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- Einleitung / Fragestellung -

1 Einleitung / Fragestellung

Leptospirosen (lateinisch spira, griechisch speira ,gewundene Linie*) sind weltweit
verbreitete Infektionskrankheiten bei Menschen und Tieren, die durch pathogene
Serovare der Gattung Leptospira hervorgerufen werden. Der zoonotische Charakter
wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts definiert.

Das Schwein zahlt neben Hund, Pferd und Rind zu den fir eine Leptospiren-Infektion
empfanglichsten Tierarten. Die Uberwachung des Leptospiren-Infektionsstatus
produzierender Sauen ist daher wesentlicher Bestandteil des Zuchttiermonitorings
und wird von Zuchtorganisationen regelmaBig durchgefiihrt. Die Serovare Leptospira
interrogans serovar Pomona und Bratislava haben die gréBte Bedeutung unter den
Leptospirosen der Schweine. Hauptsymptome der Infektion sind Aborte und die
Geburt lebensschwacher Ferkel.

Da diese Symptome nicht pathognomonisch sind, ist man auf die Labordiagnostik,
insbesondere  serologische  Untersuchungen, angewiesen. Dafir kommt
hauptsachlich der Mikroagglutinationstest (MAT) zur Anwendung. Da diese Methode
mit vitalen und damit auch infektiésen Lebendantigenen durchgeflihrt wird, hat neben
der begrenzten Sensitivitat das Risiko der Laborinfektion die Suche nach alternativen
Methoden forciert. Daflir sind ELISA-Techniken unter Verwendung apathogener
(Leptospira biflexa) und pathogener Leptospiren oder auch rekombinant gewonnener
Proteinantigene entwickelt worden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist ein proof of concept zum Einsatz eines
rekombinant erzeugten Antigens (LipL32) in der Anwendung als Screening-ELISA
zum Nachweis von Serovar-tUbergreifenden Antikdrpern der Leptospirose des
Schweines. Dabei sollen insbesondere die Entwicklungsschritte in der Konfiguration
des Systems und dessen Anwendung an definierten Seren (Tiere aus Bestanden mit
hohem Gesundheitsstatus, Tiere aus einem Bestand mit sicher nachgewiesenem
Leptospirose-Ausbruch) demonstriert werden. Anhand von gezielt ausgewahlten
Seren erfolgt die Validierung des ELISAs, und seine Leistungsfahigkeit wird im
Vergleich zur Referenzmethode Mikroagglutinationstest an Seren mit bekannten
MAT-Ergebnissen demonstriert.

Seite | 1
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2 Literaturiibersicht

2.1 Leptospiren

2.1.1 HISTORISCHE BETRACHTUNG

Die wissenschaftliche Erstbeschreibung von Leptospiren als Infektionserreger
erfolgte nach deren Entdeckung in Nierengewebe eines angeblich an Gelbfieber
verstorbenen Patienten mit der Bezeichnung ,Spirochaeta interrogans® (STIMSON
1907) aufgrund der Ahnlichkeit ihrer Form mit einem Fragezeichen (LEVETT 2001).
Frihere Beschreibungen von Symptomen wurden erst spater mit Leptospiren-
Infektionen in Zusammenhang gebracht. Leptospirosen wurden dabei in vielen Teilen
der Welt unter verschiedenen Namen beschrieben, die meistens entweder einen
Zusammenhang mit einer Jahreszeit (japanisches Herbstfieber), der Dauer (Sieben
Tage Fieber) oder einer Tatigkeit (Schweinehiterkrankheit, Reisfeldfieber) hatten
(WHO 2007). Die ersten vitalen Leptospiren wurden in Umweltproben beobachtet
(WOLBACH und BINGER 1914). HUBENER und REITER (1915) erkannten den
Zusammenhang mit der von Weil bereits 1866 beschriebenen und nach ihm
benannten Erkrankung. Der Erregernachweis erfolgte durch Patientenblut-
Ubertragung auf Meerschweinchen, die daraufhin klinische und letale Symptome
ausbildeten und in deren Organen die Leptospiren, ,Spirochaeta nodosa“ genannt,
gefunden wurden. Zeitgleich postulierten KRUMBEIN und FRIELING (1916) bei
einem gelbslchtigen Hund die Vermutung einer dem Morbus Weil vergleichbaren
Erkrankung bei Haustieren und ihren zoonotischen Charakter. Das Krankheitsbild
beim Hund war zu diesem Zeitpunkt bereits unter dem Begriff der ,Stuttgarter
Hundeseuche® bekannt. Die wesentlichen Erkenntnisse Uber die Leptospirose beim
Schwein wurden Uberwiegend in den 1970er und 1980er Jahren gewonnen.

2.1.2 TAXONOMIE

Aufgrund des morphologischen Aufbaus (spiraliges Aussehen) gehért die Gattung
Leptospira (Familie Leptospiraceae) in die Ordnung der Spirochaetales (SELBITZ
1992) wie auch die Gattungen Borrelia, Brachyspira und Treponema.

Die taxonomische Klassifizierung der Leptospiren folgt derzeit unterschiedlichen
Herangehensweisen und erscheint damit unlbersichtlich. Neben der traditionellen
Einteilung nach serologischen Gesichtspunkten gibt es mittlerweile auch eine
Einteilung unter Berlcksichtigung molekularbiologischer Untersuchungen. Die beiden
Systeme weisen dabei zum Teil deutliche Unterschiede auf.

Seite | 2
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2.1.2.1 Serologische Klassifizierung

Die Grundlage der serologischen Klassifizierung der Leptospiren bildet die Serovar,
welche durch einen Referenzstamm reprasentiert wird (KMETY und DIKKEN 1993,
WHO 2003). Verschiedene Serovare werden aufgrund ihrer antigenetischen
Ahnlichkeit  (potentielle  serologische  Kreuzreaktionen) in  Serogruppen
zusammengefasst. Der Begriff Serogruppe hat dabei keinen offiziellen
taxonomischen Status (WHO 2003), sondern dient allein praktischen Zwecken, um
die derzeit bekannten {iber 250 Serovare gruppieren zu kénnen. Die Uberpriifung, ob
zwei Stamme der gleichen Serovar zuzuordnen sind, erfolgt mittels sogenannter
Kreuzagglutinin-Absorptionstests (DIKKEN und KMETY 1978). Die antigenetische
Verwandtschaft beruht dabei auf der strukturellen Homogenitat des Zuckeranteils der
Lipopolysaccharide (LPS) der Membran (CERQUEIRA und PICARDEAU 2009).
Aufgrund ihrer Pathogenitdt werden als Grundlage der Klassifizierung nach
serologischen Kriterien zwei Spezies unterschieden: Leptospira interrogans, in der
alle pathogenen Serovare, und Leptospira biflexa, in der apathogene, saprophytéare
Serovare zusammengefasst werden. Die Zuordnung einer Serovar zu der
pathogenen Spezies erfolgt anhand der Prifung des Wachstums bei 13 °C sowie bei
der Toleranz gegentber 8-Azaguanin (225 pg / ml). Pathogene Leptospiren wachsen
zu beiden Konditionen nicht (WHO 2007).

Mittlerweile sind 25 Serogruppen mit insgesamt mehr als 250 Serovaren in der
Spezies Leptospira interrogans beschrieben. Zu der Spezies Leptospira biflexa
werden 38 Serogruppen mit 65 Serovaren gezahlt (WHO 2007).

2.1.2.2 Molekulargenetische Klassifizierung

Mit der Entwicklung DNA-basierter Untersuchungsmethoden wurde die Gattung
Leptospira umstrukturiert. Die molekulargenetische Klassifizierung beruht auf DNA-
Homologie (WHO 2003). Insbesondere die Sequenz des rrs-Gens, welches die
16S rRNA kodiert, wird fir das Aufstellen genetischer Beziehungen verwendet (WHO
2003, PEROLAT et al. 1998). Im Jahr 2007 wurde auf dem Treffen des Subkomitees
fur die Taxonomie von Leptospiraceae (Quito, Ecuador) festgelegt, dass aufgrund
molekulargenetischer Unterschiede die Gattung Leptospira in 13 pathogene Spezies
mit Uber 250 Serovaren (L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai,
L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai,
L. terpstrae , L. weilii, L. wolffi) und in 6 saprophytische Spezies mit mehr als
60 Serovaren (L. biflexa, L. meyeri, L.yanagawae, L.kmetyi, L. vanthielii und
L. wolbachii) eingeteilt wird (ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010).

Durch die beiden unterschiedlichen Klassifizierungssysteme sind Probleme in der
taxonomischen Zuordnung entstanden. So kann eine Serovar zu mehr als einer
Spezies gehdren und Stdmme einer genetischen Spezies missen nicht zwingend
derselben Serogruppe angehdéren (BHARTI et al. 2003, LEVETT 2001).
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Beispielsweise gehoéren die 14 Serovare der Serogruppe Bataviae zu den Spezies
L. interrogans sensu stricto (5 Serovare), L. santarosai (5 Serovare), L. kirschneri
(1 Serovar), L. noguchii (2 Serovare) und L. borgpetersenii (1 Serovar) (LEVETT
2001 und CERQUEIRA und PICARDEAU 2009).

2.1.3 MORPHOLOGIE

Leptospiren sind spiralig gewundene Bakterien, die einen Durchmesser von
ca. 0,1 um haben und 6-20 pm lang sind (ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA
2010). Daher koénnen Sie 0,45 um-Filter passieren. |hre Enden laufen in
charakteristischen Haken aus (ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010),
weshalb ihre Form auch als ,Kleiderbtigel* beschrieben worden ist. Die Zellwand der
Leptospiren beruht auf einer Doppelmembranstruktur, bei der die Zytoplasma-
membran eng mit einer Peptidoglykanschicht verbunden ist. Nach auBen schlieBt
eine auBere Zellmembran den Korper der Leptospiren ab (HAAKE 2000, LEVETT
2001).

Die auBere Membran enthalt neben Lipopolysacchariden (LPS), die morphologisch
denen Gram-negativer Bakterien sehr &dhnlich sind, strukturelle und funktionelle
Proteine. Einen GroBteil dieser Proteine bilden Lipoproteine, wobei das Lipoprotein
of Leptospira 32 (LipL32) den gréBten Anteil ausmacht (CULLEN et al. 2005, ADLER
und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010).

Die Beweglichkeit der Leptospiren wird durch zwei Flagellen erreicht, die im
periplasmatischen Bereich liegen und deren Enden an den Polen der Zelle inserieren
(ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010). lhre freien Enden weisen in
Richtung Zellmitte und Uberlappen sich dort (HOVIND-HOUGEN 1976). Das
Zytoplasma der Leptospiren ist spiralig um diesen Flagellenkérper gewunden
(CHARON und GOLDSTEIN 2002). Durch die Flagellen kénnen Leptospiren eine
spiralférmige Vor- und Rluckwartsbewegung durchfihren sowie sich um ihre eigene
Achse drehen. Dadurch weisen sie ein ganz typisches Erscheinungsbild im
Dunkelfeldmikroskop auf (LEVETT 2001).

2.1.4 GENOM

Bisher sind 6 Genome von Leptospiren vollstandig sequenziert worden (jeweils 2 der
Spezies L. biflexa, L. borgpetersenii und L. interrogans) (REN et al. 2003,
NASCIMENTO et al. 2004, BULACH et al. 2006, PICARDEAU et al. 2008).

Etwa 40 % aller Gene codieren Proteine mit unbekannten Funktionen. Dies sind vor
allem Gene pathogener Leptospiren, so z.B. mehr als 80 % der Gene, die nur
L. interrogans und etwa 75 % der Gene, die nur L. borgpetersenii besitzen.
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2.1.5 LIPOPROTEINE DER MEMBRAN

Lipoproteine gehéren zu den ,Outer membrane proteins® (OMPs) der
Leptospirenmembran (LUO et al. 2009). Typisch flr Lipoproteine ist, dass ein Protein
durch kovalent gebundene Fettsauren in der Membran verankert ist (HAAKE 2000).
Jedes Lipoprotein hat dabei eine spezifische Lage: sie sind in der inneren oder
auBeren Membran angeordnet und weisen dabei entweder nach innen oder aufB3en.
Fir die Diagnostik sind die Lipoproteine von Interesse, die in der auBBeren Membran
liegen und nach auBen auf die Oberflache weisen und somit Kontakt zu der Umwelt
(fir das Bakterium zur Adhasion / Invasion, fir den Wirt als Angriffsflache fir das
Immunsystem, speziell Antikérper) erméglichen (HAAKE 2000). So liegen zum
Beispiel die Lipoproteine LipL31, LipL36 und LipL48 in der inneren Membran, LipL21,
LipL32 und LipL41 in der auBeren (LUO et al. 2009). LipL32 ist das auf der
Zelloberflache am haufigsten zu findende Lipoprotein, gefolgt von LipL21 und danach
LipL41 (CULLEN et al. 2005). Es konnte mittlerweile gezeigt werden, dass die
Expression mancher Proteine umgebungsabhéngig ist. So steigt der Anteil des
Proteins Loa22 in vivo im Vergleich zu in vitro stark an, wahrend LipL36 nicht in vivo
zu finden ist (NALLY et al. 2007, CULLEN et al. 2002). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht
wichtiger Membranproteine und von wem sie zuerst beschrieben worden sind.

Tabelle 1 Auszug beschriebener Membranproteine
In der Tabelle ist aufgelistet, durch wen bestimmte Leptospiren-Membranproteine naher charakterisiert
worden sind.

Membranprotein naher charakterisiert durch
OmpLA1 HAAKE et al. 1993
LipL41 SHANG et al. 1996
LipL36 HAAKE et al. 1998
LipL32 HAAKE et al. 2000
LipL45 MATSUNAGA et al. 2002
LipL48 HAAKE und MATSUNAGA 2002
LipL21 CULLEN et al. 2003
Loa22 KOIZUMI und WATANABE 2003
LigA MATSUNAGA et al. 2003
LigB MATSUNAGA et al. 2003
OmpL37 PINNE et al. 2010

2.1.5.1 LipL32

Das Lipoprotein of Leptospira 32 (LipL32) stellt den gréBten Teil der in der duBBeren

Membran enthaltenen Lipoproteine dar (CULLEN et al. 2002, CULLEN et al. 2005).

Das berechnete molekulare Gewicht betragt 26,7 kDa, aber in der Elektrophorese ist

es bei etwa 32 kDa zu finden (HAAKE et al. 2000). LipL32 wird nur von pathogenen

Leptospiren exprimiert, wobei das Gen und die entsprechende Aminosaurensequenz
Seite | 5
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in allen Spezies stark konserviert sind (HAAKE et al. 2000). VIVIAN et al. (2009)
konnten inzwischen die Kristallstruktur von LipL32 darstellen. Das LipL32 Monomer
besteht aus einem ,jelly-roll fold core“, aus dem verschiedene weitere Strukturen
hervorstehen (HAUK et al. 2009).

LipL32 kann mit Bestandteilen der extrazellularen Matrix interagieren. So konnte
in vitro gezeigt werden, dass es Plasma-Fibronektin, Kollagen IV und Laminin
insbesondere durch sein C-terminales Ende binden kann (HAUK et al. 2008, HOKE
et al. 2008). Diese Fahigkeit wurde z.B. auch fir LigA und LigB, allerdings mit
starkerer Bindungskapazitat, nachgewiesen (CHOY et al. 2007, LIN und CHANG
2007). Verschiedene Versuche konnten eine gewisse Redundanz in Bezug auf die
Adhéasion an extrazellulare Matrix bei Leptospiren zeigen (HOKE et al. 2008,
MURRAY et al. 2009, CRODA et al. 2008).

HAUK et al. (2008) untersuchten die Bereiche von LipL32, die durch Seren infizierter
Patienten erkannt werden. Er stellte fest, dass die IgM-Antikdrper ausschlieBlich an
das C-terminale Ende binden, unabhangig davon, ob der Patient sich in der akuten
oder konvaleszenten Phase befindet. Die IgG-Antikérper binden zum Teil auch an
dem C-terminalen Ende, der GroBteil der getesteten Seren band aber insbesondere
in der konvaleszenten Phase an einer zentralen Region des LipL32. HAUK et al.
(2008) konnten IgGs in der akuten Phase nachweisen. Auch andere Forscher
konnten zeigen, dass IgGs in der akuten Phase gegen Leptospiren-Proteine,
insbesondere LipL32, gebildet werden (BOMFIM et al. 2005, BOONYQOD et al. 2005,
CHAPMAN et al. 1988, FLANNERY et al. 2001, GUERREIRO et al. 2001).
LOTTERSBERGER et al. (2009) konnten Epitope flr humane Antikérper auf LipL32
bestimmen. Eine der beiden Regionen liegt in dem Bereich des C-terminalen Endes,
welches HAUK et al. (2008) als besonders immunogen bezeichnen.

2.1.6  WACHSTUMSBEDINGUNGEN

Leptospiren sind obligat aerobe Bakterien, die besondere Anspriche an ihr
Nahrmedium stellen. Vitamin B1 und B12 sowie langkettige Fettsauren sind die
einzigen organischen Stoffe, die als essentielle Nahrstoffe bekannt sind. Fettsauren
sind fir den Energiestoffwechsel nétig und werden auBerdem als Kohlenstoffquelle
fir den Aufbau zellularer Lipide benétigt (WHO 2003, LEVETT 2001).

Pyruvat ist ein nicht-essentieller N&ahrstoff, férdert aber das Wachstum nach
Isolierung. Leptospiren verwenden im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien keine
externen Pyrimidin-Basen zum Aufbau ihrer DNA, wodurch sie gegen die
antibakterielle Aktivitdt des Pyrimidin-Analogons 5-Fluorouracil resistent sind. Dies
wird ausgenutzt, wenn Leptospiren von kontaminierten Medien isoliert werden sollen
(WHO 2003, ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010).

Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 28-30 °C (LEVETT 2001, ADLER und
DE LA PENA MOCTEZUMA 2010). Momentan wird als Medium meistens EMJH
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verwendet (ein Rezept von Ellinghausen und McCullough, das von Johnson und
Harris verandert wurde) Es ist ein flissiges Medium, dass auf Olsaure, bovines
Serumalbumin und Polysorbat 80 (Tween) basiert (ADLER und DE LA PENA
MOCTEZUMA 2010). Frisch isolierte Leptospiren wachsen sehr langsam, so dass
Kulturen bis zu 13 Wochen bebrltet werden, bevor die endgultige Beurteilung erfolgt.
Haufiger passagierte Kulturen wachsen innerhalb von 10 Tagen (LEVETT 2001). In
halbfesten Medien zeigt sich das Leptospiren-Wachstum durch eine Tribung im
oberen Bereich des Mediums (LEVETT 2001).

2.2 Leptospirose

2.2.1 PATHOGENESE, KLINIK, PATHOLOGIE

2.2.1.1 Pathogenese, Ubertragung und Ausscheidung

Typischerweise sind Nager die primaren Infektionsquellen fir Leptospirosen der
anderen Tierarten und des Menschen. Da die Nager klinisch nicht erkranken, sind sie
ein Reservoirwirt, der den Infektionszyklus aufrecht halt (WHO 2003, BHARTI et al.
2003, ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010).
Die Infektion mit Leptospiren erfolgt hauptsachlich Uber direkten oder indirekten
Kontakt (z.B. Trinkwasser, Futter) mit Urin infizierter Tiere. Die Ausscheidung kann
vor allem bei L. Pomona dabei bis zu 108 Leptospiren / ml betragen (ADLER und DE
LA PENA MOCTEZUMA 2010). Es kdénnen sich Schweine in Gruppenhaltung
gegenseitig infizieren. Die Ausscheidung von L. Bratislava ist im Urin vergleichsweise
niedrig. Durch die Persistenz von L. Bratislava im weiblichen und mannlichen
Genitaltrakt kann eine Infektion aber Uber den Deckakt oder das Sperma erfolgen
(ELLIS et al. 1986, BOLIN und CASSELLS 1992, MOUSING et al. 1995,
STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011). Auch kongenitale und
neonatale Infektionen sind méglich (MITCHELL et al. 1966, WHO 2003).
Die Leptospiren gelangen in den Kdrper durch Verletzungen der Haut, durch intakte
Schleimhaute (nasal, oral, konjunktival) (CHAUDHARY et al. 1966) und sehr
wahrscheinlich auch durch von Wasser aufgeweichte Haut. In seltenen Fallen
kénnen sie durch Inhalation von Urintropfen oder durch Trinken kontaminierten
Wassers in den Kérper gelangen (WHO 2003). Beim Schwein kénnen durch
kontaminierte Liegeflachen und dementsprechend auf perkutanem oder mukosalem
Weg Infektionen entstehen (LATELL 2008).
Die Bakteriamie-Phase dauert circa eine Woche (WHO 2003, ADLER und DE LA
PENA MOCTEZUMA 2010). Durch noch unbekannte Toxine oder toxische
Zellkomponente entstehen Endothelschaden kleiner GefaBe, die zu Ischamien
fihren kénnen. Es kommt zu lokalen Nekrosen in den Nieren, der Leber und der
Lunge sowie zu Meningitiden und Myositiden. Mit dem Auftreten von ersten
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Antikérpern ab der zweiten Woche post infectionem werden die Leptospiren aus dem
Blut und den Geweben eliminiert (WHO 2003, XUE et al. 2009, ADLER und DE LA
PENA MOCTEZUMA 2010).

Es ist jedoch mdglich, dass sie in den proximalen Tubuli der Niere persistieren und
mit dem Urin kontinuierlich oder intermittierend Uber Monate ausgeschieden werden
(WHO 2009). Durch die Persistenz der Leptospiren in den Nieren kdnnen
Reservoirwirte lebenslang Leptospiren ausscheiden und andere Tiere sowie den
Menschen infizieren.

Neben dem Rickzug von Leptospiren in die Nieren ist auch eine Persistenz in dem
mannlichen und weiblichen Genitaltrakt bei chronisch infizierten Tieren mdglich
(BOLIN und CASSELLS 1992), insbesondere durch L. Bratislava im nicht-graviden
Uterus (ELLIS 2006).

2.2.1.2 Klinik beim Schwein

Bei der Leptospirose des Schweines werden eine akute und eine chronische Form
unterschieden.

Die akute Form der Leptospirose wird relativ selten diagnostiziert, da nicht immer
klinische Symptome auftreten. Am wahrscheinlichsten sind Symptome bei tragenden
Sauen und jungen Ferkeln zu finden (STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK
2011). Als Symptome kénnen vorlbergehende Anorexie, Pyrexie und Apathie
beobachtet werden (STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011), doch je
starker die Leptospiren-Serovar an das Schwein adaptiert ist (dazu werden
L. Bratislava, L. Pomona und L. Tarassovi gezahlt) (NETO et al. 1997, ADLER und
DE LA PENA MOCTEZUMA 2010), desto unwahrscheinlicher ist es, dass eine Klinik
ausgebildet wird. Infizierte Mastschweine zeigen in der Regel keine Symptome der
Erkrankung und werden erst bei der Schlachtung durch interstitielle Nephritiden als
erkrankte Tiere erkannt (CHAPPEL et al. 1992).

Die chronische Form ist die weitaus haufigere. Sie geht einher mit reduzierten
Reproduktionsleistungen,  Aborten,  Totgeburten, Mummifikationen,  Geburt
lebensschwacher Ferkel (Frihgeburten) und Infertilitdt (OIE 2012a, NETO et al.
1997). Insbesondere eine allgemein geschwachte Herdenimmunitat st
pradisponierend fur die chronische Verlaufsform (STRUTZBERG-MINDER und
KREIENBROCK 2011).

Kontrovers wird in der Literatur diskutiert, inwiefern bestimmte Krankheitsverlaufe
typisch fiir eine infizierende Serovar sind. FISH et al. (1963) haben in einem
Ubersichtsartikel verschiedene Fallbeschreibungen von Leptospiren-Infektionen in
Schweinebestdnden zusammengestellt. Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass
eine Tendenz der Klinik zu der infizierenden Serovar vorhanden sein kann, aber kein
typisches Krankheitsbild vorliegt. Auch in der Humanmedizin wird die These des
Zusammenhangs Klinik und Serogruppe nicht mehr unterstitzt (LEVETT 2001).
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2.2.1.3 Pathologie

Bei Schweinen, die mit Leptospiren infiziert waren, kénnen keine spezifischen
pathologischen Befunde fiir die Erkrankung erhoben werden (FISH et al. 1963). Akut
infizierte Tiere kdnnen eine interstitielle Nephritis aufweisen, doch chronisch infizierte
Tiere haben typischerweise keine pathologischen Veranderungen (BHARTI et al.
2003).

2.2.2 THERAPIE

Leptospiren sind fir viele Antibiotika empfindlich (WHO 2003), wie zum Beispiel
B-Lactame, Makrolide, Tetrazykline, Fluorochinolone und Streptomycin (LEVETT
2001). Die Antibiotikawahl héangt von dem Zeitpunkt des Infektionsgeschehens ab.
Sobald eine Besiedlung der Nieren stattgefunden hat, ist es essentiell, nierengéangige
Antibiotika zu verwenden.

