpfungen wiren hierzu notwendig.



Bei der Serovar Bratislava gibt es keine Hinweise auf unterschied-
liche serologische Reaktionen nach Impfung oder Feldinfektion.
In beiden Studienbetrieben fanden sich bei ungeimpften Tieren
durchweg niedrige Bratislava-MAT-Titer, die die in Deutschland
endemische Verbreitung dieser Serovar abbilden. Mit einer geziel-
ten Challenge-Infektion ist diese Situation nicht vergleichbar. Die
(homologen) MAT-Titer nach Bratislava-Challenge erreichten
bei Hathaway et al. (1983) nach der experimentellen Infektion
MAT-Titer bis 1:25.600.

Kreuzreaktionen und serologische Reaktion auf nicht
im Impfstoff enthaltene Serovare

Es ist zu vermuten, dass die Grundimmunisierung eines naiven
Tieres am ehesten mit einem frithen Infektionsstadium vergleich-
bar ist. Dadurch wire - ebenso wie nach einem Felderregerkon-
takt — eine breite Leptospira-gattungsspezifische Antikdrperant-
wort zu erwarten, die zu positiven MAT-Titern mit mehreren
Test-Serovaren fithrt. Die Reaktionen gegen Serovare, die gar
nicht im Impfstoff enthalten sind, wie bspw. Autumnalis, wiren
dadurch zu erkldren. Im Verlauf unserer Studie hatten sich bei
der Serovar Autumnalis immer wieder einzelne, niedrige MAT-Ti-
ter gezeigt, im Bestand A auch schon vor Beginn der Studie bei
den Screeninguntersuchungen. Ob es sich z. B. im Bestand A
um eine Autumnalis-Feldinfektion handelt, wihrend sich im
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Bestand B einzelne Kreuzreaktionen auf die Impfung zeigen,
ldsst sich mit unseren Untersuchungen aber nicht abschlieflend
beantworten.

Die deutliche MAT-Antikdrperantwort auf die Serovar Australis
basiert dagegen auf der Zugehorigkeit zur Serogruppe Australis,
zu der auch Bratislava gehort. Fiir die Serovar Bratislava wird zur
Durchfiihrung eines MAT homologes Antigen bendtigt (Strutzberg-
Minder und Kreienbrock 2011). Durch den engen genetischen
Verwandtschaftsgrad innerhalb der Serogruppe werden auch die
Antigene der Serovar Australis nachgewiesen und reagieren ent-
sprechend im MAT. W

Ethische Anerkennung

Die Autoren versichern, wihrend des Entstehens der vorliegenden
Arbeit die allgemeingtiltigen Regeln guter wissenschaftlicher Praxis
befolgt zu haben. Alle mafigeblichen internationalen, nationalen
und/oder institutionellen ethischen Richtlinien fiir den Umgang mit
den in der Studie verwendeten Tieren wurden beachtet. Angaben
zum Tierversuchsantrag und dessen Genehmigung finden sich im
verdffentlichten Text.

Interessenkonflikt
Die Autoren versichern, dass keine geschiitzten, beruflichen oder
anderweitigen personlichen Interessen an einem Produkt oder »
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Abb. 6: Mittelwerte und Standardabweichung der Log2-MAT-Titer von geboosterten Tieren der Impfgruppe (IG) aus Betrieb A zum Zeitpunkt von BP8

und im Vergleich dazu die Ergebnisse von BP3 (n=12)
BP =Zeitpunkte der Blutentnahmen, MW = Mittelwert
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einer Firma bestehen, welche die in dieser Verdffentlichung genann-
ten Inhalte oder Meinungen beeinflussen kénnen.
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