FUr Leptospiren werden unter Routinebedingungen keine Antibiogramme erstellt, da
es abgesehen von der langen und schwierigen Kultivierung keine idealen
Quantifizierungsmethoden des Leptospirenwachstums gibt. Dadurch stehen bisher
keine schnellen, standardisierten Methoden zur Antibiogramm-Erstellung zur
Verfugung (LEVETT 2001).

Allein durch eine antibiotische Behandlung wird ein Bestand allerdings nicht frei von
Leptospiren werden. Dazu missen weiterreichende Korrekturen der Umgebung und
des Managements erfolgen, wie Nagerbekdmpfung und Desinfektions-/
HygienemaBnahmen. In Fallen mit hoher Durchseuchung kann es sogar nétig sein,
Bestande teilweise zu dezimieren (KINGSCOTE 1986).

2.2.3 IMMUNOLOGIE

Die immunologischen Abwehrmechanismen des Koérpers gegen Leptospiren
basieren hauptsachlich auf humoraler Abwehr. Innerhalb von 5-7 Tagen nach der
Infektion mit Leptospiren kommt es zur Serokonversion (WHO 2003). Zunachst
erscheinen IgM-Antikérper, die haufig in niedrigen Konzentrationen lange
nachweisbar sind. Die Detektion der IgG-Antikdrper ist variabel, sie schwankt
zwischen nicht-nachweisbar bis zu Uber mehrere Jahre nachweisbar (WHO 2003,
WHO 2009). Beim Schwein konnten Antikérper im MAT in der zweiten Woche nach
experimenteller Infektion nachgewiesen werden. Ab dem dritten / vierten Monat nach
der Infektion waren sie dann nicht mehr detektierbar (MORSE et al. 1958, NETO et
al. 1997). Insbesondere Antikdrper chronisch infizierter Tiere kénnen unter dem
detektierbaren Niveau liegen (OIE 2012a).

Die  Antikérper werden hauptsachlich gegen die serovarspezifischen
Lipopolysaccharide gebildet (ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA 2010). In der
Anfangsphase der Erkrankung kdénnen kreuzreagierende Antikérper gegen
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verschiedene Serovare auftreten. Diese verschwinden mit der Zeit, so dass nur noch
Antikérper gegen die infizierende Serovar nachweisbar sind (WHO 2003). Dadurch
besteht nach einmal Uberstandener Infektion nur ein Schutz gegen die infizierende
Serovar (WHO 2003). Die unspezifische zellulare (Monozyten, Makrophagen) und
humorale (Komplement) Abwehr ist ohne Anwesenheit von Antikérpern ineffizient
(LEVETT 2001).

2.2.4 VAKZINE

Flr einen Serovar-tUbergreifenden Schutz vor der Leptospirose konnte bisher weder
fr das Tier noch fir den Menschen eine geeignete Vakzine entwickelt werden. Die
derzeit verfigbaren Impfstoffe basieren meist auf Ganzzell-Antigenen und kénnen
nur einen Serovar-spezifischen Schutz erméglichen (ADLER und DE LA PENA
MOCTEZUMA 2010).

Insbesondere die fir die Anwendung beim Tier entwickelten Impfstoffe minimieren
zwar nach der Immunisierung die klinische Symptomatik, aber eine Persistenz in der
Niere wird nicht sicher verhindert und somit kann es weiterhin tber die Ausscheidung
im Urin zur Infektion anderer Tiere kommen (WHO 2003, BHARTI et al. 2003). Fir
Tiere gibt es kommerzielle Ganzzell-Vakzinen, in Deutschland speziell nur fir den
Hund und fir das Rind zugelassene Impfstoffe.

Verschiedene Oberflachenproteine wurden mittlerweile in potentiellen Impfstoffen
getestet, doch bisher konnte kein optimales Protein flr einen Impfstoff ermittelt
werden (HAAKE et al. 1999, CULLEN et al. 2004, BRANGER et al. 2001 und 2005,
KOMMLING SEIXAS et al. 2007).

2.3 Epidemiologie

Leptospiren werden schnell durch Desinfektionsmittel oder in Folge von
Austrocknung und Hitze abgetétet, dagegen kdnnen sie aber in feuchter Erde oder
Wasser mit neutralem oder leicht alkalischem pH-Wert Wochen bis Monate
uberleben (WHO 2003, LEVETT 2001). So kénnen saprophytische Leptospiren in
Oberflachen- und Leitungswasser, feuchter Erde und sogar in salzigem Meerwasser
nachgewiesen werden (WHO 2003). L. borgpetersenii soll nicht in der Lage sein,
langere Zeit auBerhalb seines Wirtes zu tberleben (XUE et al. 2009).

Die weltweit verbreiteteste (und am haufigsten isolierte) Serovar beim Schwein ist
L. Pomona (STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011). L. Bratislava
konnte serologisch in vielen Landern Europas, in Nordamerika, Australien, Brasilien
und Sldafrika nachgewiesen werden (STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK
2011). Eine lIsolierung aus Schweinen gelang bisher in den Niederlanden, dem
Vereinigten Kénigreich, den USA sowie SCHONBERG et al. (1992) in Deutschland

(STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011). L. Tarassovi tritt vor allem in
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Osteuropa und Australien beim Schwein auf (STRUTZBERG-MINDER und
KREIENBROCK 2011). Auch die Serovare Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Sejroe und Hardjo konnten beim Schwein isoliert werden
(STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011). Uber die epidemiologische
Verbreitung beim Schwein weif3 man bei diesen Serovaren aber wenig.

Ein groBes Problem bei der Auswertung epidemiologischer Daten auf das
Vorhandensein von Leptospiren beim Schwein ist die groBe Variabilitdt der
Datenlage. Abgesehen von nicht reprasentativen Untersuchungen (in Bezug auf
StichprobengréBe, Betriebsstruktur, Tieralter etc.), werden unterschiedliche MAT-
Titer zum einen fir die Untersuchungen und zum anderen als Grenzwert, sowie
unterschiedliche Serovare in den MAT-Panels verwendet. Dies erschwert die
Auswertung und wirft die Frage auf, ob wirklich reale Pravalenzen eines Landes
festgestellt worden sind (STRUTZBERG-MINDER und KREIENBROCK 2011).

Auch fur Deutschland gibt es kaum aktuelle Zahlen zur Verbreitung der Leptospirose
bei Schweinen. SCHONBERG et al. (1987) filhrte 1984 eine Untersuchung an
1835 Schweinen durch, von denen 22 (1,2 %) serologisch positiv waren. Als
Grenzwert wurden Titer 21 : 400 verwendet. L. Saxkoebing und L. Grippotyphosa
stellten mit insgesamt 15 positiven Tieren die haufigsten Serovare dar. Es wurde
allerdings nicht auf L. Bratislava untersucht (STRUTZBERG-MINDER und
KREIENBROCK 2011). Das Labor der IVD GmbH Hannover testete in den Jahren
2003/2004 insgesamt 9116 Schweine aus ihren diagnostischen Einsendungen, von
denen 9,9 % einen Titer 21 :400 hatten. 51,5 % der Proben hatten einen Titer
=1 :100, die deutlich haufigste Serovar war L. Bratislava (STRUTZBERG-MINDER
2008).

2.4 Diagnostik der Leptospirose

Die Leptospirose beim Schwein unterliegt in Deutschland der Meldepflicht. Der
Ruckzug und die Persistenz von Leptospiren in den Nieren sowie dem mannlichen
und weiblichen Genitaltrakt bei chronisch infizierten Tieren (BOLIN und CASSELLS
1992, ELLIS 2006) stellen besondere Herausforderungen an die Diagnostik.

2.4.1 ERREGERNACHWEIS

Leptospiren kdnnen in den ersten sieben Tagen nach Infektion im Blut nachgewiesen
werden (WHO 2003). Danach wird als Probenmaterial Urin oder Organe (Nieren,
Genitaltrakt sowie bei Feten Leber, Lunge, Gehirn) benétigt. Der Nachweis von
Leptospiren in Feten bedeutet, dass die Sau ein chronischer Trager war (OIE
2012a). Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der vier Verfahren, die fiir den
Erregernachweis verwendet werden kénnen.

Seite | 11



- Literaturtibersicht -

Tabelle 2 Verfahren fiir den Erregernachweis
Vier Verfahren fiir den Erregernachweis von Leptospiren sind naher erldutert mit den Grundlagen fiir ihre
Durchfiihrung sowie die Vor- und Nachteile der Verfahren.

Grundlagen der
Verfahren Durchfithrung / Vorteile Nachteile
Anforderungen
- Material: Blut, Urin - Verwechslung von
- Dunkelfeld- Fibrin, Serum-
Direktrachuely | TP Zelreston mi
Leptospiren
D.u nkelfelq- - Leptospiren-
mikroskopie Konzentration oft zu
niedrig fir Nachweis
(WHO 2003)
- Material: fixiertes - Verwechslung von
Gewebe Artefakten mit
quLT;:Qr-\z /ol Immunhisto- Leptospiren.
. chemische - falsch negative
. S.."b?r- Farbemethoden Ergebnisse bei
impragnierung oder Silber- geringer Leptospiren-
impragnierung Anzahl (WHO 2003)
- Material: Blut, - definitive - postmortale
Urin, Organ Diagnose der Veranderungen,
- steril arbeiten, Infektion Gefrieren und pH-
Kulturmedium mit |- Verwendung des Wert Senkung
Antibiotikum Isolates in dem erschweren die
Isolierung / gegen MAT Isolierung vitaler
Anzucht Kontaminanten - epidemiologisch Leptospiren
wertvolles - dauert mehrere
Ergebnis Wochen
- Zeit- und
arbeitsaufwandig
(WHO 2007)
- Material: Blut, - Aussage im - falsch negative
Urin, Organ frihen Ergebnisse durch
- viele PCR- Infektionsstadium intermittierende
Methoden maoglich Ausscheidung
- Zielgen z.B. das - fast unabhangig - wenige Protokolle
Polymerase- rrs-Gen, das die von Erreger- extensiv mit
Kettenreaktion 16S rRNA kodiert, konzentration im klinischem Material
(PCR) aber keine Material auf
Unterscheidung Detektionsfahigkeit
a-/ pathogener getestet
Leptospiren - keine Aussage der
ermdglicht infizierenden Serovar
(WHO 2003)
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2.4.2 SEROLOGISCHE METHODEN

Es gibt verschiedene serologische Methoden, um einen Antikérper-Nachweis
durchzufthren. Die Ergebnisse missen jedoch mit Ricksicht auf das verwendete
Verfahren, auf die nachweisbaren Serovare, Probenanzahl (Serumpaare) und
erfolgter Antibiotika-Behandlung ausgewertet werden (WHO 2003).

Da zum Teil Antikdrper Uber lange Zeit bestehen, ist ein Antikdrper-Nachweis keine
Bestatigung einer apparenten Infektion. Beweisend fir eine aktuelle / kurzlich
erfolgte Infektion ist die Serokonversion (erste Probe negativ, zweite Probe nach
etwa 10 Tagen positiv) oder ein Titeranstieg um mindestens das 4-fache eines
Serumprobenpaares (WHO 2003, WHO 2009). Laut ADLER und DE LA PENA
MOCTEZUMA (2010) ist auch ein einmalig gemessener Titer von 1:400 bei
entsprechender Klinik ein Hinweis fir eine Infektion.

FOr eine Herdendiagnose sollten mindestens zehn Tiere oder 10 % der Herde
untersucht werden (OIE 2012a).

2.4.2.1 Mikroagglutinationstest (MAT)

Der Mikroagglutinationstest ist das Verfahren, das als Goldstandard fir den
serologischen Nachweis einer Leptospirose-Erkrankung verwendet wird. Er beruht
auf dem Prinzip, dass vitale Leptospiren mit Serum inkubiert werden, und dann die
Bildung von Agglutinaten von den Antikdrpern aus der Serumprobe mit den
hinzugeflgten Leptospirenzellen mittels Dunkelfeldmikroskop beurteilt wird. Das
Verfahren beruht auf dem Agglutination-Lyse Test, der von Martin und Pettit 1918
entwickelt wurde und dann von verschiedenen Forschern weiter verbessert wurde
(WHO 2003).

Der Titer einer Probe ist die Verdinnungsstufe, bei der weniger als 50 % der
Leptospirenzellen im Vergleich zu einer 1:2 in NaCl-Lésung verdinnten
Kontrollkultur frei vorliegen (LEVETT 2001, WHO 2003).

Durch die Verwendung vitaler Leptospiren ist eine wdchentliche Subkultivierung der
Leptospiren nétig, wodurch der Test nicht standardisierbar ist und nicht in vielen
Laboren durchgefuhrt werden kann. Problematisch an der h&ufigen Subkultivierung
ist die mogliche Kreuzkontamination der Kulturen untereinander, wodurch
regelmaBig die ldentitat der Kultur bestéatigt werden muss (LEVETT 2001, AHMAD et
al. 2005).

Der Umgang mit den Leptospiren bedeutet eine Gefahr flir das Laborpersonal,
insbesondere durch Unfalle mit Haut-Verletzungen und Spritzern ins Auge (WHO
2003, LEVETT 2001). Auch wenn im Allgemeinen angenommen wird, dass die
Laborkulturen eine niedrigere Virulenz als frisch aus einem Patienten isolierte
Leptospiren haben, so konnte SUGUNAN et al. (2004) von einer Infektion eines
Labormitarbeiters berichten, der sich an einem zerbrochenen Kulturréhrchen
verletzte, sich an der Kultur infizierte und erkrankte.
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Durch Formalin abgetbtete Leptospiren kénnen verwendet werden; Auswirkungen
auf die Sensitivitat sind allerdings méglich (WHO 2003).

Der Vorteil des Mikroagglutinationstests besteht in seiner Spezifitdt und der
Méglichkeit, die infizierende Serogruppe relativ genau bestimmen zu kénnen. Die
Bestimmung der infizierenden Serovar ist dagegen nur selten méglich (WHO 2003).
Studien, die die Serovar-Spezifitat beweisen wollten, verwendeten nur eine Serovar
pro Serogruppe und kontrollierten die Ergebnisse nicht mit kulturellen Isolierungen
(LEVETT 2001). Allerdings ist LEVETT (2001) der Ansicht, dass sogar bei Seren von
Konvaleszenten die Serogruppe in nur etwa 40 % der Falle korrekt Gber den MAT
Titer bestimmt wird.

Einer der groBen Nachteile ist die komplexe und subjektive Auswertung, die
Erfahrung des Laborpersonals voraussetzt, sowie der hohe Zeitaufwand, der bei
Verwendung groBer Serovar-Panels besteht. Die Variation der Ergebnisse einer
Probe ist bei einem Vergleich der verschiedenen Labore hoch (BHARTI et al. 2003).
Ein weiterer Nachteil ist, dass Serovare, die nicht in dem Panel vorhanden sind, nicht
detektiert werden und somit falsch negative Ergebnisse entstehen (WHO 20083).
Daher ist es wichtig, dass das Panel endemisch vorkommende Serovare enthalt
(dadurch erfolgt auch eine Steigerung der Sensitivitdt), aber auch andere
Serogruppen abdeckt, da durch Tierbewegungen, landwirtschaftliche Tatigkeiten etc.
neue Serovare in eine Region eingefihrt werden kénnen (WHO 2003).

Ein Problem bei der Auswertung kann die Anwesenheit kreuzreagierender Antikérper
sein. Insbesondere am Anfang einer Infektion reagieren die Antikérper oft nicht nur
mit der infizierenden Serovar, sondern auch mit verschiedenen Serovaren anderer
Serogruppen. Dabei kann es vorkommen, dass die Reaktionen mit den anderen
Serovaren starker sind als mit der infizierenden Serovar. Generell gilt jedoch, dass
nach mehreren Monaten die Reaktionen mit der infizierenden Serovar alleine
bestehen bleiben und die Reaktionen mit anderen Serovaren nur noch selten
auftreten. Ein seltenes Phanomen ist das Auftreten paradoxer Reaktionen: dabei ist
die infizierende Serovar negativ und andere Serovare weisen deutliche Titer auf
(LEVETT 2001, WHO 2003).

Der Grenzwert des Mikroagglutinationstests ist ein haufig diskutierter Faktor. Viele
Labore untersuchen Proben in der Verdinnungsstufe 1:50 und bei positivem
Ergebnis erfolgt eine Austitrierung. Dabei entsteht immer wieder das Problem, dass
Proben einen Titer von nur 1:50 haben und es unklar ist, wie diese Reaktion
gewertet werden muss. Generell gilt, dass in Gebieten mit niedriger Pravalenz ein
niedriger Titer wahrscheinlich einen diagnostischen Wert hat, der allerdings immer im
Zusammenhang mit der Klinik und Epidemiologie gesehen werden muss. In
endemischen Gebieten ist ein héherer Titer sinnvoll, da hier die meisten Patienten
durch zurtickliegende Infektionen bereits Titer aufweisen. Die klinische Relevanz
eines Titers sollte daher in Anbetracht méglicher Antikdrper durch zurlckliegende
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Infektionen der Population und kreuzreagierender Antikérper anderer Krankheiten
beurteilt werden.

Optimal ist ein lokal bestimmter Grenzwert, der durch kulturell bestatigte positive
Seren festgelegt wurde (WHO 2003). Dies kann anhand einer ROC-Analyse
erfolgen. Haufig wird aber der Titer 1:100 als Grenzwert ohne Beachtung der
endemischen Situation der Population gewahlt, wodurch zu viele positive Diagnosen
und eine Uberschatzung der Pravalenz entstehen kénnen (WHO 2007).

Die Spezifitat des MATSs in der Schweinediagnostik ist entsprechend STRUTZBERG-
MINDER und KREIENBROCK (2011) gut, da Antikdrper anderer Bakterien
gewoOhnlich nicht in dem MAT kreuzreagieren. In der Humanmedizin kdnnen
allerdings falsch positive Ergebnisse durch kreuzreagierende Antikérper von Syphilis,
Lyme-Borreliose, Dengue Fieber und Malaria entstehen (WHO 2007).

Bei der Diagnose chronisch infizierter Tiere (Abort-Diagnose und Identifizierung
renaler oder genitaler Trager) ist die Sensitivitdt gering, da haufig bei diesen Tieren
die Antikérpertiter unter der Nachweisgrenze liegen (OIE 2012a). Manche Serovare
wie z.B. L. Bratislava scheinen weniger immunogen zu sein und rufen eine geringe
Antikdrperantwort hervor, wodurch Titer dieser Serovar oft relativ niedrig sind (ELLIS
et al. 1986). Dies erschwert die Beurteilung von grenzwertigen Titern auf
Einzeltierebene beim Schwein.

Die Sensitivitat des MATs ist flir an die Tierart adaptierte Serovare niedriger.
Beispielsweise ist bei einem Grenzwert von 1 : 100 die Sensitivitat fir L. Hardjo beim
Rind nur 41 %, und selbst bei einem Grenzwert von 1 : 10 liegt die Sensitivitat nur
bei 67 % (ELLIS 1986).

Entsprechend der WHO (2007) ist der MAT sehr sensitiv, wenn er mit Serumpaaren
verwendet wird. LEVETT (2001) ist dagegen der Meinung, dass die MAT Serologie
nicht sensitiv ist, und insbesondere bei der Bewertung eines Titers anhand eines
Serumpaares kann es passieren, dass der Patient an einer fulminanten akuten
Leptospirose stirbt, bevor es zu einer Serokonversion kommt.

PALANIAPPAN et al. (2007) schreiben von einer Sensitivitat von 92 % und Spezifitat
von 95 % in der Humanmedizin. Auch ADLER und DE LA PENA MOCTEZUMA
(2010) sind der Meinung, dass die Sensitivitdt und Spezifitdt des MATs hoch ist.
MCBRIDE et al. (2005) wiederum beflrchten, dass die Pravalenz der Leptospirose
oft aufgrund der schlechten Sensitivitat unterschatzt wird.

2.4.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein kostenglinstiges, flr das Laborpersonal sicheres und durch die
Auswertung mittels eines ELISA-Readers objektives Nachweisverfahren. Durch die
Verwendung einer Antigencharge, die fur mehrere Platten verwendet wird, ist das
Verfahren standardisierbar. In relativ kurzer Zeit kann eine hohe Probenanzahl
untersucht werden, wobei das Verfahren keine besonderen Kenntnisse und
Erfahrungen des Personals erfordert. Gut eingestellte ELISA-Systeme haben eine
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geringe Varianz zwischen verschiedenen Laboratorien, in denen sie verwendet
werden. Je nach Verwendung des Konjugates kann zwischen IgM und IgG
Antikérpern und damit dem Infektionszeitpunkt (akut vs. langer zurlickliegend)
unterschieden werden. Insbesondere ELISA-Systeme, die IgM Antikdrper
detektieren, haben haufig eine hdéhere Sensitivitat als der MAT bei Entnahme der
Probe in der Anfangsphase der Erkrankung (LEVETT 2001). Je nach verwendetem
Antigen kann der ELISA Serovar-tbergreifend sein und sich somit gut als Screening-
ELISA eignen.

Aufgrund dieser Vorziige gegenltber dem MAT gab es bereits viele Versuche, einen
sensitiven und spezifischen ELISA in der Leptospiren-Diagnostik in der Human- und
Tiermedizin zu etablieren. Die Versuche begannen mit einer Leptospiren-Ganzzell-
Praparation als Antigen.

Tabelle 3 zeigt Beispiele verschiedenster Antigen-Zusammenstellungen. Da
L. Biflexa mit vielen wichtigen Serovaren aus der Humanmedizin kreuzreagiert
(CUMBERLAND et al. 1999, LEVETT und BRANCH 2002), ist diese apathogene
Serovar haufig in Versuchen getestet worden. Jedoch ist der Nachteil von L. Biflexa
als Antigen, dass der ELISA Infektionen mit L. Grippotyphosa oft nicht detektiert und
teilweise auch Probleme bei der Detektion von L. Australis hat (WHO 2003).
ELISA-Systeme fir die Leptospiren-Diagnostik beim Schwein gibt es kommerziell
erhaltlich von der Firma Linnodee in Nordirland (LINNODEE ANIMAL CARE 2004).
Der ELISA soll durch die Verwendung eines monoklonalen Antikdrpers L. Bratislava
spezifisch sein, er ist aber fur die Routinediagnostik zu aufwéandig.

Tabelle 3 in der Literatur verwendete Antigene
In der oberen Zeile sind die verschiedenen Méglichkeiten eines Ganzzell-Antigens in einem ELISA
aufgefiihrt, in den Zeilen darunter sind konkrete Beispiele mit der Veréffentlichung angegeben.

Ganzzell- Ganzzell- apathogener Stamm
Antigen: Praparationen einer Praparationen Leptospira biflexa
pathogenen Serovar mehrerer Serovare serovar Patoc
Stamm Patoc |
L. Hardjo beim Rind L. Pomona, L. Sejroe kommerzieller ELISA-
(ADLER et al. 1982, und L. Hardjo in einem | Kit fUr die
GODDARD et al. 1991, | Rinder-ELISA (CHO et | Humanmedizin von
SURUJBALLI et al. al. 1989) PanBio (BAJANI et al.
1997) 2003, OOTEMAN et al.
2006)
Beispiele: L. Copenhageni beim eine Mischung aus 6 kommerzieller ELISA-
Menschen (MCBRIDE Serovaren flr einen Kit fir die
et al. 2007) Rinder-ELISA Humanmedizin von
(SURUJBALLI und Serion (TROMBERT-
MALLORY 2004) PAOLANTONI et al.

2010)

L. Pomona beim Hund
(RIBOTTA et al. 2000)
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Mittlerweile besteht der Trend, dass Antigene, die auf rekombinant herstellbaren
Proteinen beruhen, verstarkt in ELISA-Systemen getestet werden. In der
Humanmedizin wurden bereits ELISA-Verfahren getestet, die auf dem Protein LipL32
(DEY et al. 2008, FLANNERY et al. 2001), LigA (SRIMANOTE et al. 2008) oder LigB
(CRODA et al. 2007) basieren. AVIAT et al. (2009) hat ein Peptid des Proteins
LipL32 in einem humanen ELISA getestet. Ebenfalls sind synthetisch hergestellte
Fusionsantigene getestet worden. So zum Beispiel ein Fusionsprotein aus LipL32,
LipL21 und OmpL1 von QIU et al. (2008) und SUN et al. (2011), sowie ein Protein,
das Epitope von OmpL1, LipL21 und LipL32 enthalt (LIN et al. 2008).

In der Tiermedizin wurden beim Rind bereits die Proteine LipL32 (BOMFIM et al.
2005, SRIVASTAVA et al. 2006), LipL41 (SRIVASTAVA et al. 2006, MARIYA et al.
2006, SENTHILKUMAR et al. 2010), LigB (SANKAR et al. 2010) und beim Hund die
Proteine LipL32 (DEY et al. 2004), LipL41 (SENTHILKUMAR et al. 2007), LigA und B
(PALANIAPPAN 2004) sowie OmpL1 (OKUDA et al. 2005) getestet. Im Bereich der
Schweinediagnostik wurde 2004 ein ELISA, der auf LipL41 basiert, von
THEODORIDIS (2004) entwickelt. Seine zwei getesteten rekombinante Proteine von
LipL41 hatten eine Sensitivitdt von 79 % bzw. 90 % und eine Spezifitdt von 90 %
bzw. 91 % im Vergleich zu Western Blot Analysen. Von der Firma Linnodee gibt es
einen L. Bratislava-spezifischen ELISA mit einem monoklonalen Antikérper
(LINNODEE ANIMAL CARE 2004).

In Japan wurde von NAITO et al. (2007) eine Pravalenzstudie durchgefihrt, bei der
alle Schweineseren in einem Screening-ELISA untersucht wurden, der auf LipL32
basierte. Sie bestimmten eine Sensitivitat von 79 % und eine Spezifitdt von 63 %. Da
ihre Probennahme aber unabhangig von klinischen Zusammenhangen stattfand,
empfehlen sie, die Ergebnisse ihrer Studie nicht direkt mit den Studien zu LipL32 bei
Rind, Hund oder Menschen zu vergleichen.

2.5 Einfuhrung in / Grundsatzliches zur ELISA Technologie

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dient zum Nachweis von
Antikérpern (meist Subklasse IgG oder IgM) oder Antigenen in Proben.
Probenmaterial kann je nach Testausrichtung Blut (Vollblut, Serum, Plasma),
Fleischsaft, Speichel, verdiinnter Kot etc. sein.

Die Ausfuihrungen in diesem Kapitel basieren auf den beiden Blchern von John
Crowther (CROWTHER 1995 und 2000). Einzelne Stellen, die aus anderer Literatur
stammen, sind dementsprechend gekennzeichnet.

Die Grundreaktion eines ELISAs ist immer eine Antigen-Antikdrper-Bindung. Bei
einem einfachen Antikérper-Nachweis bindet zunachst ein primarer (Nachweis-)
Antikérper an das auf der Mikrotiterplatte immobilisierte Antigen, dann bindet ein
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markierter sekundéarer (Detektions-) Antikdrper an diesen Antigen-Antikérperkomplex
und macht ihn Gber eine enzymatische Farbreaktion sicht- und messbar. Zusatzlich
zu solchen nicht-kompetitiven Verfahren werden kompetitive und Sandwich-Systeme
unterschieden:

In Sandwich-Systemen wird das Antigen Uber einen spezifischen Bindungs-
Antikdrper an der festen Phase (Mikrotiter-Platte) immobilisiert. In kompetitiven
Systemen konkurriert das nachzuweisende Agens mit einem aus dem Testkit
hinzugeflgten identischen Agens (z.B. Proben-Antikdrper mit monoklonalen
Antikérpern oder Proben-Antigen mit vorproduziertem Antigen).

Diese drei Systeme kdnnen zusatzlich in direkte oder indirekte ELISA-Systeme
eingeteilt werden. Entsprechend der in der englisch-sprachigen Literatur
angewendeten Begriffsnutzung ist der Unterschied, dass in einem direkten ELISA
das Antigen direkt durch das Konjugat detektiert wird, wahrend in einem indirekten
ELISA-System zunéachst das Antigen durch einen primaren Antikérper gebunden wird
(wobei je nach Untersuchungsziel das Antigen oder der Primarantikdrper aus der
Probe stammen) und der Antigen-Antikérperkomplex dann durch ein Konjugat
detektiert wird (CROWTHER 2008). Abbildung 1 stellt schematisch den Unterschied
zwischen einem direkten und einem indirekten ELISA dar.

direkter ELISA indirekter ELISA Zeichen- / Farberklarung

Antigen

konjugierter
Antikorper

4

aus Testkit

* . aus Probe

Abbildung 1 Darstellung direkter und indirekter ELISA

In der linken Spalte ist schematisch ein direkter und in der mittleren Spalte ein indirekter ELISA
dargestelit. In der rechten Spalte ist die Zeichen- und Farberkldrung. Die Abbildung fokussiert auf die
unterschiedliche Herkunftsart des Antigens und des Primérantikérpers (entsprechend in grau oder
schwarz).
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Bei der Entwicklung eines ELISAs werden drei Phasen unterschieden:

- Die Machbarkeit / Umsetzbarkeit, in der gezeigt wird, dass ein Testsystem
grundséatzlich funktioniert (proof of concept),

- die Validierung, in der gezeigt wird, dass ein Test an verschiedenen Tagen,
unter unterschiedlichen Umstanden und mit verschiedenen definierten
Probenmaterialien stabil 1auft,

- die Standardisierung, wahrend der der Test so konfiguriert wird, dass er von
unterschiedlichen Personen in verschiedenen Laboren durchgefihrt werden
kann und letztendlich bereit fir die Markteinfihrung ist.

Zunachst wird ein flir das Nachweisziel geeignetes Antigen, an welches die
Antikérper aus der Probe binden sollen, in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte
immobilisiert. Kavitatsbereiche, die nicht durch das Antigen bedeckt sind, kénnen
unspezifisch andere Proteine (z.B. Serumproteine) binden und durch an sie bindende
Sekundarantikérper (Konjugat) das Signal falschlich erhéhen. Darum wird die
Mikrotiterplatte nach einem Waschschritt, in dem nicht gebundenes Antigen entfernt
wird, meist mit einem Blockmittel inkubiert. Nach ausreichender Reaktionszeit des
Blockmittels wird nach einem Waschschritt die Serumprobe inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt, in dem nicht gebundene Serum-Antikérper abgewaschen
werden, erfolgt die Zugabe des Konjugates. Das Konjugat bindet an die gebundenen
(Primar-) Antikdrper aus der Serumprobe. Konjugate sind anti-Spezies-Antikdrper, an
die ein Enzym gekoppelt ist. Im hier beschriebenen Prinzip wird ein anti-Schwein-
Antikérper, der in der Ziege erzeugt wurde, verwendet. Als Enzym wird Meerrettich-
Peroxidase genutzt. Nach der Inkubationszeit wird U(berschissiges Konjugat
abgewaschen und das Substrat hinzugefligt, wodurch es zu einer Farbreaktion
kommt. Diese wird durch das Stopp-Reagens gestoppt. Die Farbintensitat wird mit
einem Photometer / ELISA-Reader bestimmt und in Form von optical density (OD)-
Werten angegeben. Bei TMB, das mit Schwefelsdure gestoppt wurde, erfolgt die
Messung bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 630 nm.

Die optimale Konzentration fir Antigen, Konjugat und Serum wird durch eine
Schachbrett-Titration ermittelt, die auch in einzelne Schritte aufgeteilt werden kann.
Um bei der spateren Anwendung des ELISAs Ergebnisse unterschiedlicher Testlaufe
vergleichen zu kénnen, werden die OD-Werte in Bezug zu einer stets mitgefihrten
standardisierten Positiv- und/ oder Negativkontrolle gesetzt, um damit Tages-
schwankungen korrigieren zu kénnen. Tests, die Antikdrper detektieren, setzen dabei
meistens die Probe in das Verhéltnis zu der Positivkontrolle; der berechnete Wert
wird ,sample-to-positive” (S/P)-Wert genannt.

Ein wichtiger Punkt in der Entwicklung eines ELISAs ist die Festlegung des
Grenzwertes. Der Grenzwert bestimmt wesentlich die Glteparameter Sensitivitat und
Spezifitat des ELISAs. Daher sollten zwei Populationen ausgewahlt werden, die mit
gréBtmdglicher Wahrscheinlichkeit gesund bzw. krank sind. Eine hohe
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Wahrscheinlichkeit fur ein Vorliegen der Krankheit ist bei einem positiven Ergebnis
eines anderen Nachweisverfahrens gegeben. Im Schweinebereich werden Tiere aus
Bestanden mit einem hohen Gesundheitsstatus engmaschig auf ausgewahlte
Krankheiten untersucht, so dass hier eine hohe Wahrscheinlichkeit vorliegt, dass die
Tiere (zumindest fUr diese Krankheiten) nicht krank sind.

Eine Ubersicht der wichtigsten Verfahren fiir die Bestimmung eines Grenzwertes, der
in negative und positive Ergebnisse trennt, gibt Tabelle 4.

Tabelle 4 Verfahren zur Grenzwert-Bestimmung

In den Zeilen sind drei verschiedene Verfahren fiir die Grenzwert-Bestimmung dargestellt, in den Spalten
sind die Durchfiihrung sowie Vor- und Nachteile der Verfahren erldutert. Fir die ersten beiden Verfahren
gibt es keinen konkreten Namen, weshalb die mathematischen Kiirzel gewéhlt worden sind.

(SELBITZ 1992)

Verfahren Durchfiihrung Vorteil Nachteil
zu dem Mittelwert Einfach und schnell bei sehr kleinen
eines Pools von Standard-
negativen Seren abweichungen liegt
dreimal die der cut-off nur leicht
= ok Standardabweichung tber dem Pool der
X+ 3's . .
addieren negativen Seren,

dadurch hohe Gefahr,
dass es zu falsch
positiven oder falsch
negativen
Ergebnissen kommt

2*X
(SELBITZ 1992)

zweimal der Mittelwert
des Pools der
negativen Seren

Einfach und schnell;
niedrige Standard-
abweichungen ohne
negativem Einfluss

ROC-Analyse
(Receiver
Operating

Characteristic)

(CROWTHER
2000)

far jeden moglichen
Grenzwert wird die
daraus resultierende
Anzahl richtig
positiver und falsch
positiver Proben
berechnet und als
ROC-Kurve
dargestellt

Elegantes Verfahren
mit Angabe von
Sensitivitat und
Spezifitat in
Abhéangigkeit von dem
Grenzwert;
Berechnung mittels
Computerprogramm
moglich

Bei bestimmten Fragestellungen kann es vorkommen, dass eine héhere Sensitivitat
oder Spezifitit des Testes bendtigt wird, als die, die bei dem entwickelten Test
vorliegen. In diesem Falle kann der Grenzwert angepasst werden und der Test wird
auf Kosten des anderen Parameters (z.B. Spezifitat) sensitiver.

Wenn der Unterschied zwischen positiven und negativen Proben sehr klein ist, kann

Seite | 20



- Literaturtibersicht -

im Rahmen der Grenzwertbestimmung auch ein verdachtiger / fraglicher Bereich
eingerichtet werden. Dieser kann im einfachsten Fall zwischen den beiden oben
beschriebenen Grenzwertfestlegungen (dreimal Standardabweichung und zweimal
Mittelwert) liegen (SELBITZ 1992). Der Nachteil an einem verdachtigen / fraglichen
Bereich ist immer, dass die Bewertung von Proben, die in diesem Bereich liegen,
sehr schwer ist. Je gréBer der verdachtige / fragliche Bereich ist, desto mehr Proben
kann er enthalten und desto geringer wird die Aussagekraft des ELISAs. Ein
Jperfekter” ELISA darf also keinen verdachtigen / fraglichen Bereich haben.
Die Reproduzierbarkeit von Probenergebnissen schwankt von Tag zu Tag. Daher
mussen im Rahmen der Validierung eines ELISAs die Intra- und Interassay-Varianz
untersucht werden. Bei einem guten Test, der reproduzierbare Ergebnisse bringt,
sollte der Variationskoeffizient <10 % sein; 10-20 % muissen allerdings in Kauf
genommen werden und sind laut OIE Manual noch im akzeptablen Bereich (OIE
2012b).
FUr die Beurteilung eines Testverfahrens stehen verschiedene Parameter zur
Verfigung. Die Wichtigsten sind die Sensitivitdt und Spezifitdt eines Testes. Die
Grundlage fir die Bestimmung der Spezifitdt und Sensitivitat bildet die Vierfeldertafel
(siehe Abbildung 7 schematische Darstellung einer Vierfeldertafel im Kapitel 3.4.2.3).
Diese ist anwendbar, wenn die Ergebnisse in 2 Kategorien eingeteilt werden kénnen:
ja oder nein, bzw. im Falle eines Testsystems fir Krankheiten in gesund (negativ)
und krank (positiv). Daflir missen die Ergebnisse des neuen Tests in Bezug zu
einem anderen Testsystem (normalerweise dem Goldstandard) gesetzt werden,
wobei davon ausgegangen wird, dass der Goldstandard korrekte Ergebnisse liefert.
Die Sensitivitat beschreibt die Empfindlichkeit eines Testes bzw. macht eine Aussage
Uber die Richtig-Positiv-Rate. Bei einer medizinischen Diagnose gibt die Sensitivitat
den Anteil der von dem Test als krank klassifizierten Patienten wieder, die tatsachlich
an der Krankheit erkrankt sind. Die Spezifitdt gibt eine Aussage Uber die Richtig-
Negativ-Rate ab. Bei einer medizinischen Diagnose gibt die Spezifitdt den Anteil der
von dem Test als gesund klassifizierten Patienten wieder, die tatsachlich gesund
sind.
Die pradiktiven Werte sagen aus, mit welcher Wahrscheinlichkeit das Ergebnis des
neuen Tests korrekt ist. Der positive pradiktive Wert gibt also den Anteil der richtig
positiven Ergebnisse des Tests im Bezug auf alle von dem Test als positiv beurteilten
Proben wieder. Der negative pradiktive Wert gibt dagegen den Anteil der richtig
negativen Ergebnisse des Tests im Bezug auf alle von dem Test als negativ
beurteilten Proben an. Um die pradiktiven Werte zu bestimmen, muss die Pravalenz
der Krankheit in dem untersuchten Probenpool der Pravalenz der Grundpopulation
entsprechen. Werden also 100 negative und 100 positive Proben einer Krankheit mit
einer Pravalenz von 50 % untersucht, so ist die Bestimmung der pradiktiven Werte
zulassig, bei einer Pravalenz von 0,5 % ist die Bestimmung dagegen beispielsweise
nicht zulassig.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Seren

Zur Etablierung und Validierung des ELISAs wurden Serumproben von Schweinen
mit mdglichst bekanntem Infektionsstatus genutzt. Diese Schweineseren stammten
aus dem Routineuntersuchungsaufkommen des Labors Synlab.vet Leipzig.
Insgesamt wurde ein Archiv von 513 Seren aus ca. 80 Einsendungen angelegt, die
bei -18 °C gelagert wurden. 200 dieser Seren wurden fir die Validierung des ELISAs
aufgrund folgender Kriterien ausgewahlt: Gesundheitsstatus des Bestandes, Alter,
MAT-Ergebnis. Die Seren wurden im MAT entsprechend dem Kapitel 3.2 untersucht.

3.1.1 SEREN AUS DER POSITIV-GRUPPE

128 Schweineseren hatten in dem MAT einen Titer 21 : 100 und wurden damit als
positiv beurteilt. Tabelle 5 stellt die Proben mit ihren MAT-Titern und der Verteilung
auf die entsprechenden Serovare dar.

Von den 128 Seren stammen 89 aus einem Bestand, der durch ein akutes
Abortgeschehen auffiel. In der Leber abortierter Ferkel aus diesem Bestand konnte
Leptospiren-Nukleinsdure in der PCR nachgewiesen werden. Fir die restlichen
39 Seren lagen keine bekannten positiven PCR-Befunde der Bestande vor.

Die 89 Proben aus dem Bestand mit gesichertem Leptospirose-Ausbruch und
11 weitere Seren wurden zur Validierung des ELISAs verwendet. Die restlichen
28 positiven Seren wurden im Anschluss an den Validierungsprozess als
unabhangige positive Seren im ELISA getestet. Sie dienten zur Testung der
Verwendbarkeit des Grenzwertes bei der Anwendung des ELISAs mit Feldseren.

Tabelle 5 positive Seren mit MAT Titern und Verteilung auf die Serovare
In der ersten Spalte ist die Kennzeichnung der Seren (keine fortlaufende Nummerierung) eingetragen. In
den restlichen Spalten sind die Titer der Serovare angegeben, die mit diesem Serum reagierten.

Proben- Brati ] T
fom. | Pomona | S| Gober | Smpee; | camcoln | T | ey | Sefoe
hung

1 800 200

2 800 100

3 800 100

4 800 100

5 200

6 6400 100 800

7 3200 200 100

8 800
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Proben-

kenn- | pomona Bratis- Copen- | Grippo- | capjcola Tara.s- Sax- Sejroe
zeich- lava hageni typhosa sovi koebing
nung

9 200 100 200

10 200 100 100

11 100 400 100

12 200 100

13 1600 100

14 800

15 1600 100 100

16 1600 800 400

17 400 100 100

18 200 100

19 200

20 400 100

21 800

22 400

23 100

24 800

25 1600 200 100 200

26 800 100 100

27 800

28 800 400 100

29 200 100

30 1600 200 100

31 1600 200 400 100

32 800

33 100

34 6400 100 100

35 200 100

36 400

37 800 200 100

38 1600 200 200

39 200

40 800 400

41 800 200 800

43 400

44 800 100

45 200

46 1600 100

47 800
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Proben-

kenn- | pomona Bratis- Copen- | Grippo- | capjcola Tara.s- Sax- Sejroe
zeich- lava hageni typhosa sovi koebing
nung

48 400 400

49 400 100

50 800 100

51 800

52 1600 100 100

53 800 100 200

54 1600

55 400 100

56 800 100

57 800

58 800 100 200

59 100 100

60 800 100

61 1600 100

62 1600

63 1600 200 200

64 6400 400 100

65 800

66 3200 200 100

67 800

68 1600 200 200 100

69 400 100 100

70 400

71 6400 200 200 100

72 800 200

73 6400 400 200

74 6400 400 1600

75 400 1600 200

76 6400 800 200

77 1600 200 200 100

78 800 400 100

79 1600 200

80 400 200

81 6400 1600 100

82 6400 200 100

83 800 200 200

84 3200 400 800 100

85 800 200 200
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Proben-

kenn- | pomona Bratis- Copen- | Grippo- | capjcola Tara.s- Sax- Sejroe
zeich- lava hageni typhosa sovi koebing
nung

86 3200 400 100

87 6400 200 200 100

89 200 100

96 100

97 200

98 400

99 100

100 100

101 100
102 100
103 200

104 100

105 100

106 100

107 100

108 200

109 200

110 400

111 100

112 100 100

113 100 400

114 100

115 100

116 100

117 200

118 100 200

119 100
120 400 100

121 100

122 100

123 100 100
124 100 100

125 100

126 100

127 100

128 100

129 100

130 100
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Proben- .
kenn- | pomona | DratiS | Copen- | GHppo- | canicola | 1205 Sax- Sejroe
zeich- lava hageni typhosa sovi koebing
nung
131 100
132 100 100
133 100
134 100
135 100
136 100

Von den 128 Seren hatten 57 positive Titer fir nur eine Serovar des Panels.
71 Seren hatten Titer flir zwei oder mehr Serovare. 77 Proben hatten einen Titer von
mindestens 1 : 400 fir mindestens eine Serovar. In Bezug auf die Gesamtzahl der
513 untersuchten Seren sind 25 % aller Seren positiv, wobei 15 % aller Seren einen
Titer von mindestens 1 : 400 haben.

Abbildung 2 zeigt die Verteilung der Reaktionen =1 :100 auf die untersuchten
Serovare.

Tarassovi; 4

. Canicola; 3 [Saxkoebing; 5
Grippotyphosa;

17

o
-

Abbildung 2 Verteilung der Reaktionen =1 : 100 der 128 Seren auf die Serovare

In dem Tortendiagramm ist dargestellt, wie sich die aufgetretenen Reaktionen mit einem Titer 21 : 100
von allen 128 Seren auf die jeweiligen Serovare verteilen. Es sind nicht die hochsten Titer der Proben
dargestellt, sondern alle gemessenen Reaktionen.

Die Proben Nr. 9 und Nr. 29 wurden aufgrund ihrer relativ niedrigen Titer zwischen
1:100 und 1:200 als schwach positive Proben in den Titrationsversuchen flr die
Entwicklung des ELISAs verwendet (siehe Kapitel 3.3.3 und Kapitel 4.1).
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3.1.2 SEREN AUS DER NEGATIV-GRUPPE

Insgesamt konnten 139 Schweineseren aus Bestdnden mit gesichertem hohen
Gesundheitsstatus (PRRS-, APP- und Mycoplasma hyopneumoniae-negativ und frei
von klinischer Symptomatik flir Reproduktionsstérungen) detektiert werden, die in
dem MAT in einer Verdinnungsstufe von 1:50 keine Agglutinationsbildung
aufzeigten und somit als negativ beurteilt wurden. 63 Seren dieser Proben stammen
von Ferkeln. Die ersten 50 Ferkelproben sowie die ersten 50 Proben alterer Tiere
wurden zur Validierung des ELISAs verwendet, da sie am wahrscheinlichsten keine
Leptospiren-Antikdrper enthielten.

Des Weiteren wurden 109 Schweineseren aus Bestdnden mit unbekanntem
Gesundheitsstatus bzw. mit nachgewiesenen anderen Erkrankungen als negativ im
MAT beurteilt.

3.1.3 SEREN AUS DER VERDACHTIG-GRUPPE

78 Seren wiesen nur geringgradig Agglutinate in der Verdinnung 1 : 50 auf, so dass
diese Proben als verdachtig in 1:50 eingestuft wurden. Es lagen keine weiteren
Angaben bezlglich Klinik, Alter oder PCR-Ergebnissen vor.

3.1.4 SEREN AUS DER 1 : 50-GRUPPE

36 Schweineseren, die im Rahmen der Routinediagnostik eingesendet wurden, sind
in dem MAT mit einem Titer von 1 :50 beurteilt worden. Es lagen keine weiteren
Angaben bezlglich Klinik, Alter oder PCR-Ergebnissen vor.

3.1.5 SEREN AUS DER ZUSATZ-GRUPPE

Im Rahmen der Routinediagnostik wurde in zwei Bestanden im Rahmen der Abort-
Abklarung in der PCR Leptospiren-Nukleinsdure detektiert. In einem Bestand wurde
Leptospiren-Nukleinsdure in der Leber eines Abortes nachgewiesen, in dem anderen
Bestand in dem Uterus einer geschlachteten Sau. Aufgrund der PCR-Ergebnisse
wurden die einsendenden Praxen gebeten, Serumproben zu ziehen. Insgesamt
wurden daraufhin 23 Seren der beiden Bestande eingesendet und untersucht, diese
waren in dem MAT negativ.
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3.1.6 UBERSICHT DER SEREN
Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht {iber die vorgenommenen Gruppierungen:

Tabelle 6 Ubersicht Gruppierung der Seren
Die 513 Seren sind entsprechend ihres MAT-Ergebnisses, PCR-Untersuchungen, der Bestandsgesundheit
und dem Alter in insgesamt 8 Untergruppen eingeteilt worden, wobei diese in 5 Gruppen

zusammengefasst wurden. Unbekannter Gesundheitsstatus oder Alter sind mit ,, - “ dargestellt
PCR-
Alter Verwend-
Gruppen- | Proben- MAT- Ergebnis | Bestands- W N
. , (falls ung far
Name Anzahl Ergebnis aus dem | Gesundheit -
bekannt) | Validierung
Bestand
" 89 =1:100 positiv Aborte - alle 89
Positiv-
Gruppe '
PP 39 >1:100 nicht . . ersten 11
untersucht
nicht Hoher
1: Ferkel
63 <1:50 untersucht Status erxe ersten 30
Negativ- nicht Hoher
7 1: Adul
Gruppe 6 <1:30 untersucht Status dult ersten 50
109 <1:50 nicht . . nein
untersucht
: 50- ich
1:50 36 1:50 niht : : nein
Gruppe untersucht
Verdachtig gar. nicht .
Gruppe 78 Agglutinate untersucht - - nein
PP bei 1 : 50
Zusatz- " ,
23 <1:50 positiv Aborte - nein
Gruppe

Die 200 Seren, die fur die Validierung des ELISAs verwendet wurden, sind unter dem
Namen ,Validierungsseren“ zusammengefasst, die restlichen 313 Seren unter dem
Namen ,restliche Seren®. Die 50 Validierungsseren aus der Negativ-Gruppe mit den
jungeren Tieren/ Ferkeln werden ,Ferkel-Seren“, die 50 Validierungsseren der
alteren Tiere ,Adult-Seren” bezeichnet.
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3.2 Mikroagglutinationstest (MAT)

3.2.1 VERWENDETE MATERIALIEN

flissiges Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) Medium
(Dr. Felgentrager & Co. - Oko-chem. und Pharma GmbH, Dessau)

Komponente g/l
BD Difco™ Leptospira Medium Base EMJH (Basismedium) 239
Aqua dest ad 900 ml

Autoklavieren, 15 Minuten bei 121 °C
Nach dem Abkulhlen und vor dem Einsatz werden den 900 ml Medium

zugegeben:

Komponente g/l
BD Difco™ Leptospira Enrichment EMJH 100 ml
pH: 7,4 £0,2

Das Enrichment enthdlt Albumin, Polysorbat 80 und zuséatzliche
Wachstumsfaktoren.

vitale Stammkulturen verschiedener Leptospira Serovare (Bundesinstitut flr
Risikobewertung (BfR), Berlin)

8 ml Falcon Réhrchen, steril

F-Form Mikrotiterplatte, unbeschichtet, 96 Well (Roth)
Serumverdinnungsréhrchen (PP-Réhrchen, 1,3 ml (Greiner))

0,9 %ige NaCl-Lésung

Kaninchen Hyperimmunseren zu den jeweiligen Leptospiren-Stdmmen (BfR,
Berlin)

Mikroskop mit Dunkelfeldkondensor

3.2.2 VERWENDETE BAKTERIENSTAMME

Im Mikroagglutinationstest werden vitale Leptospirenkulturen eingesetzt. Fir die
Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation wurden die acht Serovare aus
Tabelle 7 verwendet:

Tabelle 7 Verwendete Serovare
Auflistung der acht Serovare, die in dem MAT verwendet worden sind. In der rechten Spalte ist der
genaue Stammname angegeben.

Serovar: Stamm:
Leptospira interrogans serovar Bratislava Jez bratislava
Leptospira interrogans serovar Canicola Hond Utrecht IV
Leptospira interrogans serovar Copenhageni M 20

Seite | 29




- Material und Methoden -

Serovar: Stamm:
Leptospira kirschneri serovar Grippotyphosa Moskva V.
Leptospira interrogans serovar Pomona Pomona
Leptospira interrogans serovar Saxkoebing Mus 24
Leptospira borgpetersenii serovar Sejroe M 84
Leptospira borgpetersenii serovar Tarassovi Perepelitsin

Die Stamme sind zertifizierte Stammkulturen, die von dem Nationalen Referenzlabor
flr Leptospiren am BfR bereitgestellt wurden.

3.2.3 KULTIVIERUNG DER STAMME

Die Leptospiren wurden in flissigem Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) Medium kultiviert. 4 ml des Mediums wurden in sterile Falcon-Réhrchen
abgefillt und je nach Serovar-Bedlrfnissen mit 200 - 600 pl Leptospirenkultur
beimpft. Die Kulturen wurden nach dem Uberimpfen in einem 29 °C Brutschrank
finf Tage aerob inkubiert und danach unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
gelagert. Es wurden parallel immer zwei Kulturen angelegt: eine flr die
Stammarchivierung und Subkultivierung, und eine fir den MAT. Mittels
Universalndhrboden (Columbia-Schafblutagar) wurde jede Serovar bei der
wdchentlichen Subkultivierung auf Kontamination mit anderen Bakterien getestet.

Am 5. Tag nach der Subkultivierung wurden die Leptospirenkulturen mit Kaninchen-
Hyperimmunseren auf ihre Agglutinationsfahigkeit UOberprift. Diese Hyper-
immunseren haben fir jede Serovar einen Referenztiter, den es zu erreichen galt.
Gleichzeitig wurde mit einem Densitometer die Kulturdichte CGberprift. Die optimale
Konzentration liegt bei 1,8 x 10® Bakterienzellen/ml. Die Leptospiren wurden von dem
5. bis zum 8. Tag fir den MAT genutzt.

3.2.4 DURCHFUHRUNG

In Serumverdiinnungsréhrchen wurde das Serum 1 :25 in 0,9 %iger NaCl-Lésung
vorverdinnt (480 pul NaCl und 20 pl Serum). 50 ul dieser Vorverdiinnung wurden in
acht untereinander liegende Vertiefungen einer flachen, unbeschichteten
Mikrotiterplatte (12 x 8) pipettiert. Daraus wurde eine duale Verdinnungsreihe Uber
insgesamt drei Spalten mit 0,9 %iger NaCl-Lésung angelegt, so dass das Serum in
den Verdinnungen 1 : 25,1 : 50 und 1 : 100 vorlag.

Im Anschluss wurden die Leptospiren-Serovare als Flissigkultur dazugegeben. Alle
acht unter Kapitel 3.2.2 genannten Serovare wurden flir die Untersuchung
verwendet. Dabei wurden je 25ul Stammkultur zu den einzelnen
Serumverdinnungen in jeweils einer Zeile pipettiert. Demzufolge wurde z.B.
L. Bratislava in die komplette Zeile A der Mikrotiterplatte pipettiert, L. Canicola in die
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komplette Zeile B, usw. Dadurch lagen die Seren in den Verdinnungsstufen 1 : 50,
1:100 und 1 : 200 vor. Abbildung 3 stellt das Pipettierschema veranschaulicht dar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:50 1:100 | 1:200 | usw.

A 25ul |25l |25l 25l |25 | 25l | usw.

L. Bratislava vor- von von vor- von von

_ . verd. |A1+ | A2+ |Jverd. |Ad+ | A5+
je Kavitat | prope | 25l | 25l | Probe | 25l | 25 pl
25 pl NaCl | NaCl NaCl | NaCl

B
L. Canicola

C
L. Pomona

D
usw.

Abbildung 3 Pipettierschema MAT

Es ist ein Ausschnitt einer Mikrotiterplatte dargestellt. Die Spalten sind von 1-10, die Zeilen von A-D
gekennzeichnet. Die Titerwerte in der Spaltenkennzeichnung sind die Verdiinnungen der Seren in dem
Ansatz. In der Zeilenkennzeichnung stehen die hinzugefiigten Serovare. Drei Spalten sind die
untersuchten drei Verdiinnungen eines Serums.

Die Mikrotiterplatte wurde mit einem Deckel versehen auf einem Rotationsschittler
ca. 20 Sekunden durchmischt und im Anschluss 2 Stunden in einem
29 °C-Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Platte zur Auflésung
unspezifischer Zusammenballungen freier Leptospiren erneut 20 Sekunden
geschuttelt und schlieBlich im Dunkelfeldmikroskop bei 100-facher VergréBerung
untersucht. Dabei wurde jede Verdinnungsstufe des Serums zu allen 8 Serovaren
Uberpruft.

Eine Verdinnungsstufe wurde als negativ beurteilt, wenn mehr als 50 % der
Leptospirenzellen frei vorlagen, also keine oder nur eine geringe Anzahl an
Agglutinaten vorhanden waren. Lagen weniger als 50 % der Leptospiren frei vor,
wurde die VerdUnnungsstufe als positiv beurteilt. Die Beurteilung der Anzahl der
freien Leptospiren erfolgte im Vergleich zu einer Negativkontrolle, bei der 25 pul der
entsprechenden Leptospiren-Serovar und 25 pl der 0,9 %igen NaCl-Lésung in einer
Vertiefung der Mikrotiterplatte gemischt vorlagen. In dieser Verdinnungsstufe sind
die Leptospiren kaum einzeln differenzierbar, das Gesichtsfeld wirkt homogen grau-
blaulich und scheint zu schimmern. Je mehr Leptospiren durch Antikbrper der
Serumprobe in Form von Agglutinaten gebunden werden, desto schwarzer wird der
Hintergrund der zu beurteilen ist. Wann eine Probe weniger als 50 % grau-blaulich zu
der Negativkontrolle ist, hat der Untersucher zu entscheiden.
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Bei positivem Befund der letzten Verdinnungsstufe (1 : 200), wurde die Probe auf
die entsprechende Serovar erneut untersucht und dabei eine Verdiinnungsreihe bis
1:6400 angelegt. Stellte sich dabei heraus, dass die Probe in der letzten
Verdinnungsstufe noch immer nicht negativ war, so wurde eine Verdinnungsreihe
Uber eine komplette Reihe, also bis 1 : 102.400, angelegt.

Die Verdinnungsstufe einer Probe, die gerade noch als positiv beurteilt werden
konnte, entsprach dem Titer der Probe. Proben mit einem Titer =21 : 100 wurden
gemaB dem MANUAL OF DIAGNOSTIC TESTS AND VACCINES FOR
TERRESTRIAL ANIMALS der OIE (2012a) als positiv gewertet.

Die DGHM-Verfahrensrichtlinien von 1985 bewerten Titer =1 : 400 erst als positiv
und die Titerwerte 1:100 und 1:200 werden als zweifelhaft beurteilt. Da ein
zweifelhafter Bereich in der Diagnostik nicht aussagekraftig ist, wurde die Beurteilung
des OIE MANUAL fir diese Dissertation gewahilt.
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3.3 ELISA

Das entwickelte ELISA-System basiert auf dem Verfahren eines indirekten nicht-
kompetitiven ELISAs. Das Antigen wird auf der Mikrotiterplatte gebunden, daran
binden Antikérper der Probe. Die gebundenen Antikérper werden schlieBlich durch
markierte Sekundar-Antikérper, das Konjugat, detektiert.

3.3.1 VERWENDETE MATERIALIEN
Tabelle 8 und Tabelle 9 zeigen eine Zusammenfassung der verwendeten
Materialien.

Tabelle 8 Chemikalien fiir den ELISA

Chemikalienname Hersteller
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat Roth, Karlsruhe
(NagHPO4X2HQO)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy,) Roth, Karlsruhe

Tween 20 Roth, Karlsruhe
Magermilchpulver (Skim Milk Powder) Fluka BioChemika, Steinheim
Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma-Aldrich, Minchen
Liquid Substrate System for ELISA

0,5 molare Schwefelsaure

Tabelle 9 sonstiges Zubehor fiir den ELISA

Material Hersteller
medium binding Mikrotiterplatte Greiner Bio-One, Solingen
(F-Form, 96 Well)

Serumverdinnungsréhrchen Greiner Bio-One, Solingen
(PP-Réhrchen; 1,3 ml)

Antigen: rekombinantes LipL32, liquid Rekom Biotech, Granada, Spanien
protein solution

Konjugat: Ziege-anti-Schwein IgG (H+L) Dianova, Hamburg

konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase

(HRPO)
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Material Hersteller
ELISA-Washer Tecan, Mannedorf, Schweiz

ELISA-Reader mit dem Filter 450 nm und Tecan, Mannedorf, Schweiz
einer Referenzwellenldange von 630 nm

MedCalc Software fir die statistischen Mariakerke, Belgien
Auswertungen
Serum: Positiv- und Negativkontrolle siehe Kapitel 3.3.2 Positiv- und
Negativkontrolle
Serum: 2 MAT-schwach positive Seren siehe Kapitel 3.1.1 Seren
Rezepte:
- PBS
Herstellung eines PBS 10x Konzentrates:
far 1 Liter:

80 g Natriumchlorid

2 g Kaliumchlorid

17,8 g di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

2,4 g Kaliumdihydrogenphosphat

mit doppelt destilliertem Wasser auf 1 Liter auffillen, pH auf 7,4

Das 10x PBS Konzentrat 1 : 10 verdinnen:
100 ml 10x PBS Konzentrat und 900 ml ddH>O

- PBS-T
Herstellung von 0,05 % PBS-Tween 20:
500 ml PBS mit 250 pl Tween 20

- Magermilch-Blockpuffer, 10 %ig (flr eine Mikrotiterplatte)
3 g Magermilchpulver
30 ml PBS-T

3.3.2 POSITIV- UND NEGATIVKONTROLLE

Das Serum zur Gewinnung der Negativkontrolle entstammt einem Schwein aus
einem Bestand mit hohem Gesundheitsstatus. Der Bestand ist PRRS-, APP- und
Mycoplasma hyopneumoniae frei, Leptospiren wurden in dem Bestand noch nie
nachgewiesen und getestete Tiere waren serologisch in dem MAT negativ. Zu dem
Zeitpunkt der Blutentnahme waren das Schwein sowie der Bestand klinisch
unauffallig.
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Zur Gewinnung einer Positivkontrolle fir die Entwicklung des ELISAs wurde ein
Schwein verwendet, welches aus demselben Bestand stammte wie jenes, das fir die
Gewinnung der Negativkontrolle verwendet wurde. Im Rahmen eines Tierversuches
(Registrierungsnummer V11/11) wurde es mit formalin-inaktivierten Leptospira
Pomona hyperimmunisiert. Das Serum, das bei der Tétung gewonnen wurde, hatte
einen Titer von 1 : 200.

3.3.3 ELISA-ENTWICKLUNG

In Vorversuchen wurden vier verschiedene Mikrotiterplatten und zwei Blockmittel
getestet. In der eigentlichen Entwicklungsphase wurden medium-binding
Mikrotiterplatten von Greiner und als Blockmittel skim milk benutzt.

Far die Titration des Antigens, Konjugates und Serum wurde jeweils nur ein Element
in einer Verdinnungsreihe aufgetragen. Die anderen Substanzen wurden in einer
solchen Konzentration konstant hinzugefiigt, dass sichergestellt war, dass sie nicht
die limitierenden Faktoren der Reaktion darstellten.

3.3.3.1 Antigen-Titration

Das LipL32 wurde in Form eines rekombinanten Proteins fir den ELISA verwendet.
Es lag in einer Konzentration von 1,17 mg/ml vor und wurde in Eppendorf Cups zu je
50 pl aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Die Titration erfolgte Uber einen Bereich von 1170 ng bis 1,1 ng/100ul (entsprechend
Verdinnungen von 1 : 100 bis 1 : 102400). Zuerst wurde eine 1 : 100 Vorverdiinnung
des LipL32-Konzentrates in PBS vorbereitet. Von dieser Vorverdiinnung wurden
200 ul in jede Vertiefung der ersten Spalte gegeben. In alle anderen Spalten wurden
100 pl PBS pipettiert und dann eine duale Verdinnungsreihe von Spalte 1 bis zur
Spalte 11 angelegt.

Die Platte wurde mit einer Folie abgeklebt und 24 Stunden bei 4 °C gelagert. Am
nachsten Tag wurde die Platte viermal mit PBS-T gewaschen und mit 10 %iger skim
milk (in PBS-T) geblockt (300 pl/Kavitéat). Die Platte wurde daraufhin mit einer Folie
abgeklebt und 12 Stunden bei 4 °C gelagert.

Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Serum in einer Konzentration von
1: 100 aufgetragen (100 pl/Kavitat). Dazu wurde jeweils das Serum der Negativ- und
Positivkontrolle sowie die zwei Seren, die in dem MAT schwach positiv waren, im
Doppelansatz verwendet. Bei Raumtemperatur wurde die Platte eine Stunde lang auf
einem Schdittler inkubiert.

Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Konjugat in einer Konzentration
von 1 :30000 aufgetragen (100 pl/Kavitat). Bei Raumtemperatur wurde die Platte
eine Stunde lang auf einem Schuttler inkubiert.
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Nach erneutem viermaligen Waschen mit PBS-T wurden 100 pl des Substrates TMB
in die Vertiefungen pipettiert, die Platte dunkel gelagert und nach 10 Minuten mit
100 ul von 0,5m Schwefelsdure gestoppt. Die Platte wurde mit den Filtern
450/630nm mittels ELISA-Reader ausgelesen.

3.3.3.2 Konjugat-Titration

Die Platte wurde in den Spalten 1-10 mit 100 pl/Kavitat der optimalen Verdinnung
von LipL32 aus Kapitel 3.3.3.1 in PBS beschichtet. Die Platte wurde mit einer Folie
abgeklebt und 24 Stunden bei 4 °C gelagert. Dann wurde die Platte viermal mit
PBS-T gewaschen und mit 10 %iger skim milk (in PBS-T) geblockt (300 pl/Kavitat).
Die Platte wurde daraufhin mit einer Folie abgeklebt und 12 Stunden bei 4 °C
gelagert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Serum in einer
Konzentration von 1:100 aufgetragen (100 pl/Kavitat). Dazu wurde jeweils das
Serum der Negativ- und Positivkontrolle sowie die zwei Seren, die in dem MAT
schwach positiv waren, im Doppelansatz verwendet. In Spalte 9 wurde kein Serum
pipettiert. Bei Raumtemperatur wurde die Platte eine Stunde lang auf einem Schuttler
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Konjugat aufgetragen
(100 pl/Kavitat).

Dazu wurden 2 Vorverdinnungen mit 1 :10.000 und 1 :15.000 in PBS-T angelegt.
Diese beiden Vorverdiinnungen wurden so Uber die Spalten 1-8 titriert, dass eine
Verdinnungsreihe mit den Verdinnungen 1 :10.000, 15.000, 20.000, 30.000,
40.000, 60.000, 80.000 und 90.000 entstand. In Spalte 9 wurde ebenfalls Konjugat
mit der Verdiinnung 1 : 90.000 pipettiert, wahrend in Spalte 10 nur PBS-T pipettiert
wurde (also kein Konjugat).

Bei Raumtemperatur wurde die Platte eine Stunde lang auf einem Schittler inkubiert.
Nach erneutem viermaligen Waschen mit PBS-T wurden 100 pl des Substrates TMB
in die Vertiefungen pipettiert, die Platte dunkel gelagert und nach 10 Minuten mit
100 ul von 0,5m Schwefelsdure gestoppt. Die Platte wurde mit den Filtern
450/630nm mittels ELISA-Reader ausgelesen.

3.3.3.3 Serum-Titration

Die Platte wurde komplett mit 100 pl/Kavitdt von der optimalen Verdinnung von
LipL32 aus Kapitel 3.3.3.1 in PBS beschichtet. Die Platte wurde mit einer Folie
abgeklebt und 24 Stunden bei 4 °C gelagert. Dann wurde die Platte viermal mit
PBS-T gewaschen und mit 10 %iger skim milk (in PBS-T) geblockt (300 pl/Kavitat).
Die Platte wurde daraufhin mit einer Folie abgeklebt und 12 Stunden bei 4 °C
gelagert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Serum aufgetragen
(100 ul/Kavitat). Dazu wurden von der Negativ- und Positivkontrolle, sowie von den
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zwei schwach positiven Proben aus dem MAT eine duale Verdinnungsreihe von
1 :25 bis 1 : 400 angelegt und im Doppelansatz getestet.

Bei Raumtemperatur wurde die Platte eine Stunde lang auf einem Schuttler inkubiert.
Nach viermaligem Waschen mit PBS-T wurde das Konjugat in der optimalen
Konzentration aus Kapitel 3.3.3.2 aufgetragen (100 pl/Kavitat). Bei Raumtemperatur
wurde die Platte eine Stunde lang auf einem Schuttler inkubiert.

Nach erneutem viermaligen Waschen mit PBS-T wurden 100 pl des Substrates TMB
in die Vertiefungen pipettiert, die Platte dunkel gelagert und nach 10 Minuten mit
100 ul von 0,5m Schwefelsdure gestoppt. Die Platte wurde mit den Filtern
450/630nm mittels ELISA-Reader ausgelesen.

3.3.3.4 Auswertung der Titrationen

Die Bestimmung der optimalen Konzentration der jeweiligen Titration basiert auf
folgenden Aspekten, die am Beispiel der Antigen-Titration erldutert werden:

Zunachst wurde der Verlauf der Verdinnungsstufen graphisch fir die verschiedenen
Seren dargestellt und analysiert. Wenn die Kavitaten, in denen die héheren Antigen-
Konzentrationen vorliegen, vergleichbar hohe OD-Werte haben, liegt ein Plateau vor.
In diesen Verdinnungen ist die maximal mdgliche Bindungsanzahl von Antigen an
die Platte erreicht. Durch Erhéhung der Konzentration des Antigens wird nicht mehr
Antigen gebunden, das Antigen liegt im Uberfluss vor. Das Erreichen einer Sattigung
ist wichtig flr die Stabilitdt des ELISAs und damit einer optimalen Diskriminierung
zwischen positiven und negativen Proben. Jedoch wird insbesondere bei teuren
Antigenen aus Kostengriinden von dieser optimalen Konzentration abgewichen und
eine niedrigere Konzentration verwendet, die in dem Bereich liegt, in dem die
OD-Werte beginnen von ihrem Plateauniveau zu sinken.

AuBerdem wurden die Ergebnisse der Titration durch Berechnung der signal-to-noise
ratio (S/N ratio bzw. Signal-Rausch-Verhéltnis) ausgewertet. Diese stellt das
Verhaltnis der OD-Werte zwischen der positiven und der negativen Serumprobe fir
die jeweilige Antigenkonzentration dar (Division der positiven mit der negativen
Probe). Durch das Verhaltinis dieser OD-Werte werden starke unspezifische
Bindungen der negativen Probe bei hoher Antigenkonzentration erkannt. Bei der
signal-to-noise  ratio stellen die hdéchsten berechneten Werte den
Konzentrationsbereich dar, in dem das titrierte Antigen verwendet werden sollte, da
hier das positive Serum hohe OD-Werte, aber das negative Serum parallel dazu
niedrige OD-Werte liefert.

Das negative Serum ist auBerdem wichtig, um potentielle unspezifische Bindungen
von Serumproteinen an die Platte im Rahmen der Antigentitration beurteilen zu
kénnen. Hohe OD-Werte des negativen Serums sprechen flr eine unspezifische
Bindung von Serumproteinen oder einer ungentigenden Reinheit des Antigens.
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Bei der Konjugattitration muss zusatzlich beachtet werden, dass die optimale
Konzentration in einem Bereich liegt, in dem die negativen Serumproben mdglichst
niedrig liegen, die positiven Serumproben nicht zu hohe OD-Werte haben (optimal
sind OD-Werte um 1,7), aber schwach positive Seren noch immer detektiert werden.
Durch zu stark konzentrierte Konjugate besteht die Gefahr, insgesamt zu hohe OD-
Werte zu bekommen, aber durch zu stark verdiinnte Konjugate kann die Sensitivitat
des ELISAs sinken.

Im Rahmen der Titrationen kénnen Spalten pipettiert werden, die entweder kein
Antigen, kein Serum oder kein Konjugat enthalten. Anhand der H6he der OD-Werte
wird beurteilt, ob es zu unspezifischen Bindungen von Serum oder Konjugat an die
Platte gekommen ist und demzufolge eine niedrigere Konzentration gewahlt werden
muss.

3.3.4 ELISA-DURCHFUHRUNG

Die 513 Schweineserumproben wurden wie folgt aufgeteilt:

- 200 Validierungsseren:
100 MAT-positive und 100 MAT-negative  Schweineseren aus gezielt
ausgewahlten Besténden fir die Validierung des ELISAs und der Bestimmung
des optimalen Grenzwertes

- Restliche Seren:
313 weitere Seren zur Uberpriifung der Verwendbarkeit des zuvor bestimmten
Grenzwertes, speziell in Hinblick auf Seren aus Betrieben, die nicht einen
definierten Gesundheitsstatus haben (siehe Kapitel 4.5 ELISA-Ergebnisse der
restlichen Seren).

Entsprechend dem Schema in Tabelle 10, welches aufgrund der Ergebnisse der
Titrationen aus der ELISA-Entwicklung (siehe Kapitel 4.1 Titrationen zur ELISA-
Entwicklung) erstellt wurde, wurden die Seren getestet:
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Tabelle 10 Beschreibung der ELISA-Durchfiihrung
Pro Zeile ist ein neuer Arbeitsschritt eingetragen. In der linken Spalte ist diesen Schritten jeweils ein
Kurzname zugeordnet.

Coating Verdlnnung von LipL32 mit der optimalen Konzentration in PBS,

100 pl in jede Kavitat der Mikrotiterplatte pipettieren

Abkleben der Platte mit Folie

Inkubation fir 24 Stunden bei 4 °C

4x Waschen mit PBS-T (ca. 300 pl/Kavitat)

Blocken 10 %ige skim milk in PBS-T

300 ul in jede Kavitat der Mikrotiterplatte pipettieren

Abkleben der Platte mit Folie

Inkubation fir 12 Stunden bei 4 °C

4x Waschen mit PBS-T (ca. 300 pl/Kavitat)

Serum Vorverdinnung der Proben sowie der Negativ- und Positivkontrolle mit der
optimalen Konzentration in PBS-T,

Doppelansatz aller Proben und Kontrollen

100 pl in die entsprechenden Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettieren
Abkleben der Platte mit Folie

1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Schuttler

4x Waschen mit PBS-T (ca. 300 pl/Kavitat)

Konjugat Verdinnung des Ziege-Anti-Schwein-Konjugates mit der optimalen
Konzentration in PBS-T,

100 ul in die entsprechenden Kavitédten der Mikrotiterplatte pipettieren,
Abkleben der Platte mit Folie

1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Schuittler

4x Waschen mit PBS-T (ca. 300 pl/Kavitat)

Substrat 100 pl TMB in die entsprechenden Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettieren,
10 Minuten Inkubation der Platte (lichtgeschutzt)

Stopp mit 100 pl 0,5 molarer Schwefelsadure die Farbreaktion stoppen

Reader Messung der optischen Dichte (OD) im ELISA-Reader bei 450 nm mit einer

Referenzwellenlange von 630 nm

Auswertung | Ubertragung der Reader-Messwerte (OD) in Excel

Bildung des Mittelwertes der Positivkontrolle, Negativkontrolle und der
Proben

Der Test ist valid, wenn der OD-Wert der Negativkontrolle < 0,6 und der
OD-Wert der Positivkontrolle > 1,6 ist.

Berechnung des S/P%-Wertes: S/P% = Probe / PK * 100 %
Entsprechend des Grenzwertes wird die Probe anhand des S/P%-Wertes
als positiv oder negativ eingestuft
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3.4 Validierung / Statistik

3.4.1 REPRODUZIERBARKEIT

Die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen
anhand von drei Schweineseren getestet. Auswahlkriterium der drei Proben waren
ein niedriger, mittlerer und ein hoher OD-Wert. Im Rahmen von Vorversuchen
wurden die OD-Werte ermittelt und diese drei Proben als reprasentativ ausgewahlt.

3.4.1.1 Intraassay-Varianz

Die Bestimmung der Intraassay-Varianz dient zur Untersuchung eventueller
Unterschiede der Beschichtung innerhalb einer Mikrotiterplatte. Hierfir wurden die
drei Proben in jeweils acht Kavitaten pipettiert, die Uber die Platte verteilt wurden
(siehe Abbildung 4). Um Unterschiede aufgrund von Verdinnungsfehlern der Proben
zu vermeiden, wurde von den Proben jeweils eine Vorverdiinnung von 1 ml angelegt.
FUr die Berechnung der Intraassay-Varianz wurden die Ergebnisse des ersten Tages
verwendet.

Far die Intraassay-Varianz wurden der Mittelwert und die Standardabweichung der
OD-Werte einer Probe bestimmt. Aus diesen Werten wurde der Variationskoeffizient
in Prozent bestimmt. Dieser wird durch Division der Standardabweichung der Probe
mit dem Mittelwert der Probe und Multiplikation dieses Wertes mit 100 % errechnet.

Variationskoeffizient (%) = Standardabweichung / Mittelwert *100 %

In diesem Stadium der Validierung werden statt der S/P-Verhéltnisse der Proben nur
die OD-Werte verwendet, da die Stabilitdt der Positivkontrolle in dem ELISA noch
nicht gesichert ist. Eine ausreichende / adaquate Reproduzierbarkeit der ELISA-
Ergebnisse wird von verschiedenen kommerziellen Testkit-Herstellern dann
angenommen, wenn der Variationskoeffizient fir die OD-Werte, in Abhangigkeit von
deren absoluter Héhe, unter 15-20 % liegt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
333- Nr. Nr.
A 3 53 77
333- Nr. Nr.
B 3 53 77
333- Nr. Nr.
C 3 53 77
Nr. 333- Nr.
D 77 3 53
Nr. 333- Nr.
E 77 3 53
Nr. Nr. 333-
F 53 77 3
Nr. Nr. 333-
G 53 77 3
Nr. Nr. 333-
H 53 77 3

Abbildung 4 Pipettierschema fiir die Bestimmung der Intra- und Interassay-Varianz
Dargestellt ist eine Mikrotiterplatte mit den 12 Spalten und 8 Zeilen. Die Proben 333-3, Nr. 53 und Nr. 77
wurden in den angezeigten Kavitidten getestet.

3.4.1.2 Interassay-Varianz

Mit der Interassay-Varianz werden von einer Probe eines Probenpanels die
Schwankungen der OD-Werte an aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Bewertet
wird die Varianz der einzelnen Proben in den verschiedenen Testansatzen. Dabei
wird der Grad der Ubereinstimmung zwischen einzelnen, unabhangigen Messwerten
untersucht. Auch hier werden der Mittelwert, die Standardabweichung und daraus
der Variationskoeffizient bestimmt. Die Bestimmung erfolgte auf Grundlage des
Pipettierschemas der Intraassay-Varianz.

Es wurden mit den drei Proben der Intraassay-Varianz-Ermittlung die Interassay-
Varianzen bestimmt. Aus den OD-Werten der Kavitdt derselben Plattenposition
wurde Uber die drei Messtage der Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt
und der daraus resultierende Variationskoeffizient wurde Ober alle acht
Plattenpositionen gemittelt.
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3.4.2 VALIDIERUNG ANHAND DER 200 VALIDIERUNGSSEREN

3.4.2.1 Serenauswabhl fir die Validierung

Fir die Validierung des ELISAs wurden 200 gut charakterisierte Seren verwendet.
Die Anzahl wurde auf jeweils 100 Seren fir die negativ- und Positiv-Gruppe
festgelegt, um anhand dieser Seren die pradiktiven Werte (siehe Kapitel 3.4.2.5)
berechnen zu kdnnen. Auswabhlkriterium flr die negativen Seren war ein negatives
MAT-Ergebnis und die Information, dass das Tier aus einem Bestand mit hohem
Gesundheitsstatus stammt. Die positiven Seren wurden aus einem Bestand mit
bestatigtem Leptospirose-Ausbruch gewahlt unter der Voraussetzung, dass sie
positive MAT-Titer hatten. 11 weitere Seren, die im MAT positiv waren, aber keine
nahere Informationen zu dem Bestand vorlagen, vervollstédndigten die 100 positiven
Seren der Validierungsseren.

3.4.2.2 ROC-Analyse

Der Grenzwert wurde mittels ROC-Analyse bestimmt, wobei als BezugsgréBe die
MAT-Ergebnisse der insgesamt 200 Validierungsseren verwendet wurden. Fir die
Erstellung der ROC-Kurve wurde dann durch das Programm MedCalc fir jeden
moglichen Grenzwert die daraus resultierende Anzahl richtig positiver und falsch
positiver Proben berechnet. Die Richtig-Positiv-Rate (Sensitivitat) wurde auf der
Ordinate (y-Achse), die Falsch-Positiv-Rate (100-Spezifitdt) auf der Abszisse
(x-Achse) aufgetragen. Aus den so aufgetragenen Werten resultiert Gblicherweise
eine gekrimmte, aufsteigende Kurve. Die ideale ROC-Kurve steigt senkrecht an und
verlauft dann waagrecht nach rechts. Bei einem Test, der positive und negative
Proben nicht klar trennen kann, verlauft die Kurve flacher. Abbildung 5 stellt
beispielhaft eine ROC-Kurve dar.

Bei einem Test, bei dem die gleiche Anzahl falsch positiver und richtig positiver
Proben pro Grenzwert ermittelt wird, bildet die ROC-Kurve eine Gerade (y = x).
Liegen also die positiven Proben des getesteten ELISAs mehr oder weniger in
demselben OD-Bereich wie die negativen Proben, so verlauft die Kurve fast
diagonal.

Anhand der ROC-Kurve wurde der Grenzwert bestimmt, der die héchste Sensitivitat
und Spezifitat fur den ELISA liefert. Dieser Grenzwert befindet sich an dem Punkt der
ROC-Kurve, der den geringsten Abstand zu dem Koordinatenpunkt (0| 100) bzw. den
gréBten Abstand zu der Gerade y = x hat.
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Abbildung 5 Beispiel von einer ROC-Kurve

Die Richtig-Positiv-Rate (Sensitivity) wurde in Prozent auf der Ordinate (y-Achse), die Falsch-Positiv-Rate
(100-Specificity) in Prozent auf der Abszisse (x-Achse) aufgetragen. Dargestellt ist eine ROC-Kurve. Zur
Veranschaulichung wurde die Gerade y=x zusatzlich dargestelit.

Ein Wert, der fir die Beurteilung der Exaktheit eines Testes verwendet werden kann,
ist der Area under curve-Wert (AUC-Wert). Es handelt sich dabei um den Bereich
unter der ROC-Kurve (siehe Abbildung 6). Der AUC-Wert betragt 0,5 wenn ein Test
nicht zwischen negativen und positiven Proben (bzw. kranken und gesunden
Patienten) unterscheiden kann, da in diesem Fall die ROC-Kurve der Diagonale y = x
entspricht. Der AUC-Wert wird dagegen 1 sein, wenn ein Test zu 100 % spezifisch
und sensitiv ist. Die ROC-Kurve verlauft dann entlang der linken oberen Ecke des
Quadranten.

Es wurde fir alle 100 MAT-negativen und 100 MAT-positiven Proben eine ROC-
Analyse mit Bestimmung der Sensitivitat, der Spezifitdt und des AUC-Wertes mit
dem Programm MedCalc erstellt. AuBerdem sind einzelne cut-off-Werte, auf denen
die ROC-Kurve basiert, mit den entsprechenden Sensitivitdten und Spezifitdten in
einer tabellarischen Ubersicht dargestellt.

Seite | 43



- Material und Methoden -

Yo

0 20 40 o60 80 100%
100-Specificity

Abbildung 6 ROC-Kurve mit dem AUC-Wert
Die Richtig-Positiv-Rate (Sensitivity) wurde in Prozent auf der Ordinate (y-Achse), die Falsch-Positiv-Rate
(100-Specificity) in Prozent auf der Abszisse (x-Achse) aufgetragen. Zur Veranschaulichung wurde der
AUC-Wert in schwarz schraffiert dargestelit.

Sensitivity
] =Y (8]
o o o
1 I

Da die negativen Validierungsseren aus zwei Altersgruppen bestehen, wurde fir die
50 MAT-negativen Ferkelseren und den 100 MAT-positiven Proben eine ROC-
Analyse durchgefiihrt, die dann verglichen wurde mit einer ROC-Analyse der
50 MAT-negativen Seren von Adulten und den 100 MAT-positiven Proben. Hiermit
wurde Uberprift, ob der Altersunterschied Konsequenzen auf die Grenzwertwahl
bzw. Sensitivitat / Spezifitdt des ELISAs hatte.
AuBerdem wurden folgende drei ROC-Analysen unter Einbezug aller getesteten
Seren durchgefihrt:
- alle 128 MAT-positiven und alle 248 MAT-negativen Seren
- alle 128 MAT-positiven und als negative Gruppe alle 248 MAT-negative,
78 verdachtige und 36 1 : 50 Titer-Proben
- alle 248 MAT-negativen Seren und als positive Gruppe alle 128 MAT-positive,
78 verdachtige, 36 1 : 50 Titer-Proben und 23 Zusatz-Proben
Ziel dieser drei ROC-Analysen war es zu Uberprifen, ob der mit den
Validierungsseren ermittelte Grenzwert auf die restlichen 313 Seren Ubertragbar ist
bzw. ob sich die Grenzwertwahl und Sensitivitét / Spezifitdt bei Einschluss aller
Proben verandern wirde.
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3.4.2.3 Vierfeldertafel und Sensitivitét / Spezifitat

Es wurde eine Vierfeldertafel unter Berlicksichtigung des im Rahmen der ROC-

Analyse ermittelten Grenzwertes erstellt (Abbildung 7).

Die Ergebnisse des neuen Tests wurden in folgende vier Kategorien eingeteilt:

A: falsch positive Ergebnisse (FP): der Test hat Gesunde falschlicherweise in die
Kategorie krank eingeordnet

B: falsch negative Ergebnisse (FN): der Test hat Kranke félschlicherweise in die
Kategorie gesund eingeordnet

C: richtig positive Ergebnisse (RP): der Test hat Kranke korrekterweise in die
Kategorie krank eingeordnet

D: richtig negative Ergebnisse (RN): der Test hat Gesunde korrekterweise in die
Kategorie gesund eingeordnet

Die Ergebnisse wurden folgendermalBen eingetragen:

Goldstandard Goldstandard
positiv negativ
Tetst. A B A+B
positiv (=RP) (=FP)
Test. C D C+D
negativ (=FN) (=RN)
A+C B+D ‘

Abbildung 7 schematische Darstellung einer Vierfeldertafel

Entsprechend der Abkiirzungen im Text werden die (qualitativen) Ergebnisse des neuen Testes in die vier
Felder in der Mitte der Vierfeldertafel eingetragen. Aus diesen Feldern kénnen die Sensitivitat, Spezifitat
und die pradiktiven Werte berechnet werden.

Die Sensitivitat wird berechnet, indem die Anzahl der richtig positiven Ergebnisse
durch die Summe der richtig positiven und falsch negativen (also die Gesamtzahl der
positiven Ergebnisse) dividiert wird: Sensitivitat = RP / (RP + FN)

bzw. in der Tafel: A/ (A +C)
Die Spezifitat wird berechnet, indem die Anzahl der richtig negativen Ergebnisse
durch die Summe der richtig negativen und falsch positiven Ergebnisse dividiert wird:
Spezifitstt = RN/ (RN + FP)
bzw. in der Tafel: B/ (B + D)

3.4.2.4 Bestimmung der Korrelation

Da es sich bei den Proben nicht um normalverteilte Ereignisse handelt, wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (prho) mit der Software MedCalc
bestimmt. Dieser wurde fur die beiden Verfahren (ELISA / MAT) fur die 200 Seren,
die fir die Validierung des ELISAs verwendet wurden, berechnet. Dabei wurde das
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qualitative Ergebnis (negativ / positiv) und das quantitative Ergebnis (MAT-Titer /
S/P%-Wert) der positiven 100 Validierungsseren bestimmt.

Ein positiver Zusammenhang (je mehr... desto mehr...) liegt zwischen den
Merkmalen vor, wenn rg> 0 ist, ansonsten besteht ein negativer Zusammenhang (je
mehr... desto weniger...). Als Ergebnis nimmt der Korrelationskoeffizient nur Werte
zwischen -1 und +1 an. Wenn der Korrelationskoeffizient 0 ist, liegt kein
Zusammenhang vor. Es gibt keine einheitlichen Richtlinien fir die Bewertung der
Korrelationskoeffizienten, prinzipiell gilt aber die Zusammenfassung aus Tabelle 11.

Tabelle 11 Bewertung von Korrelationskoeffizienten
In der Tabelle ist die Stirke des Zusammenhangs zwischen zwei Parametern in Abhangigkeit von dem
Korrelationskoeffizienten dargestellt.

Wert des Korrelationskoeffizienten Starke des Zusammenhangs
0,0=<r;20,2 kein bis geringer Zusammenhang
0,2<rs<0,5 schwacher bis maBiger Zusammenhang
05<r;<0,8 deutlicher Zusammenhang
0,8<rs=<1,0 hoher bis perfekter Zusammenhang

3.4.2.5 Bestimmung der pradiktiven Werte:

Die pradiktiven Werte wurden nach folgenden Formeln berechnet:

positiv pradiktiver Wert = RP / (RP + FP) bzw. in der Tafel: A/A + B

negativ pradiktiver Wert = RN / (RN + FN) bzw. in der Tafel: C/C + D

Die Abklirzungen RP, FP, RN und FN beziehen sich auf die Vierfeldertafel
(Abbildung 7).

Da nach der Studie von STRUTZBERG-MINDER (2008) von einer Pravalenz in
Hbhe von 51,5 % in deutschen Schweinebestédnden auszugehen ist (wenn Werte im
MAT =1 :100 als positiv angesehen werden), ist die Bestimmung der pradiktiven
Werte mit den 100 negativen und 100 positiven Seren zulassig bzw. eine
Grundvoraussetzung fir die Bestimmung dieser Werte.

3.4.2.6 Mann-Whitney-Test

Mit dem Mann-Whitney-Test wurde untersucht, ob zwischen zwei Serumgruppen ein
signifikanter Unterschied bezlglich ihrer S/P%-Werte vorlag. Die Berechnungen
wurden mit dem Programm MedCalc durchgefiinrt. Wenn der berechnete P-Wert
klein ist (P <0,05), dann kann von einem statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den beiden untersuchten Gruppen ausgegangen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Titrationen zur ELISA-Entwicklung

4.1.1 ANTIGEN-TITRATION

Die Ergebnisse der Antigen-Titration sind in den folgenden Tabellen und
Abbildungen dargelegt. Tabelle 12 zeigt die gemessenen OD-Werte der Titration fir
die vier verwendeten Seren Positivkontrolle (PK), Negativkontrolle (NK), Schwach
positive Probe 1 und 2 (SP1 und SP2). In Abbildung 8 sind diese Werte graphisch
dargestellt und in Tabelle 13 sind die berechneten signal-to-noise ratio-Werte
abgebildet.

Tabelle 12 OD-Werte der Antigen-Titration
Dargestellt sind die OD-Werte der Antigen-Titration. In den Zeilen befinden sich die Werte der vier Seren
PK, NK, SP1 und SP2 jeweils im Doppelansatz. In den Spalten sind die Verdiinnungen des Antigens
(1 : 100 bis 1 : 102.400) angegeben. Die Spalte, die in grau markiert ist, stellt die Antigenverdiinnung dar,
die die optimalen Bedingungen hervorruft.

1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1:12 :25 :51 .
100 200 400 800 | 1.600 | 3.200 | 6.400 860 660 260 40'0

PK | 2,917 | 2,804 | 2,788 | 3,022 | 2,845 | 2,827 | 2,650 | 2,312 | 1,925 | 1,487 | 1,119
PK | 2,907 | 2,747 | 2,907 | 3,036 | 3,032 | 2,848 | 2,690 | 2,395 | 2,010 | 1,533 | 1,158
SP2 | 3,149 | 2,863 | 2,869 | 2,648 | 1,908 | 2,573 | 2,209 | 1,911 | 1,336 | 1,195 | 1,070
SP2 | 2967 | 2,979 | 2,851 | 2,355 | 1,896 | 1,304 | 1,208 | 1,076 | 1,067 | 0,986 | 1,092
SP1 | 2,793 | 2,438 | 2,316 | 2,194 | 1,537 | 1,486 | 1,405 | 1,309 | 1,176 | 1,107 | 1,066
SP1 | 2,752 | 2,686 | 2,730 | 2,245 | 1,803 | 1,584 | 1,302 | 1,276 | 1,184 | 1,090 | 1,126
NK | 0,815 | 0,760 | 0,737 | 0,543 | 0,392 | 0,344 | 0,358 | 0,368 | 0,349 | 0,304 | 0,313
NK (0,817 | 0,768 | 0,663 | 0,546 | 0,403 | 0,336 | 0,338 | 0,375 | 0,358 | 0,322 | 0,321

1 1 1:
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Abbildung 8 Antigen-Titration

Auf der x-Achse ist die Antigen-Verdliinnungsstufe, auf der y-Achse der OD-Wert abgetragen. Die
Mittelwerte der OD-Werte der vier Seren PK, NK, SP1 und SP2 aus Tabelle 12 sind graphisch dargestelit.
Der senkrechte Balken entspricht der grau markierten Verdiinnungsstufe aus Tabelle 12.

Die Titration des Antigens zeigt nach anfanglichem Plateau eine stetig abfallende
Kurve. Das Plateau der PK reicht Uber das Plateau der schwach positiven Proben
hinaus und die OD-Werte beginnen erst ab einer Konzentration von 1:1.600 zu
sinken.

Die NK hat in den hohen Antigenkonzentrationen relativ hohe OD-Werte mit 0,8. Ab
einer Antigenkonzentration von 1 :3.200 erreicht sie einen relativ stabilen Wert
von 0,3.

Bei der Berechnung der signal-to-noise ratio fallt auf, dass die héchsten Werte fir
alle 3 positive Seren bei einer Antigenverdinnung von 1 :3.200 vorliegen. Die
Verdinnung 1 : 3.200 entspricht einer Konzentration von 36,5 ng LipL32/Kavitéat.

Tabelle 13 signal-to-noise ratio fiir die Antigen-Titration

Tabellarische Darstellung der signal-to-noise ratio der OD-Werte aus Tabelle 12. In den Zeilen sind die
Seren PK, SP1 und SP2 und in den Spalten die Antigen-Verdiinnungen eingetragen. Die grau markierten
Werte stellen die héchsten signal-to-noise ratio Werte dar.

1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1:12 :25 :51 1:02
100 200 400 800 | 1.600 | 3.200 | 6.400 860 660 260 40'0

PK 3,6 3,6 4,1 5,6 7,4 8,3 7,7 6,3 5,6 4,8 3,6
SP2 3,7 3,8 4,2 4,6 4,8 5,7 4,9 4,0 3,4 3,5 3,7
SP1 3,4 3,4 3,6 4,1 4,2 4,5 3,9 3,5 3,3 3,5 3,4

1 1 1
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4.1.2 KONJUGAT-TITRATION

Die Ergebnisse der Konjugat-Titration sind in den folgenden Tabellen und
Abbildungen dargelegt. Tabelle 14 zeigt die gemessenen OD-Werte der Titration far
die vier verwendeten Seren PK, NK, SP1 und SP2. In Abbildung 9 sind diese Werte
graphisch dargestellt und in Tabelle 15 sind die berechneten signal-to-noise ratio-
Werte abgebildet.

Tabelle 14 OD-Werte der Konjugat-Titration

Dargestellt sind die OD-Werte der Konjugat-Titration. In den Zeilen befinden sich die Werte der vier Seren
PK, NK, SP1 und SP2 jeweils im Doppelansatz. In den Spalten sind die Verdiinnungen des Konjugates
angegeben (1 : 10.000 bis 1 : 90.000) bzw. vermerkt, wenn kein Serum oder kein Konjugat in der Spalte bei
der Testdurchfilhrung verwendet wurde. Die Spalte, die in grau markiert ist, stellt die
Konjugatverdiinnung dar, die die optimalen Bedingungen hervorruft.

kein
1:10. 1:15. 1: 20. 1: 30. 1: 40. 1: 60. 1: 80. 1: 90. kein Kon-

000 000 000 000 000 000 000 000 | Serum | jugat
PK | 3,718 | 2,836 | 2,710 | 2,032 1,676 1,135 | 0,922 | 0,752 | 0,049 0,035

PK | 3,977 | 3,286 | 2,676 | 2,036 | 1,656 | 1,174 | 0,905 | 0,756 | 0,048 | 0,043
SP2 | 2,281 1,550 | 1,558 | 1,028 | 0,757 | 0,576 | 0,442 | 0,366 | 0,052 | 0,044
SP2 | 2,293 | 1,842 | 1,516 | 1,000 | 0,636 | 0,581 0,410 | 0,346 | 0,053 | 0,050
SP1 | 1,986 | 1,641 1,235 | 0,602 | 0,658 | 0,472 | 0,374 | 0,305 | 0,050 | 0,062
SP1 | 2,029 | 1,651 1,241 0,636 | 0,639 | 0,478 | 0,367 | 0,307 | 0,050 | 0,042

NK | 0,964 | 0,687 | 0,549 | 0,357 | 0,298 | 0,211 0,175 | 0,130 | 0,057 | 0,046

NK | 0,993 | 0,694 | 0,581 0,272 | 0,309 | 0,178 | 0,156 | 0,121 0,053 | 0,042
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Abbildung 9 Konjugat-Titration
Auf der x-Achse ist die Konjugat-Verdiinnungsstufe, auf der y-Achse der OD-Wert abgetragen.
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Die Mittelwerte der OD-Werte der vier Seren PK, NK, SP1 und SP2 aus Tabelle 14 sind graphisch
dargestellt. Der senkrechte Balken entspricht der grau markierten Verdiinnungsstufe aus Tabelle 14.

Die Titration des Konjugates zeigt eine stetig abfallende Kurve. Die Steigung ist in
den ersten Verdinnungsstufen starker als in den héheren Verdinnungen. Die OD-
Werte der PK beginnen bei einer Verdinnung von 1 : 10.000 mit 3,8, die schwach
positiven Seren befinden sich bei OD-Werten um 2,1 und die NK liegt bei 0,9. Die NK
hat erst ab einer Konjugatkonzentration von 1 : 30.000 einen OD-Wert von unter 0,3.
Ab diesem Konzentrationsbereich liegen die OD-Werte der PK unter 2,0. Die OD-
Werte der schwach positiven Proben liegen in dieser Verdinnungsstufe noch Gber
0,5. Die Berechnung der signal-to-noise ratio ergibt bei der Verdinnung von
1 :30.000 die hochsten Werte fur die PK und die héher liegende schwach positive
Probe.

Tabelle 15 signal-to-noise ratio fiir die Konjugat-Titration

Tabellarische Darstellung der signal-to-noise ratio der OD-Werte aus Tabelle 14. In den Zeilen sind die
Seren PK, SP1 und SP2 und in den Spalten die Konjugat-Verdiinnungen eingetragen. Die grau markierten
Werte stellen die héchsten signal-to-noise ratio Werte dar.

1: 1: 1: 1: 1: 1: 1: 1:

10.000 15.000 20.000 30.000 40.000 60.000 80.000 90.000
PK 3,9 44 4.8 6,5 55 5,9 55 6,0
SP2 2,3 2,5 2,7 3,2 2,3 3,0 2,6 2,8
SP1 2,1 2,4 2,2 2,0 2,1 2,4 2,2 2,4

4.1.3 SERUM-TITRATION
Die Ergebnisse der Antigen-Titration sind

in den folgenden Tabellen und

Abbildungen dargelegt. Tabelle 16 zeigt die gemessenen OD-Werte der Titration fur
die vier verwendeten Seren PK, NK, SP1 und SP2. In Abbildung 10 sind diese Werte
graphisch dargestellt und in Tabelle 17 sind die berechneten signal-to-noise ratio-
Werte abgebildet.

Tabelle 16 OD-Werte der Serum-Titration

Dargestelilt sind die OD-Werte der Serum-Titration. In den Zeilen befinden sich die Werte der vier Seren
PK, NK, SP1 und SP2 jeweils im Doppelansatz. In den Spalten sind die Verdiinnungen des Serums
angegeben (1 : 25 bis 1 : 400). Die Spalte, die in grau markiert ist, stellt die Serumverdiinnung dar, die die

optimalen Bedingungen hervorruft.

1:25 1:50 1:100 1:200 1:400
PK 2,510 2,339 2,039 0,937 0,424
PK 1,917 1,719 1,833 0,937 0,617
SP2 1,545 1,087 0,868 0,561 0,299
SP2 1,611 1,265 0,865 0,559 0,319
SP1 1,262 0,956 0,661 0,446 0,271
SP1 1,279 0,981 0,746 0,518 0,261
NK 0,485 0,398 0,328 0,212 0,152
NK 0,324 0,406 0,287 0,248 0,141
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Abbildung 10 Serum-Titration

Auf der x-Achse ist die Serum-Verdiinnungsstufe, auf der y-Achse der OD-Wert abgetragen. Die
Mittelwerte der OD-Werte der vier Seren PK, NK, SP1 und SP2 aus Tabelle 16 sind graphisch dargestelit.
Der senkrechte Balken entspricht der grau markierten Verdiinnungsstufe aus Tabelle 16.

Die Titration des Serums zeigt kein Plateau fir die schwach positiven Proben. Die
NK bildet in den ersten beiden Verdiinnungsstufen ein Plateau bei einem OD-Wert
von 0,4. Das Plateau der PK reicht bis zu der dritten Verdinnungsstufe mit einem
OD-Wert von etwa 2,1, dann sinken die OD-Werte rapide auf 0,9 ab.

Die Berechnung der signal-to-noise ratio ergibt fir die PK den héchsten Wert bei der
Verdinnung von 1 : 100. Der héchste Wert fur die beiden schwach positiven Seren
liegt dagegen bei 1 : 25.

Tabelle 17 signal-to-noise ratio der Serum-Titration

Tabellarische Darstellung der signal-to-noise ratio der OD-Werte aus Tabelle 16. In den Zeilen sind die
Seren PK, SP1 und SP2 und in den Spalten die Serum-Verdiinnungen eingetragen. Die grau markierten
Werte stellen die héchsten signal-to-noise ratio Werte dar.

1:25 1:50 1:100 1:200 1:400
PK 55 5,0 6,3 41 3,6
SP2 3,9 2,9 2,8 2,4 2,1
SP1 3,1 2,4 2,3 2,1 1,8
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4.2 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

4.2.1 INTRAASSAY-VARIANZ
Die Intraassay-Varianz wurde anhand von 3 Seren mit unterschiedlich hohen
OD-Werten (niedrig, mittel, hoch) des ersten Tages bestimmt (Tabelle 18):

Tabelle 18 Intraassay-Varianz

Darstellung der OD-Werte der drei Seren, die fiir die Intraassay-Varianz verwendet wurden. In den Spalten
befinden sich die jeweiligen Seren. In den Zeilen sind im oberen Teil die Position auf der Mikrotiterplatte
(Reihe A, B, C etc.) mit dem entsprechenden OD-Wert und im unteren Teil die berechneten Werte
eingetragen.

Reihe Serum 333-3 Serum Nr. 53 Serum Nr. 77
A 0,114 1,638 4,295
0,132 1,659 4,343
C 0,130 1,645 3,676
D 0,123 1,546 4,059
E 0,125 1,398 4,059
F 0,126 1,156 4,234
G 0,109 1,476 4,430
H 0,114 1,740 4,400
Minimum 0,109 1,156 3,676
Maximum 0,132 1,740 4,430
Mittelwert 0,122 1,532 4,187
Standardabweichung 0,008 0,187 0,250
Varlatlon(i/lz)cmffment 6,56 12,21 5,07

Somit liegt der Variationskoeffizient der Intraassay-Varianz je nach H6he des
OD-Wertes zwischen 5,97 % und 12,21 %.

Zur Veranschaulichung wurden die OD-Werte dieser 3 Proben in einem Diagramm
dargestellt (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Intraassay-Varianz (OD-Werte)
Auf der x-Achse ist die Position der Probe (also die Reihe der Mikrotiterplatte), auf der y-Achse der
OD-Wert abgetragen. Die OD-Werte der drei Seren der Intraassay-Varianz aus der Tabelle 18 sind

graphisch dargestelit.

4.2.2 INTERASSAY-VARIANZ
Die Interassay-Varianz derselben drei Seren der Intraassay-Varianz wurde in den
folgenden drei Tabellen dargestellt (Tabelle 19 bis Tabelle 21):

Tabelle 19 Interassay-Varianz fiir Serum 333-3
Darstellung der OD-Werte des Serum 333-3, die fiir die Interassay-Varianz verwendet wurden. In den
Spalten befinden sich die OD-Werte der drei Tage und die erfolgten Berechnungen. In den Zeilen sind die
Positionen auf der Mikrotiterplatte (A1, B2, C3 etc.) eingetragen.

Kavitat | Tag 1 Tag2 | Tag3 Mittelwert ag\t::;g?\Ldr;g X?)LI;:L?::;
A1 0,114 0,152 0,142 0,136 0,020 14,477
B2 0,132 0,152 0,143 0,142 0,010 7,355
C3 0,130 0,154 0,149 0,145 0,013 8,665
D4 0,123 0,158 0,150 0,144 0,018 12,796
E5 0,125 0,142 0,124 0,130 0,010 7,888
F6 0,126 0,116 0,120 0,121 0,005 4,276
G7 0,109 0,118 0,130 0,119 0,011 9,061
H8 0,114 0,131 0,124 0,123 0,008 6,752

Mittelwert der Variationskoeffizienten 8,909
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Tabelle 20 Interassay-Varianz fir Serum Nr. 53

Darstellung der OD-Werte des Serum Nr. 53, die fiir die Interassay-Varianz verwendet wurden. In den
Spalten befinden sich die OD-Werte der drei Tage und die erfolgten Berechnungen. In den Zeilen sind die
Positionen auf der Mikrotiterplatte (A7, B8, C9 etc.) eingetragen.

Kavitat | Tag1 | Tag2 | Tag3 Mittelwert aﬁ‘t;;gz:ﬂ;g \lizg;:iz(i)::t-
A7 1,638 1,888 1,500 1,675 0,197 11,758
B8 1,659 1,621 1,503 1,594 0,082 5,121
C9 1,645 1,561 1,417 1,541 0,115 7,473
D10 1,546 1,479 1,246 1,424 0,157 11,043
E11 1,398 1,238 0,965 1,200 0,219 18,268
F1 1,156 1,509 1,404 1,356 0,181 13,346
G2 1,476 1,471 1,334 1,427 0,081 5,657
H3 1,740 1,389 1,442 1,524 0,189 12,412

Mittelwert der Variationskoeffizienten 10,635

Tabelle 21 Interassay-Varianz fiir Serum Nr. 77

Darstellung der OD-Werte des Serum Nr. 77, die fiir die Interassay-Varianz verwendet wurden. In den
Spalten befinden sich die OD-Werte der drei Tage und die erfolgten Berechnungen. In den Zeilen sind die
Positionen auf der Mikrotiterplatte (A9, B10, C11 etc.) eingetragen.

Kavitat | Tag1 | Tag2 | Tag3 Mittelwert ag‘t’:;gﬁzdng erelmlzci)::t
A9 4,295 4,429 3,941 4,222 0,252 5,972
B10 4,343 4,428 4,073 4,281 0,186 4,341
Cc11 3,676 5,574 4,359 4,536 0,961 21,195
D1 4,059 4,432 4,267 4,253 0,187 4,396
E2 4,059 4,323 4,062 4,148 0,151 3,651
F3 4,234 4,536 3,943 4,238 0,296 6,993
G4 4,430 4,536 4,135 4,367 0,208 4,758
H5 4,400 4,673 4,022 4,365 0,327 7,497

Mittelwert der Variationskoeffizienten 7,350

FUr drei Proben wurde der Variationskoeffizient bestimmt, indem die Proben an drei
aufeinanderfolgenden Tagen untersucht wurden. Der Variationskoeffizient der
Interassay-Varianz des ELISAs liegt je nach Héhe des OD-Wertes zwischen 7,35 %
und 10,635 %.
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4.3 ELISA-Ergebnisse der 200 Validierungsseren
Die 100 MAT-positiven und 100 MAT-negativen Seren (die Positiv- und Negativ-

Gruppe der Validierungsseren, siehe Kapitel 3.1.6) wurden in dem ELISA getestet. In
Abbildung 12 sind die Ergebnisse in einem Saulendiagramm dargestellt.

45
40

35
30
25

MAT
20 Hneg

Probenanzahl

15 — pos
10 —

O | U T | | |
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125
S/P%-Wert

Abbildung 12 Verteilung der S/P%-Werte der Validierungsseren

Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Die S/P%-Werte aller
200 Proben sind in dem Diagramm ausgewertet worden und in S/P%-Klassen dargestellt. Die schwarzen
Séaulen stellen die MAT-negativen Proben dar, die grauen Saulen die MAT-positiven Proben.

91 der 100 MAT-positiven Seren liegen im Bereich von 25 bis 125 S/P%. Der
niedrigste S/P% der MAT-positiven Seren liegt bei 8,57 S/P%, der héchste bei
122,90 S/P%. Der Median liegt bei 36,07 S/P%.

96 der 100 MAT-negativen Seren liegen im Bereich von 0 bis 25 S/P%. Der
niedrigste S/P% der MAT-negativen Seren liegt bei 3,22 S/P%, der hdchste bei
107,57 S/P%. Der Median liegt bei 9,38 S/P%. Werden die MAT-negativen Seren
nach ihrer Altersstruktur aufgesplittet, so liegt der niedrigste S/P% der Ferkel-Seren
bei 3,22 S/P%, der hdchste bei 20,68 S/P%. Der Median liegt bei 6,86 S/P%. Der
niedrigste S/P% der Adult-Seren liegt bei 5,42 S/P%, der héchste bei 107,57 S/P%.
Der Median liegt bei 14,48 S/P%.

Tabelle 22 zeigt die Verteilung der Validierungsseren auf Intervalle in 25 S/P%-
Schritten, wobei die Anhaufung der MAT-negativen Seren in dem Intervall 0-25 S/P%
mit 96 Seren und die Anh&ufung der MAT-positiven Seren in dem Intervall
25-50 S/P% und 50-75 S/P% mit 68 bzw. 15 Seren deutlich sichtbar wird.
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Tabelle 22 Probenverteilung S/P%-Werte

In den Spalten sind die MAT-positiven sowie -negativen Proben und in den Zeilen das S/P%-Intervall

dargestellt, wodurch ersichtlich wird, in welchen Bereichen die meisten Proben liegen.

$/P% Interval | MAT-posilive [ MAT-negative
0-25 9 96
25-50 68 3
50-75 15 0
75-100 6 0
100 -125 2 1
125-150 0
Total: 100 100

Tabelle 23 stellt eine Ubersichtliche Zusammenfassung der Minimum-, Maximum-
sowie der Medianwerte und Quartilen der Validierungsseren dar, wobei die Negativ-
Gruppe zusatzlich in die beiden Altersgruppen Ferkel und Adult aufgesplittet wurde.

Tabelle 23 Ubersicht der Validierungsseren

In den Spalten sind die berechneten Parameter (in S/P%) und in den Zeilen die Serumgruppen der
Validierungsseren eingetragen, wobei zusétzlich zu der Negativ- und Positiv-Gruppe die Altersstruktur
der Negativ-Gruppe dargestellt wurde.

Serum- ini 9 i ) ; Proben-
Gruppe Minimum 25% Median 75 % Maximum Anzahl
Ferkel 3,22 4,75 6,86 9,97 20,68 50
negativ ’ : : : ,
Adult
negativ 542 9,70 14,48 19,48 107,57 50
Gesamt
negativ 3.22 6,25 9,83 15,57 107,57 100
Gesamt
positiv 8,57 29,45 36,07 48,28 122,90 100

In Abbildung 13 sind die 200 Validierungsseren als box plot dargestellt, wobei die
Negativ-Gruppe zuséatzlich in ihre Altersgruppen aufgetrennt wurde. Demzufolge wird
jeweils ein box plot fir die 50 MAT-negativen Ferkel-Seren, einer fiir die 50 MAT-
negativen Adult-Seren, einer flr die gesamte Negativ-Gruppe und einer fir die
Positiv-Gruppe dargestellt. Die Abbildung veranschaulicht, dass ca. 75 % der Ferkel-
Seren unter der Positiv-Gruppe liegen, wahrend nur ca. 25 % der Adult-Seren unter
den Seren der Positiv-Gruppe liegen.
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Abbildung 13 box plot Ferkel, Adult, alle negativen und positiven Seren

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, die Kreise und Dreiecke direkt iber den box
plots milde AusreiBer dar. Es sind die S/P%-Werte der Negativ- und Positiv-Gruppe abgebildet
(gekennzeichnet als negative und positive Seren), wobei die Negativ-Gruppe zusiatzlich in Form der zwei
Altersgruppen ,,Ferkel“ und ,,Adult” dargestellt wurde. Der horizontale Strich stellt den niedrigsten S/P%-
Wert der positiven Seren dar, die vertikalen Striche dienen zur optischen Abgrenzung der Serum-
Gruppen.

In Abbildung 14 ist nur die Positiv-Gruppe als box plot dargestellt. Die Proben sind
nach ihnren MAT-Titern sortiert, um Zusammenhange zwischen MAT-Titer und ELISA-
S/P%-Wert sichtbar machen zu kénnen.
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Abbildung 14 box plot MAT-Titer der positiven Seren

Auf der x-Achse sind die Titerstufen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im Bereich
der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, die Quadrate und Dreiecke direkt bei den box plots
milde AusreiBer dar. Die vertikalen Linien dienen zur optischen Abgrenzung der Serum-Gruppen. Es sind
die S/P%-Werte der einzelnen Titerstufen abgebildet (gekennzeichnet als 1 :100; 1 : 200 etc.), wobei die
komplette Positiv-Gruppe zusétzlich am rechten Rand dargestellt wurde.

Die maximalen Werte der Titerstufen ab 1 : 200 steigen kontinuierlich an. Allerdings
befinden sich die minimalen Werte der Titer 1 : 100, 1 : 400, 1: 1600 und > 1 : 1600
bei etwa demselben S/P%-Wert. Ebenso liegen die Mediane von 1 : 100, 1 : 800 und
1:1600 bei etwa demselben S/P%-Wert, was bedeutet, dass jeweils 50 % der
Proben dieser 3 Titergruppen unter demselben S/P%-Wert liegen.
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4.4 Validierung des ELISAs anhand der 200 Validierungsseren

Die Abbildung 15 stellt die ROC-Kurve dar, die auf der Analyse der 200
Validierungsseren im ELISA im Vergleich zum Goldstandard MAT beruht. Der
ermittelte Grenzwert von 23,01 S/P% liefert eine Sensitivitdt von 95 % und eine
Spezifitat von 94 %. Der AUC betragt 0,962. Die Tabelle 24 stellt mdgliche
Grenzwerte mit den entsprechend ermittelten Sensitivitdten und Spezifitdten dieser
ROC-Kurve dar. Eine 100 %ige Sensitivitat des ELISAs wére nur mit einem
Grenzwert von 8,52 S/P% maoglich, eine 100 %ige Spezifitdt nur mit einem Grenzwert
von 107,57 S/P%. Bei diesen beiden Grenzwerten waren allerdings der
entsprechend andere Parameter bei 41 % bzw. 1 %.
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Abbildung 15 ROC-Kurve der Validierungsseren
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurve beruht auf den 200 Seren der Negativ- und Positiv-Gruppe, die als Validierungsseren
verwendet wurden.

Tabelle 24 Ubersicht der Grenzwerte zu der ROC-Kurve

In den Spalten sind die Sensitivitat und Spezifitidt des ELISAs in Abhéangigkeit von der Grenzwertwahl mit
jeweils einem 95 %igen Konfidenzintervall (95 % CI) dargestelit. In den Zeilen sind verschiedene mégliche
Grenzwerte eingetragen. Im Rahmen der ROC-Analyse aus Abbildung 15 sind diese Bestimmungen
durchgefiihrt worden. In grau markiert ist der Grenzwert, der entsprechend der ROC-Analyse der optimale
Wert ist.

Grenzwert Sensitivitat 95 % CI Spezifitat 95 % CI

> 8,52 S/P% 100 % 96,4 - 100,0 % 41 % 31,3-51,3%
> 8,57 S/P% 99 % 94,6 - 100,0 % 41 % 31,3-51,3%
> 16,32 S/P% 96 % 90,1-98,9 % 79 % 69,7 - 86,5 %
> 20,09 S/P% 95 % 88,7 - 98,4 % 89 % 81,2-94,4 %
> 23,01 S/P% 95 % 88,7 - 98,4 % 94 % 87,4 -97,8 %
> 23,74 S/P% 93 % 86,1-97,1 % 94 % 87,4-97,8 %
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Grenzwert Sensitivitat 95 % CI Spezifitat 95 % CI
> 23,83 S/P% 93 % 86,1-97,1% 95 % 88,7 - 98,4 %
> 24,94 S/P% 91 % 83,6 - 95,8 % 96 % 90,1 - 98,9 %
> 39,54 S/P% 40 % 30,3 -50,3 % 99 % 94,6 - 100,0 %
> 107,57 S/P% 1% 0,03-54 % 100 % 96,4 - 100,0 %

Die Abbildung 16 stellt die Tabelle 24 graphisch dar. Es ist die Sensitivitat und
Spezifitat in Abhangigkeit von den méglichen Grenzwerten dargestellt. Der Punkt, an
dem sich die beiden Graphen treffen, entspricht dem Grenzwert von ca. 23 S/P%.
Aus den Kurvenverlaufen ist erkennbar, dass eine hohe Sensitivitat zu Lasten der
Spezifitdt geht, und umgekehrt eine hohe Spezifitdt nur auf Kosten einer niedrigen

Sensitivitat moglich ist.
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Abbildung 16 Kurvenverlauf Sensitivitat und Spezifitat

Auf der x-Achse ist der Grenzwert in S/P%, auf der y-Achse je nach Kurve die Sensitivitat oder Spezifitat
in Prozent abgetragen. Die durchgezogene Linie stellt die Sensitivitat, die gestrichelte Linie die Spezifitat
des ELISAs in Abhangigkeit von dem gewahlten Grenzwert dar. Die senkrechte graue Linie entspricht
dem optimalen Grenzwert von 23,01 S/P%.

In Abbildung 17 ist die Verteilung der Validierungsseren entsprechend der ROC-
Analyse in Form eines dot plots dargestellt. Es ist gut erkennbar, dass nur wenige
Proben falsch positiv bzw. falsch negativ sind.
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Abbildung 17 dot plot der Validierungsseren mit Grenzwert

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen (Negativ- und Positiv-Gruppe der Validierungsseren), auf der y-
Achse der S/P%-Wert abgetragen. Der waagrechte Balken entspricht dem Grenzwert von 23,01 S/P%.

In Abbildung 18 ist eine Vierfeldertafel dargestellt. Als Grenzwert flr den ELISA
wurde 23,01 S/P% verwendet. Von den 100 Seren aus der Positiv-Gruppe wurden im
ELISA nur 95 Seren als positiv klassifiziert. 94 der 100 Seren aus der Negativ-
Gruppe wurden im ELISA als negativ klassifiziert, so dass der ELISA 5 falsch
negative und 6 falsch positive Ergebnisse lieferte.

| MAT positiv MAT negativ ‘
ELISA positiv 95 6 101
ELISA negativ 5 94 99
100 100 ‘

Abbildung 18 Vierfeldertafel ELISA und MAT
Darstellung der MAT-Ergebnisse (Spalten) und ELISA-Ergebnisse (Zeilen) in einer Vierfeldertafel von den
200 Validierungsseren.

Da die Seren nicht normalverteilt sind, wurde der Rangkorrelationskoeffizient
berechnet. Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fir die Validierungsseren
in Bezug auf das qualitative Ergebnis negativ / positiv des ELISAs und des MATs ist
mit einem Wert von 0,890 hoch. Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fir
die MAT-Titer und den S/P%-Werten der positiven Validierungsseren betragt 0,213.
Somit ist die Korrelation zwischen den Ergebnissen sehr schwach.

Der positiv pradiktive Wert betragt 94,1 %. Der negativ pradiktive Wert betragt
94,9 %.
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441 GRENZWERTBESTIMMUNG NACH ALTERSGRUPPEN

Um zu kontrollieren, dass der oben ermittelte Grenzwert unabhéangig von dem Alter
der Negativ-Gruppe ist, wurden zwei ROC-Analysen durchgefiihrt:

Zum einen eine ROC-Kurve, die aus den 100 Seren der Positiv-Gruppe und den 50
Ferkel-Seren aus der Negativ-Gruppe berechnet wurde (Abbildung 19). Der
ermittelte optimale Grenzwert von 20,68 S/P% liefert eine Sensitivitat von 95 % und
eine Spezifitat von 100 %. Der AUC betragt 0,991.

Zum anderen eine ROC-Kurve, die aus den 100 Seren der Positiv-Gruppe und den
50 Adult-Seren aus der Negativ-Gruppe berechnet wurde (Abbildung 20). Der
ermittelte optimale Grenzwert von 23,01 S/P% liefert eine Sensitivitat von 95 % und
eine Spezifitat von 88 %. Der AUC betragt 0,934.
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Abbildung 19 ROC-Kurve mit positiven Seren und 50 negativen Ferkel-Seren
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurve beruht auf den 100 Seren der Positiv-Gruppe und den 50 Ferkel-Seren aus der Negativ-
Gruppe.
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Abbildung 20 ROC-Kurve mit positiven Seren und 50 negativen Adult-Seren
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurve beruht auf den 100 Seren der Positiv-Gruppe und den 50 Adult-Seren aus der Negativ-Gruppe.

In der folgenden Abbildung 21 sind die beiden ROC-Kurven der 50 MAT-negativen
Ferkel-Seren und der 50 MAT-negativen Seren von Adulten mit den je 100 Seren
aus der Positiv-Gruppe dargestellt. Es fallt auf, dass die ROC-Kurve der Adult-Seren
schwacher ansteigt als die der Ferkel-Seren. Dementsprechend kleiner ist auch der
AUC der Adult-Seren.
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Abbildung 21 Vergleich der ROC-Kurven von Ferkel- und Adult-Seren

Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurven entsprechen denen aus Abbildung 19 (Ferkel-Seren, durchgezogene Linie) und Abbildung 20
(Adult-Seren, gestrichelte Linie), nur dass sie hier in einem Diagramm dargestellt sind.
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Tabelle 25 zeigt zusammenfassend die drei ermittelten Grenzwerte der
Validierungsseren in Abhé&ngigkeit von dem Alter der Negativ-Gruppe mit den
entsprechenden Sensitivitdten und Spezifitaten.

Tabelle 25 drei Grenzwerte der Validierungsseren
In den Spalten sind die bestimmten Parameter und in den Zeilen die ausgewdahlten Serum-Gruppen

dargestellt. Abhédngig von der negativen Population ist ein anderer S/P%-Wert der optimale Grenzwert mit
entsprechenden Veranderungen der Sensitivitdt und Spezifitdt des ELISAs.

ngz:gnin Pg%%?;it‘i'gn Grenzwert | Sensitivitat | Spezifitat AUC
Cronys | Ferkel Seren | 2068S/P% | 95% 100 % 0.991
Crony | AdultSeren | 23.018/P% | 95% 88 % 0.934
I s T s
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4.5 ELISA-Ergebnisse der restlichen Seren

Die 313 Seren, die nicht in die Validierung des ELISAs eingeflossen sind, wurden
entsprechend den Gruppierungen durch die MAT-Ergebnisse untersucht.

4.5.1 SEREN AUS DER NEGATIV-GRUPPE

In Abbildung 22 sind die S/P%-Werte der Negativ-Gruppe der restlichen Seren in
einem S&ulendiagramm dargestellt. Der niedrigste S/P%-Wert der getesteten Seren
befindet sich bei 6,68, der hdchste S/P%-Wert liegt bei 75,77. Der Median liegt bei
26,65 S/P%. 50 % der Proben liegen zwischen 18,03 und 44,10 S/P%.
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Abbildung 22 S/P%-Werte der Negativ-Gruppe der restlichen Seren

Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Es ist die Haufigkeit
bestimmter S/P%-Klassen der Negativ-Gruppe der restlichen Seren dargestellt, wobei die angegebene
Zahl der maximale S/P%-Wert der jeweiligen Klasse ist.

4.5.2 SEREN AUS DER VERDACHTIG-GRUPPE

In Abbildung 23 sind die S/P%-Werte der Verdachtig-Gruppe in einem
Saulendiagramm dargestellt. Der niedrigste S/P%-Wert der getesteten Seren
befindet sich bei 3,29, der hdchste S/P%-Wert liegt bei 81,86. Der Median liegt bei
39,38 S/P%. 50 % der Proben liegen zwischen 29,82 und 50,42 S/P%.
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Abbildung 23 S/P%-Werte der Verdéachtig-Gruppe
Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Es ist die Haufigkeit

bestimmter S/P%-Klassen der Verdachtig-Gruppe dargestellt, wobei die angegebene Zahl der maximale
S/P%-Wert der jeweiligen Klasse ist.

4.5.3 SEREN AUS DER 1 : 50-GRUPPE

In Abbildung 24 sind die S/P%-Werte der 1 : 50-Gruppe in einem Saulendiagramm
dargestellt. Der niedrigste S/P%-Wert der getesteten Seren befindet sich bei 18,34,
der héchste S/P%-Wert liegt bei 111,66. Der Median liegt bei 51,33 S/P%. 50 % der
Proben liegen zwischen 37,45 und 56,32 S/P%.
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Abbildung 24 S/P%-Werte 1:50-Gruppe
Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Es ist die Haufigkeit

bestimmter S/P%-Klassen der 1 : 50-Gruppe dargestellt, wobei die angegebene Zahl der maximale S/P%-
Wert der jeweiligen Klasse ist.

4.5.4 SEREN AUS DER POSITIV-GRUPPE
In Abbildung 25 sind die S/P%-Werte der Positiv-Gruppe der restlichen Seren in
einem Saulendiagramm dargestellt. Der niedrigste S/P%-Wert der getesteten Seren
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befindet sich bei 18,92, der hdchste S/P%-Wert liegt bei 68,03. Der Median liegt bei
50,24 S/P%. 50 % der Proben liegen zwischen 39,88 und 58,98 S/P%.
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Abbildung 25 S/P%-Werte der Positiv-Gruppe der restlichen Seren
Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Es ist die Haufigkeit

bestimmter S/P%-Klassen der Positiv-Gruppe der restlichen Seren dargestellt, wobei die angegebene
Zahl der maximale S/P%-Wert der jeweiligen Klasse ist.

4.5.5 SEREN AUS DER ZUSATZ-GRUPPE

In Abbildung 26 sind die S/P%-Werte der Zusatz-Gruppe in einem Saulendiagramm
dargestellt. Der niedrigste S/P%-Wert der getesteten Seren befindet sich bei 25,48,
der hichste S/P%-Wert liegt bei 98,01. Der Median liegt bei 46,62 S/P%. 50 % der
Proben liegen zwischen 40,08 und 58,14 S/P%.
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Abbildung 26 S/P%-Werte der Zusatz-Gruppe
Auf der x-Achse ist der S/P%-Wert, auf der y-Achse die Probenanzahl abgetragen. Es ist die Haufigkeit

bestimmter S/P%-Klassen der Zusatz-Gruppe dargestellt, wobei die angegebene Zahl der maximale S/P%-
Wert der jeweiligen Klasse ist.
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Tabelle 26 zeigt eine Ubersichtliche Zusammenfassung der ermittelten Parameter der
einzelnen Gruppen der restlichen Seren aus den Kapiteln 4.5.1 bis 4.5.5. Zusatzlich
ist dargestellt, wie viele Proben Uber einem S/P%-Wert von 23,01 S/P% liegen: Von
den 148 negativen Seren sind es 90 Stick, von den 78 verdachtigen Proben
63 Stlick, von den 36 Seren mit einem Titer von 1 : 50 sind es 34 Proben und von

den 28 positiven Seren 27 Stick.

Tabelle 26 Ubersicht iiber die restlichen getesteten Seren
In den Spalten sind untersuchte Parameter (in S/P%) und die Anzahl an Proben, in den Zeilen die Serum-

Gruppen dargestellt. Die letzte Spalte zeigt, wie viele Proben iiber dem S/P%-Wert von 23,01 liegen.

Gruppe | mum | 2% | Median | 75% | [ R e
negativ 6,68 18,03 26,65 44,10 75,77 148 90
verdachtig 3,29 29,82 39,38 50,42 81,86 78 65
1:50 18,34 37,45 51,33 56,32 111,66 36 34
positiv 18,92 39,88 50,24 58,98 68,03 28 27
Zusatz 25,48 40,08 46,62 58,14 98,01 23 23
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4.6 Vergleichende Darstellung aller untersuchten Seren

4.6.1 BOXPLOTS
In Abbildung 27 sind alle Seren, die im MAT keine Agglutination aufwiesen und
dementsprechend als negativ klassifiziert worden sind, als box plot dargestellt. Dabei
sind folgende drei Serum-Gruppen verwendet worden:

1. Negativ-Gruppe (Validierungsseren)

2. Negativ-Gruppe (restliche Seren)

3. Negativ-Gruppe (Gesamtzahl)
Der Unterschied zwischen den S/P%-Werten der Validierungsseren und der
restlichen Seren aus der Negativ-Gruppe wird in der Abbildung deutlich.
Entsprechend dem Mann-Whitney-Test liegt ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen vor.
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Abbildung 27 Vergleich verschiedener Gruppen MAT-negativer Seren

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBBer, die Kreise und Dreiecke direkt liber den box
plots milde AusreiBer dar. Die vertikalen Linien dienen zur optischen Abgrenzung bestimmter Serum-
Gruppen. Es sind die S/P%-Werte der Negativ-Gruppe abgebildet, wobei links die Validierungsseren, in
der Mitte die restlichen Seren und rechts die Gesamtzahl dargestellt wurden. Der Grenzwert von 23 S/P%
ist als graue horizontale Linie eingezeichnet.
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Wenn die Negativ-Gruppe entsprechend dem Gesundheitsstatus in Seren mit hohem
und Seren ohne definiertem Gesundheitsstatus aufgeteilt werden, so ergibt sich
Abbildung 28. Uber 75 % der Seren mit hohem Gesundheitsstatus liegen unter dem
Grenzwert von 23,01 S/P%, wahrend ca. 75 % der Seren ohne definiertem
Gesundheitsstatus Gber dem Grenzwert liegen. Genau bestimmt, liegen 10 der 139
Seren mit hohem Gesundheitsstatus Uber dem Grenzwert. Dies entspricht 7,2 % der
Seren mit hohem Gesundheitsstatus. Zwischen den beiden Gruppen ,hoher
Gesundheitsstatus® und ,kein definierter Gesundheitsstatus® ist ein signifikanter
Unterschied vorhanden.

SIP%
140
120
i *
100
80 __
60
i *
40 |- v
20 |
S
0 n | |
negativ-Gruppe negativ-Gruppe
kein definierter hoher
Gesundheitsstatus Gesundheitsstatus

Abbildung 28 Negativ-Gruppe aufgeteilt entsprechend Gesundheitsstatus

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, das Dreieck direkt Giber dem box plot einen
milden AusreiBer dar. Es sind die S/P%-Werte der Negativ-Gruppe abgebildet, wobei links die Seren ohne
definiertem Gesundheitsstatus und rechts die mit hohem Gesundheitsstatus dargestellt wurden. Der
Grenzwert von 23 S/P% ist als graue horizontale Linie eingezeichnet.
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In Abbildung 29 sind die negativen Seren mit hohem Gesundheitsstatus weiter
aufgetrennt entsprechend ihrer Altersgruppen. Der S/P%-Bereich der Adult-Seren
der restlichen negativ-Seren liegt etwa in dem der Adult-Seren der
Validierungsseren. Es liegt zwischen diesen beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied vor. Bei den Ferkel-Seren zeigen sich deutlichere Unterschiede: Der
GroBteil der restlichen Seren liegt in dem oberen S/P%-Bereich der
Validierungsseren, insgesamt liegen aber alle Ferkel-Seren unter dem Grenzwert
von 23,01 S/P%.
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Abbildung 29 hoher Gesundheitsstatus aufgeteilt entsprechend Altersgruppen

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, die Kreise, Dreiecke und Quadrate direkt tiber
den box plots milde AusreiBer dar. Es sind die S/P%-Werte der Negativ-Gruppe abgebildet, wobei die drei
linken die Adult-Seren (Gesamtzahl; Validierungsseren; restliche Seren) und die drei rechten die Ferkel-
Seren (Gesamtzahl; Validierungsseren; restliche Seren) darstellen. Der Grenzwert von 23 S/P% ist als
graue horizontale Linie eingezeichnet.
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In Abbildung 30 sind alle Seren, die im MAT Agglutinationen aufwiesen und
dementsprechend als positiv oder mit der Titerstufe 1 : 50 klassifiziert worden sind,
als box plot dargestellt. Dabei sind folgende vier Serum-Gruppen verwendet worden:

1. Positiv-Gruppe (Validierungsseren)

2. Positiv-Gruppe (restliche Seren)

3. Positiv-Gruppe (Gesamtzahl)

4.1 :50-Gruppe
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Abbildung 30 Vergleich verschiedener Gruppen MAT-positiver Seren

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBBer, die Kreise und Dreiecke direkt liber den box
plots milde AusreiBer dar. Die vertikalen Linien dienen zur optischen Abgrenzung bestimmter Serum-
Gruppen. Es sind die S/P%-Werte der Positiv-Gruppe abgebildet, wobei links die Validierungsseren, dann
die restlichen Seren daneben die Gesamtzahl und rechts die 1 :50-Gruppe dargestellt wurden. Der
Grenzwert von 23 S/P% ist als graue horizontale Linie eingezeichnet.
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Abbildung 31 zeigt Unterschiede zwischen dem Bestand aus der Positiv-Gruppe, der
eine Abort-Problematik mit positivem PCR-Ergebnis aus einem Fetus hat, und den
restlichen positiven Seren. Die box plots ohne diesem Bestand weisen insgesamt
nicht so niedrige S/P%-Werte auf. Die 11 restlichen Validierungsseren liegen Uber
dem Grenzwert von 23,01 S/P%. Allerdings sind in dieser Konstellation auch keine
extrem hohen S/P%-Werte mit Gber 90 S/P% zu finden. Es ist ein signifikanter
Unterschied (P<0,05) zwischen den Validierungsseren der Positiv-Gruppe und den
restlichen Seren der Positiv-Gruppe vorhanden.
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Abbildung 31 Bestand mit Klinik und positiver PCR aus Validierungsseren

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, die Kreise, Dreiecke und Quadrate direkt tiber
den box plots milde AusreiBer dar. Es sind die S/P%-Werte der Positiv-Gruppe abgebildet, wobei links die
Seren des Bestandes mit der Klinik aus den Validierungsseren, dann die gesamte Positiv-Gruppe, die
gesamte Positiv-Gruppe abziiglich der Bestand-Seren, die Validierungsseren und rechts die
Validierungsseren abziiglich der Bestand-Seren dargestellt wurden. Der Grenzwert von 23 S/P% ist als
graue horizontale Linie eingezeichnet.
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In Abbildung 32 sind alle getesteten Seren in einem box plot dargestellt:

1. Negativ-Gruppe (Gesamtzahl)

2. Verdachtig-Gruppe

3. 1:50-Gruppe

4. Positiv-Gruppe (Gesamtzahl)

5. Zusatz-Gruppe
Es ist erkennbar, dass der GrofBteil der Seren aus den Gruppen Verdéachtig-, 1 : 50-,
Positiv- und Zusatz-Gruppe Uber dem Grenzwert von 23,01 S/P% liegen.
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Abbildung 32 Vergleich aller getesteten Seren

Auf der x-Achse sind die Serum-Gruppen, auf der y-Achse der S/P%-Wert abgetragen. Die Sterne im
Bereich der hohen S/P%-Werte stellen extreme AusreiBer, die Kreise, Quadrate und Dreiecke direkt liber
den box plots milde AusreiBer dar. Es sind die S/P%-Werte aller Gruppen abgebildet, wobei links die
komplette Negativ-, dann die Verdachtig-, 1 :50-, Positiv- und rechts die Zusatz-Gruppe dargestellt
wurden. Der Grenzwert von 23 S/P% ist als graue horizontale Linie eingezeichnet.
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4.6.2 ROC-ANALYSEN

Die Abbildung 33 stellt die ROC-Kurve dar, die aus der Positiv- und Negativ-Gruppe
(jeweils Gesamtzahl) berechnet wurde. Der hier ermittelte Grenzwert von
27,07 S/P% liefert eine Sensitivitat von 89,06 % und eine Spezifitat von 70,16 %. Der
AUC betragt 0,808.
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Abbildung 33 ROC-Kurve aller Proben der Positiv- und Negativ-Gruppe
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurve beruht auf den Ergebnissen der kompletten Negativ- und Positiv-Gruppe.

Folgende ROC-Kurve entsteht, wenn die gesamte Negativ-Gruppe, die Verdachtig-
Gruppe und die 1:50-Gruppe in die negative Population einbezogen werden und mit
der gesamten Positiv-Gruppe berechnet werden (Abbildung 34).

Der ermittelte Grenzwert flr diese ROC-Kurve betragt ebenfalls 27,07 S/P% und
liefert eine Sensitivitat von 89,06 %; die Spezifitat betragt 53,04 %. Der AUC betragt
0,707.
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Abbildung 34 ROC-Kurve aller negativ-klassifizierten Proben zu der Positiv-Gruppe
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
ROC-Kurve beruht auf den Ergebnissen der kompletten Negativ-, Verdachtig- und 1 : 50-Gruppe als
negative Population und der Positiv-Gruppe als positive Population.

Unter der Annahme, dass falsch-positive Ergebnisse aufgrund des MATs entstehen,
wurde eine ROC-Analyse durchgeflihrt, in der die gesamte Negativ-Gruppe die
negative Population und die vier Gruppen Verdachtig-, 1 : 50-, Positiv- und Zusatz-
Gruppe die positive Population bilden (Abbildung 35). Die Abbildung 32 (Vergleich
aller getesteten Seren) zeigt, dass bei diesen vier Gruppen 75 % der Proben Uber
dem Grenzwert von 23,01 S/P% liegen.

100

80

Sensitivity

o
o

N (op}
o o
rr 1| rrrJprrrrrrrrrrrq

0 ".'...I...I...I...I...I

0 20 40 o0 80 100
100-Specificity
Abbildung 35 ROC-Kurve MAT-negative zu restl. Seren
Auf der x-Achse ist die Falsch-Positiv-Rate (100-Specificity), auf der y-Achse die Richtig-Positiv-Rate
(Sensitivity) jeweils in Prozent abgetragen. Zur Veranschaulichung ist die y = x Gerade mit dargestelit. Die
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ROC-Kurve beruht auf den Ergebnissen der gesamten Negativ-Gruppe als negative Population und der
Positiv-, Verdachtig-, 1 : 50- und Zusatz-Gruppe als positive Population.

Der ermittelte Grenzwert flir diese ROC-Kurve betragt ebenfalls 27,07 S/P% und
liefert eine Sensitivitdt von 87,55 %; die Spezifitat betragt 70,16 %. Der AUC betragt
0,813.

Tabelle 27 ist eine Zusammenfassung der untersuchten Grenzwerte mit den
unterschiedlichen Serum-Gruppen.
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Tabelle 27 Grenzwerte mit Sensitivitaten und Spezifitaten

In den Spalten sind untersuchte Parameter in Abhéngigkeit von dem Grenzwert, in den Zeilen die

verwendeten Serum-Gruppen fiir die positive und negative Population dargestellt.

positive

negative

Population | Population Grenzwert | Sensitivitat Spezifitat AUC
Positiv- Negativ-
Gruppe Gruppe | o301 5Py, 95 % 94 % 0,962
Validierungs- | Validierungs-
seren seren
Positiv- Negativ-
Gruppe Gruppe 27,07 S/P% 89 % 70 % 0,808
Gesamtheit | Gesamtheit
Negativ-
Positiv- Gruppe
Gruppe Gesamtheit, | 27,07 S/P% 89 % 53 % 0,707
Gesamtheit | Verdachtig-,
1:50-Gruppe
Positiv-
Gruppe
Gesamtheit, Negativ- %
Verdachtig-, Gruppe 27’01. S/FI’ ; 88 % 70 % 0,813
1:50-, Gesamtheit (optimal)
Zusatz-
Gruppe
Positiv-
Gruppe o
Gesamtheit, Negativ- 1 (?6%2 ”SC/I'I?S{O
Verdéchtig-, Gruppe 9 95 % 54 %
1:50-, Gesamtheit hohe N
Zusatz- Sensitivitat)
Gruppe
gfjgg’ . 24,99 S/P%
G : - (Sensitivitat
esamtheit, Negativ > 90%. aber
Verdéchtig-, Gruppe _S ez,i fitat 90 % 65 %
1:50-, Gesamtheit b
Zusatz- n'.Cht Zu
Gruppe niedrig)
Positiv- 23,01 S/P%
Gruppe (Kompromiss
Gesamtheit, Negativ- zwischen
Verdachtig-, Gruppe hoherer 92 % 61 %
1:50-, Gesamtheit Sensitivitat
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5 Diskussion

Die Leptospirose ist eine weltweit verbreitete Erkrankung mit zoonotischem Potential,
die sich beim Schwein in Form von sinkender Fertilitdt, Aborten und
lebensschwachen Ferkeln &uBert. Der aktuelle Goldstandard der Leptospiren-
Diagnostik ist der Mikroagglutinationstest (MAT). Da dieses Verfahren einige
Nachteile hat, ist das Ziel dieser Arbeit gewesen, die Verwendbarkeit rekombinant
hergestellten LipL32-Antigens in einem ELISA zum Nachweis von Leptospiren-
Antikérpern beim Schwein zu untersuchen. Der ELISA in dieser Arbeit soll vor allem
ein proof of concept darstellen.

5.1 Titrationsversuche / ELISA Entwicklung

Im Rahmen der Titrationsversuche konnten die jeweils optimalen Konzentrationen flr
das Antigen und das Serum bestimmt werden. Fir beide Substanzen wurden die
Werte ermittelt, bei denen die signal-to-noise ratio am hdchsten war, das Plateau
endete und / oder die OD-Werte der Seren nicht mehr zu hoch lagen. Als Antigen-
Konzentration erwies sich die Plattenbeschichtung mit 36,5 ng LipL32 je Kavitat als
das Optimum, optimal fir die Serumkonzentration war die Verdinnungsstufe 1 : 100.
Bei der Konjugat-Testung lieferte die Verdlinnungsstufe von 1 :30.000 des Ziege-
Anti-Schwein-lgG-Konjugates die geeignetsten Ergebnisse. Der ausschlaggebende
Grund far die Wahl dieser Konzentration war die Hohe der OD-Werte. Erst ab einer
Verdinnung von 1 :30.000 lagen die OD-Werte der Negativkontrolle unter 0,3 und
die der Positivkontrolle nicht wesentlich Uber 2,0. Die Berechnung der signal-to-noise
ratio unterstitzte die Auswahl dieser Verdlinnung, da die héchsten Werte fir die
Positivkontrolle und die héher liegende schwach positive Probe bei einer
Konjugatverdinnung von 1 : 30.000 liegen.

Die Wahl der Konjugat-Verdiinnungsstufe muss allerdings kritisch betrachtet werden.
Die graphische Darstellung zeigt, dass kein Plateau vorhanden ist. CROWTHER
(2000) empfiehlt bei fehlenden Plateaus im Rahmen von Titrationen, noch niedrigere
Verdinnungen zu verwenden. Da die OD-Werte im Anfangsbereich der Konjugat-
Titration (bei den niedrigen Verdinnungen) bereits sehr hoch sind, wurde diese
Empfehlung in diesem Kontext als nicht sinnvoll erachtet. Die Wahl der
Verdinnungsstufe wurde abhangig von der OD-Wert-Hbhe und signal-to-noise ratio
entschieden und so dieses Problem umgangen.

NAITO et al. (2007) verwendeten flr ihren ELISA eine Konzentration von 1,5 ng
LipL32 pro Kavitat. Das Serum wurde 1 : 500 verdinnt und das Ziege-Anti-Schwein-
Konjugat in einer Verdinnung von 1 :5000 eingesetzt. Die im Vergleich zu dieser
Arbeit unterschiedlichen Konzentrationen kénnten auf die andere Mikrotiterplatte und
Blockmittel, die Naito et al. verwendet haben, zurlckzufilhren sein. Sicherlich ist
auch der Reinheitsgrad des LipL32 ein Grund fir die Unterschiede. Durch die
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geringere Menge an LipL32 in der Kavitdt musste die Arbeitsgruppe dann ein
weniger stark verdinntes Konjugat einsetzen, als es in dem hier beschriebenen
ELISA nétig war.

5.2 Validierung des ELISAs / Reproduzierbarkeit

Im Hinblick auf die Validierungskriterien erzielte der ELISA gute Resultate. Die
Reproduzierbarkeit wurde anhand von drei Seren mit unterschiedlich hohen
OD-Werten verifiziert. Die Intraassay-Varianz lag zwischen 5,97 % und 12,21 % (je
nach OD-Wert der Serumprobe) und die Interassay-Varianz lag je nach OD-Wert
zwischen 7,35 % und 10,64 %. Diese Werte entsprechen den héaufig verwendeten
RichtgréBen kommerzieller Hersteller. Bei einem Test, der reproduzierbare
Ergebnisse bringt, sollte der Variationskoeffizient < 10 % sein; 10-20 % mulssen
allerdings in Kauf genommen werden und sind laut OIE Manual noch im akzeptablen
Bereich (OIE 2012b). Die Reproduzierbarkeit zeigt wie stabil der Test lauft und ist ein
wichtiges Kriterium um zu bestimmen, wie stark die OD-Werte der Proben von Tag
zu Tag bzw. innerhalb einer Platte schwanken.

5.3 Validierung des ELISAs / Grenzwert der Validierungsseren

Der Grenzwert fiir den ELISA wurde anhand einer Gruppe aus 50 juvenilen (Ferkel)
und 50 adulten MAT-negativen Tieren sowie einer Gruppe von 100 MAT-positiven
Schweinen bestimmt. Als Referenztest wurde der MAT definiert, da dieser den
momentanen Goldstandard der Leptospiren-Diagnostik darstellt. Anhand einer ROC-
Analyse mit diesen 200 Seren wurde 23,01 S/P% als Grenzwert gewahlt, da bei
diesem Wert die hdchste Spezifitdt und zugleich héchste Sensitivitat von 94 % bzw.
95 % vorlag. Hbhere oder niedrigere Grenzwerte lieferten zwar eine hdhere
Sensitivitat oder Spezifitat, jedoch immer auf Kosten des anderen Parameters. Dies
sind relativ gute Ergebnisse. Kommerzielle Testsysteme liefern haufig Spezifitaten
und Sensitivitaten im Bereich von 95-99 %.

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ist mit einem Wert von 0,890 bei der
Untersuchung der qualitativen Ergebnisse (negativ / positiv) des ELISAs und des
MATs hoch. Dies ist ein zufriedenstellender Wert, da der Rangkorrelationskoeffizient
einen Wert zwischen null und eins (bzw. minus eins) annehmen kann. Dagegen ist
der Rangkorrelationskoeffizient in Bezug auf die H6he des S/P%-Wertes zu dem
entsprechenden MAT-Titer mit 0,213 sehr schwach. Da sich 50 % der positiven
Proben unabhangig von ihrem MAT-Titer in einem Bereich von 30 -48 S/P%
befinden, ist dieses schlechte Ergebnis nicht erstaunlich. Eine Erklarung daflr ist,
dass im ELISA nur IgG-Antikérper gegen LipL32 gemessen werden, im MAT aber
Antikdrper gegen LPS der Leptospiren (AVIAT et al. 2009). Somit ist die Korrelation
der qualitativen Ergebnisse fir die 200 Validierungsseren gut, die der quantitativen

Ergebnisse dagegen schlecht. Da der ELISA als Screening-Test verwendet wird,
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darfen Seren, die im MAT verifiziert werden sollen, nicht aufgrund ihrer S/P%-Wert-
Hbéhe ausgewahlt werden. Es muss stattdessen eine reprasentative Anzahl aller
positiver Proben getestet werden.

5.4 Anwendung des Grenzwertes auf die restlichen Seren

In dem zweiten Teil der Arbeit wurden 313 Seren mit dem entwickelten ELISA im
Vergleich zum MAT untersucht. Ein Problem stellte dabei die geringe Zahl an MAT-
positiven Seren dar.

Die Auswertung erfolgte entsprechend der Einteilung aufgrund der MAT-Ergebnisse
aus Tabelle 6 ,Ubersicht Gruppierung der Seren“ in die Gruppen negativ, verdachtig,
1:50, positiv und Zusatz. Die S/P%-Werte des ELISAs entsprachen nicht dieser
Einteilung. Nur 58 der 148 MAT-negativen Seren befanden sich unter dem
festgelegten Grenzwert von 23,01 S/P%. Auffallig war, dass 35 dieser korrekt als
negativ untersuchten Proben aus Betrieben mit hohem Gesundheitsstatus stammten
und nur 4 Proben aus solchen Betrieben Gber dem Grenzwert lagen und somit als
falsch positiv beurteilt wurden. Die restlichen 109 MAT-negativen Seren stammten
aus Routineeinsendungen, bei denen aufgrund Kklinischer Erscheinungen
verschiedene Krankheiten abgeklart werden sollten. In diesem Zusammenhang muss
auch kritisch betrachtet werden, dass 75 % der MAT-negativen Validierungsseren
(die alle aus Betrieben mit hohem Gesundheitsstatus stammten) unter 15 S/P%
liegen, wahrend von den restlichen 148 MAT-negativen Seren aber 75 % einen S/P%
von Uber 18 haben. Ein Grund kdnnte sein, dass es bei den restlichen 148 MAT-
negativen Seren im ELISA zu (partiellen) Kreuzreaktionen mit Antikérpern anderer
Infektionen gekommen ist, da sich die Tiere in Betrieben mit hohem Infektionsdruck
vermehrt mit verschiedenen Erregern auseinandersetzen muissen. Ein anderer
Grund kénnte sein, dass der MAT nicht sensitiv genug war, um Leptospiren-
Antikérper zu detektieren (eine ausfuhrliche Diskussion zu diesem Thema ist in
Kapitel 5.5 Bewertung der unterschiedlichen Ergebnisse in MAT und ELISA).

Da im Rahmen von MAT-Untersuchungen haufig die Frage aufkommt, welche
Bedeutung eine geringe Anzahl von Agglutinaten (verdachtige Seren) bzw. Titer von
1:50 haben, wurden die Seren, bei denen dies auftrat, getrennt von der Negativ-
Gruppe betrachtet. Streng genommen missen solche Seren aufgrund des
Grenzwertes der OIE (2012a) aber als negativ klassifiziert werden. Flr die beiden
Gruppen wurde ein &hnliches Bild beobachtet wie bei der Negativ-Gruppe: nur 13 der
78 Proben der Verdachtig-Gruppe sind im ELISA negativ. 75 % der Seren haben
S/P%-Werte von Uber 30. Ebenso verhalt es sich bei den Proben mit einem Titer von
1 : 50, bei denen nur 2 der 36 Proben im ELISA negativ sind. 75 % der Seren liegen
tber 37 S/P%. Diese Werte erharten die Zweifel an der Sensitivitat des MATSs.

Die Zusatz-Gruppe wurde getrennt von den anderen Seren untersucht, da hier zuerst
eine PCR-Untersuchung im Rahmen der Abort-Abklarung durchgefiihrt wurde und
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dann zur Bestatigung der PCR-Untersuchung nachtraglich Seren in das Labor
eingeschickt wurden. Diese waren im MAT negativ. Da die Interpretation dieser
Ergebnisse schwer mdglich war, wurden die Seren im Rahmen der Dissertation
ebenfalls in dem ELISA untersucht. Auch diese 23 Proben, die in dem MAT negativ,
in der PCR aber positiv waren, reagierten im ELISA mit hohen S/P%-Werten. 75 %
der Proben liegen bei Ober 40 S/P%. Dieses ELISA-Ergebnis bietet im
Zusammenhang mit dem positiven PCR-Ergebnis der Organmaterialien einen
sinnvolleren diagnostischen Interpretationsansatz als die negativen Ergebnisse des
MATs. Da die Seren auch in einem Dot-Blot mit LipL32 als Antigen reagierten, ist
hier die Wahrscheinlichkeit gro3, dass es sich um echt positive Proben handelte und
um ein falsch negatives Ergebnis des MATs. Es kénnte zum Beispiel sein, dass die
infizierende Serovar nicht in dem MAT-Panel enthalten war.

Die 28 MAT-positiven Proben der restlichen Seren haben insgesamt héhere S/P%-
Werte als die 100 positiven Validierungsseren. Es konnte ein signifikanter
Unterschied in der Hohe der S/P%-Werte der beiden Gruppen festgestellt werden.
Wahrend 75 % der Validierungsseren Uber 29 S/P% liegen, liegen 75 % der
restlichen MAT-positiven Proben Uber 40 S/P%. Eine Probe liegt unter dem
Grenzwert und wurde somit als falsch negativ von dem ELISA gewertet. Diese
Ergebnisse waren unerwartet, denn fir die Validierungsseren wurden gezielt die
Seren verwendet, die aus einem Bestand stammten, in dem Leptospirose
nachweislich ausgebrochen war und die Seren haben zum Teil sehr hohe MAT-
Werte mit 1:6.400. Die 28 MAT-positiven Proben dagegen haben MAT-Titer von
1:100 bis 1 :400 und stammten aus Einsendungen, zu denen keine Informationen
tber Klinik des Bestandes oder Leptospira-PCR-Nachweise vorlagen. AuBerdem
waren es haufig nur eine oder zwei Proben der Einsendung, die in dem MAT
reagierten. Eine Erklarung dafir kénnte sein, dass es bei den restlichen Seren in
dem ELISA zu Kreuzreaktionen mit anderen Antikérpern gekommen ist. Allerdings
gab es in dem Betrieb mit dem gesicherten Leptospiren-Ausbruch ebenfalls eine
Schweineinfluenza H1N1-Belastung. Es kénnte zum Beispiel aber auch sein, dass
die Serovar des positiven Bestandes weniger immunogen ist oder die Infektion
langer zurlck liegt, so dass der Antikbrperspiegel bereits wieder absinkt. Ein anderer
Erklarungsansatz kénnte sein, dass L. Bratislava-Titer hdéhere ELISA S/P%-Werte
hervorrufen. Eine nahere Betrachtung zeigte, dass die restlichen positiven Seren
hauptsachlich L. Bratislava-MAT-Titer aufwiesen, wahrend die infizierende Serovar in
dem positiven Betrieb L. Pomona war. Es ist zu vermuten, dass die infizierende
Serovar einen gewissen Unterschied in den S/P%-Werten macht, obwohl! LipL32 ein
Serovar-Ubergreifendes Antigen ist.
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5.5 Bewertung der unterschiedlichen Ergebnisse in MAT und ELISA

Es gibt verschiedene mdgliche Erklarungsansatze, warum Proben im MAT negativ,
aber im ELISA positiv sind. Es kénnte sein, dass der MAT ein schlechter
Goldstandard mit niedriger Sensitivitat ist, und daher Proben im MAT als negativ
beurteilt werden und sich somit im ELISA als scheinbar falsch positiv darstellen. So
betrachten auch LEVETT (2001) und MCBRIDE et al. (2005) die Sensitivitat von
MAT-Untersuchungen kritisch. Das Grundproblem ist dabei die subjektive
Auswertung des auf einer Agglutination beruhenden Testes. Die Entscheidung, ob
eine Probe einen Titer von 1 : 800 oder 1 : 1600 hat, &ndert nichts an der Tatsache,
dass die Probe positiv ist. Anders ist es bei der Entscheidung, ob die Probe noch als
1 : 50 beurteilt werden muss, oder ob sie schon 1: 100 positiv ist. Je nach Labor,
Auswerter, persénlicher Tagesform und der Dichte der Leptospiren-Kultur kann diese
Entscheidung erheblich schwanken.

In diesem Zusammenhang muss auch hinterfragt werden, ob 1:100 ein guter,
verlasslicher Cut-off des MATs ist. 1:100 wird in der Humanmedizin als Cut-off
haufig verwendet (OIE 2012a) und wurde auf die Tiermedizin Ubertragen. Eine
statistische Auswertung und Analyse dieses Grenzwertes in Bezug auf die
epidemiologische Lage der deutschen Schweinepopulation wurde bisher aber nicht
durchgeflhrt.

Eine weitere Ursache fir die niedrige Sensitivitdt des MATs (und somit Proben, die
im MAT negativ sind aber in dem ELISA z.T. deutliche S/P%-Werte haben), kénnte
die Abhangigkeit von dem MAT-Panel im Vergleich zu dem Serovar-unabhangigen
Antigen des ELISAs sein. Wenn ein Tier mit einer Serovar infiziert ist, die nicht mit
dem Panel der MAT-Stamme (kreuz-)reagiert, wird diese Infektion nicht erkannt und
die Probe wird als negativ beurteilt. Dieses Problem konnte beispielsweise in dem
Ringversuch der International Leptospirosis Society (ILS) 2012 beobachtet werden.
Drei der als negativ beurteilten Kaninchenseren enthielten Antikérper gegen
Serovare, die Ublicherweise in Deutschland verwendeten MAT-Panels nicht enthalten
sind. Es handelte sich hierbei um in Deutschland exotische und selten vorkommende
Serovare, und die verwendeten Serovare kreuzreagierten anscheinend nicht mit
diesen Serovaren. Dieses Phanomen kénnte auch auf die hier getesteten
Schweineseren zutreffen.

Ein weiterer Faktor in der Beurteilung der MAT- und ELISA-Ergebnisse stellt der
Probenentnahme-Zeitpunkt dar (AVIAT et al. 2009). Zu den hier untersuchten
Proben liegen keine Informationen Uber die Klinik der Tiere vor bzw. ob die Proben in
einer akuten oder chronischen Phase der Krankheit entnommen worden sind. Der
Zeitpunkt der Probenentnahme ist fur die Bewertung interessant, da die
Antikérperspiegel im Verlauf der Erkrankung unterschiedlich hoch sind (OIE 2012a,
WHO 2003) und der MAT chronisch infizierte Tiere meistens nicht detektiert, weil die
Titer zu niedrig sind.
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Ein weiterer Grund flir die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass es sich
bei dem Antigen des MATs um vitale Leptospiren-Stimme handelt, die vor langer
Zeit aus unterschiedlichsten Tierarten isoliert worden sind. Das hier verwendete
MAT-Panel enthélt Serovare aus dem Bundesinstitut fir Risikobewertung, die zwar
gut charakterisiert sind, aber eventuell nicht in Deutschland isoliert worden sind. Die
OIE empfiehlt, in MAT-Panels immer auch regional isolierte Serovare zu verwenden.
Leider ist dies nicht einfach umzusetzen, da durch die langwierige schwere Anzucht
von Leptospiren nur sehr selten Leptospiren insbesondere aus dem Schwein isoliert
und angezichtet werden konnten.

Kreuzreaktionen im ELISA stellen eine weitere Mdglichkeit dar, wie es zu negativen
MAT- und positiven ELISA-Ergebnissen kommen kdnnte. Insbesondere Tiere aus
Betrieben mit undefiniertem Gesundheitsstatus mussen sich haufig mit
verschiedensten viralen und bakteriellen Erregern auseinandersetzen. Dies ist
sicherlich der Grund, weshalb die Negativ-Gruppe der restlichen Seren, die zum
GroBteil aus Bestanden ohne definiertem Gesundheitsstatus stammen, hdhere
S/P%-Werte haben als Tiere aus Bestdnden mit hohem Status. Der Unterschied
zwischen den S/P%-Werten negativer Ferkel und adulter Tiere kann auch einen
Hinweis auf potentielle Kreuzreaktionen liefern. Zu Kreuzreaktionen von LipL32 mit
anderen Antikdrpern beim Schwein ist allerdings wenig bekannt. BOMFIM et al.
(2005) untersuchten Rinderseren, die Antikdrper gegen Babesien, Anaplasmen und
Brucellen enthielten, in einem LipL32-ELISA. Es kam zu keinen Kreuzreaktionen.
FLANNERY et al. 2001 konnten zeigen, dass es zu keinen Kreuzreaktionen mit den
beim Menschen relevanten Differentialdiagnosen Denguefieber und Hepatitis kommt.
Kreuzreaktionen mit anderen Spirochéten wie z.B. Borrelia und Treponema konnten
dagegen nicht ausgeschlossen werden. Die Relevanz dieser Spirochaten kann beim
Schwein als gering eingeschatzt werden; anders kbénnte es dagegen mit
Brachyspiren aussehen, deren (apathogene) Spezies haufig Darmbesiedler sind.
Leider war nicht bekannt, ob in den Betrieben, deren Seren in dieser Arbeit
verwendet wurden, in vorherigen Untersuchungen Brachyspiren nachgewiesen
werden konnten. Der Frage, in wieweit Antikérper weiterer Infektionen im ELISA
falsch positive Ergebnisse hervorrufen, konnte experimentell ebenfalls nicht
nachgegangen werden. Der Grund war das nicht verfligbare definierte Proben-
material, also Proben, die keine Leptospiren-Antikdrper aber Antikérper anderer
Infektionen enthielten. Die Seren aus Bestdnden mit nicht definiertem
Gesundheitsstatus enthielten zwar Antikérper gegen Krankheiten wie APP oder
PRRS, aber allein das negative MAT-Ergebnis einzelner eingesandter Proben wurde
nicht als ausreichendes Kriterium fir eine Leptospiren-Freiheit anerkannt. Da es
noch keinen Brachyspiren-ELISA gibt, standen entsprechende Tests zur Abklarung
von Brachyspiren-Infektionen auch nicht zur Verfigung. Aus diesem Grund musste
auf die Abklarung potentieller Kreuzreaktionen durch Antikdrper anderer Krankheiten
verzichtet werden.
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Von den hier untersuchten Proben sind 25 % positiv im MAT. Entsprechend
STRUTZBERG-MINDER (2008) liegt die Pravalenz der Leptospirose des Schweines
in Deutschland aber bei 51 %. Dieser Prozentsatz kann aus unterschiedlichen
Grunden variieren. Vor allem muss bedacht werden, dass die hier erzeugten
Ergebnisse nicht eine reprasentative Stichprobe zur Bestimmung einer Pravalenz
darstellen. Zum einen stammt ein GroBteil der positiven Seren aus nur einem
Betrieb. Diese Seren sind nur zu einem geringen Teil im Rahmen von
Routineuntersuchungen (ca. 10 Seren pro Einsendung) eingeschickt worden. Der
Tierarzt entnahm auf meinen Wunsch hin 60 zuséatzliche Serumproben. Dadurch ist
die Anzahl der positiven Proben nicht mehr reprasentativ. Auf der anderen Seite ist
auch nicht bekannt, was fir Besténde in der Studie von Strutzberg-Minder untersucht
wurden. Die in dieser Arbeit verwendeten Seren stammen Uberwiegend von einer
Zuchtorganisation, die sehr hohe Gesundheitsanforderungen an ihre Betriebe stellt.
Dadurch kann sich auch der Anteil der negativen Seren im Vergleich zu der
genannten Studie verschieben. Ein weiterer Grund kdnnte das kleinere MAT-Panel
sein, das in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Das durch die Serovare
L. Australis und L. Autumnalis sowie L. Hardjo eine wesentlich héhere Rate an
positiven Seren vorliegen wirde, ist jedoch sehr unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zu den MAT-Ergebnissen sind 66 % der 513 Seren im ELISA positiv.
Dieser héhere Prozentsatz kann an Kreuzreaktionen des ELISAs (und somit falsch
positiven Ergebnissen) oder an der eher schlechten Sensitivitat des MATs (und somit
richtig positiven Ergebnissen des ELISAs) liegen. Diese méglichen Ursachen wurden
in diesem Kapitel bereits angesprochen. AuBerdem handelt es sich bei den in
diesem ELISA ermittelten Werten nicht um eine Pravalenz. Um genauer zu
bestimmen, wie hoch die Pravalenz der Leptospirose des Schweines in Deutschland
ist, muissten statistisch auswertbare Probenanzahlen von unterschiedlichen
Betrieben aus verschiedenen Regionen in Deutschland genommen werden. Es
musste festgelegt werden, wie mit einzelnen positiven Proben aus einem Bestand
verfahren wird, also ob die Pravalenz auf Bestandsebene oder auf Tierebene
bestimmt wird. AuBerdem misste entschieden werden, welche Tiergruppen
untersucht werden missen, inwieweit klinisch erkrankte Tiere mit aufgenommen und
ab welchem MAT-Titer Proben als positiv bewertet werden. Es ist sicherlich sinnvoll,
PCR-Untersuchungen parallel durchzuflihren. Die Proben kdnnten in mehreren
Laboren untersucht werden. Da in den Ringversuchen der ILS hyperimmunisierte
Kaninchenseren verwendet werden, ware es interessant zu erfahren, wie gro3 die
Unterschiede zwischen verschiedenen Laboren bei echten Feldseren sind.
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5.6 Auswahl der (Validierungs-) Seren

Basis fUr die Auswahl der Validierungsseren war die Gruppierung der Seren in
verschiedene Kategorien (siehe Tabelle 6 “Ubersicht Gruppierung der Seren®), die
entsprechend des Vorberichts zu den eingesandten Seren erfolgte. Das Ziel war,
zwei mdglichst gut definierte Gruppen fir die Validierungsseren zu erhalten. Da Tiere
aus Betrieben mit hohem Gesundheitsstatus die gréBte Wahrscheinlichkeit hatten,
keine Leptospiren-AntikGrper oder kreuzreagierende Antikdrper aufgrund anderer
Krankheiten zu haben, wurden diese gezielt als Negativ-Gruppe ausgewahlt. Da
nicht gendigend Seren solcher adulten Tiere verfligbar waren, wurden Ferkel (als
Gruppe mit geringem Antikérper-Gehalt) und Adulte (als die eigentliche Zielgruppe
des ELISAs) verwendet.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den S/P%-Werten der Adult-
Seren der Validierungsseren und der restlichen negativen Adult-Seren, so dass keine
Konsequenz beziiglich des Grenzwertes in Abhangigkeit von der Seren-Wahl dieser
Tiergruppe bestehen sollte. Zwischen den Ferkel- und Adult-Seren liegt ein
signifikanter Unterschied. Dies spiegelt sich auch darin, dass 75 % der Ferkel in
einem S/P%-Bereich liegen, in dem nur die unteren 25 % der Adult-Seren sind.

Die S/P%-Werte der Seren aus Bestanden mit hoher Gesundheit weisen einen
signifikanten Unterschied zu den S/P%-Werten von Seren aus Bestanden ohne
definiertem Gesundheitsstatus auf. Dadurch muss kritisch hinterfragt werden, ob in
die Negativ-Gruppe der Validierungsseren auch Seren aus Bestdanden mit nicht
definierter Gesundheit aufgenommen hatten werden sollen. Da diese Seren aber nur
aufgrund des MAT-Ergebnisses in die Negativ-Gruppe eingeteilt wurden und keine
weiteren Kenntnisse in Bezug auf Klinik oder anderer diagnostischer
Untersuchungen vorlagen, sind sie nicht verwendet worden. Die Gefahr,
kreuzreagierende oder echt positive Seren einzusetzen, schien zu groB. Der
signifikante Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen bestéatigt diese
Einschatzung. Die Frage bleibt, ob es wichtiger ist, sicher negative Tiere in der
Negativ-Gruppe der Validierungsseren zu haben, oder ob Tiere mit einbezogen
werden sollten, die nicht sicher negativ sind, allerdings die (klinisch) negative
Grundpopulation der Schweine in Deutschland darstellen.

Da nur bei einem Bestand ein gesicherter Leptospirose-Ausbruch vorlag, wurden
dessen Seren sowie 11 Seren, die zumindest im MAT positiv waren, fir die Positiv-
Gruppe verwendet. Im Idealfall sollten Seren verschiedener Betriebe mit
unterschiedlichen infizierenden Serovaren verwendet werden. Da es sich hier um ein
Pilotprojekt handelte und nur limitierte Quellen zum Erhalt von Seren vorhanden
waren, lag die Prioritdt fir die positive Validierungs-Gruppe auf sicher positiven
Seren.

Um den positiven und negativen pradiktiven Wert errechnen zu kénnen, muss die
Anzahl der Validierungsseren der Pravalenz entsprechen. Da laut STRUTZBERG-
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MINDER (2008) eine Pravalenz von 51 % in deutschen Betrieben herrscht, wurden
jeweils 100 negative und 100 positive Seren fir die Validierung verwendet.
AuBerdem sollten noch zusétzliche positive Seren flir den zweiten Teil dieser Arbeit
vorhanden sein, in dem die Uberpriifung der Verwendbarkeit des Grenzwertes, der
mit den Validierungsseren ermittelt wurde, erfolgte.

Das Serum, das als Positivkontrolle in dem ELISA verwendet wurde und zur
Bestimmung der optimalen Konzentrationen der ELISA-Bestandteile genutzt worden
ist, stammt aus einem Impfversuch. Das Serum reagiert deutlich im ELISA und auch
im Dot-Blot (Daten nicht dargestellt). Der MAT-Titer ist jedoch mit einem Titer von
1:200 nur eine Titerstufe Uber dem Grenzwert. Die stark unterschiedlichen
Reaktionen dieses Serums im ELISA bzw. im MAT waren unerwartet. Anscheinend
reagieren Impfantikérper in dem MAT nicht so stark wie in dem ELISA. Allerdings
haben auch andere Autoren bereits von niedrigen Impftitern im MAT berichtet. So
wiesen Ferkel, die CHAUDHARY et al. (1966) mit L. Pomona impften, knapp drei
Wochen spéater nur MAT-Titer zwischen 1:16 und 1:256 auf. MIDENCE et al.
(2012) untersuchten 20 Hunde im MAT Uber acht Wochen nach Impfung mit zwei
verschiedenen kommerziellen Impfstoffen, die beide L. Pomona enthalten. Die
L. Pomona-Titer lagen durchschnittlich zwischen 1 :200 und 1 :400 und nur zu
einem Zeitpunkt bei 1 :600. Auch hier wurden (zumindest flr L. Pomona) relativ
niedrige Titer nach der Impfung gemessen.

5.7 Untersuchung alternativer Grenzwerte

Entsprechend der unterschiedlichen Seren-Gruppierungen, die in den verschiedenen
ROC-Analysen verwendet wurden, andert sich der Grenzwert sowie die Sensitivitat
und Spezifitat des ELISAs.

Um den Einfluss des Alters auf den Grenzwert zu untersuchen, wurden die 50 Adult-
Seren mit den 100 MAT-positiven Seren und die 50 Ferkel-Seren mit den 100 MAT-
positiven Seren in zwei getrennten ROC-Analysen untersucht. Es stellte sich heraus,
dass fUr die Adult-Seren derselbe Grenzwert wie bei der ROC-Analyse der gesamten
Validierungsseren optimal ist. Bei gleichbleibender Sensitivitdt sinkt jedoch die
Spezifitat von 94 % auf 88 %. Allerdings ist es flr einen Screening-Test (der auf die
Freiheit der Tiere von einer Krankheit testet) wichtiger, eine méglichst geringe Anzahl
an falsch negativen Proben zu haben (d.h. eine hohe Sensitivitat), da falsch positive
Proben in einem Bestatigungstest kontrolliert werden kdnnen. Im Vergleich dazu
steigt die Spezifitdt des ELISAs in der ROC-Analyse der Ferkel-Seren bei der
Verwendung eines Grenzwertes von 20,68 S/P% auf 100 %. Der ELISA ist bei der
Verwendung von Ferkel-Seren in Bezug auf falsch positive Proben also perfeki.

Auch NAITO et al. (2007) konnten einen Unterschied zwischen jingeren und alteren
Tieren feststellen. Sie untersuchten ca. 200 Sauen und 700 Tiere aus der Mast,
wobei 27 % der Sauen im MAT positiv waren und 9 % der Tiere aus der Mast.

Seite | 87



- Diskussion -

Innerhalb der Gruppe der Mast-Tiere konnten sie feststellen, dass die Pravalenz bei
den 1-3 Monate alten Tieren niedriger war als bei den 4-6 Monate alten Tieren. Als
Grund fir diese Beobachtung nahmen sie an, dass jungere Tiere haufiger mit
Antibiotika behandelt werden als Mastschweine mit 4-6 Monaten oder Sauen, und
durch diese ,prophylaktische“ Antibiotika-Einnahme bei den jungen Tieren keine
Infektionen und dementsprechend keine Antikérperbildung stattfindet. Die
Ergebnisse des LipL32-ELISAs wurden allerdings nicht nach den Altersgruppen
gegliedert, so dass kein direkter Vergleich mit den hier dargestellten Ergebnissen
moglich war.

Ein Grenzwert, der uneingeschrankt fir den ELISA gultig ist, kann erst festgelegt
werden, wenn die Sensitivitat des MATs eindeutig belegt ist. Sollte der MAT sensitiv
sein und 1 : 100 erweist sich als der ideale cut-off fir deutsche Schweineseren, so
liefert der ELISA fur alle getesteten Seren bei einem Grenzwert von 27,07 S/P% eine
schlechte Spezifitat von 53 %, auch wenn die Sensitivitat bei 89 % liegt. Diese Werte
kénnen mit der Studie von NAITO et al. (2007) verglichen werden, deren ELISA mit
einer Sensitivitdt von 79 % und einer Spezifitdt von 63 % auch keine lberzeugenden
Ergebnisse lieferte. Zur besseren Vergleichbarkeit der beiden ELISAs wurde die
Spezifitdt ermittelt, die bei einer Sensitivitdt von 79 % bei dem hier erarbeiteten
ELISA vorliegen wirde: Sie lage bei 55 % und damit unter der Spezifitat von NAITO.
Unter diesen Bedingungen ware der ELISA nicht in der Routine-Diagnostik
verwendbar.

Doch in der Annahme, dass die Sensitivitdt des MATs schlecht bzw. umstritten ist,
stellt sich der ELISA besser dar. Geht man davon aus, dass jede Form von
Agglutinationen im MAT auf Leptospiren-Antikdrper zurtickzufihren ist, so liegt die
Spezifitat des ELISAs bei 70 %. Nur durch Verschiebung des Grenzwertes ware es
moglich, die Spezifitat auf Kosten der Sensitivitat aufzuwerten. Da insbesondere die
Seren aus dem Bestand mit dem Leptospirose-Ausbruch erstaunlich niedrige S/P%-
Werte haben, liegt die Sensitivitdit des ELISAs aber nur bei 88 %. Fir einen
Screening-ELISA waren Werte unter 90 % Sensitivitat nicht winschenswert, wodurch
diese Mdglichkeit nicht in Betracht gezogen werden kann. Wenn sich allerdings die
Tendenz von hoéheren S/P%-Werten der restlichen positiven Seren in der
Schweinepopulation widerspiegelt, ware vermutlich die Trennung negativ / positiv
klarer und eine bessere Sensitivitat bzw. Spezifitat die Folge. Eine gréBere Anzahl an
positiven Seren aus unterschiedlichen Bestanden ware fir weiterfihrende
Untersuchungen daher nitzlich.

Geht man davon aus, dass jede Agglutination im MAT ein Hinweis fir ein positives
Serum ist, so hat der ELISA unter Einbezug aller 513 Seren bei einem mdglichen
Grenzwert von 23,01 S/P% eine Sensitivitat von 92 % und eine Spezifitat von 61 %.
Wahrend die Sensitivitat vielleicht noch akzeptabel ist, ist die Spezifitdt sehr niedrig.
In der Literatur gibt es keine vergleichbaren ELISA-Auswertungen, bei denen jede
Agglutination als positiv gewertet wurde, so dass dieser Interpretationsansatz nicht in
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Bezug auf andere Erfahrungen gesetzt und der ELISA vergleichend bewertet werden
konnte.

Das Ergebnis des ELISAs ist in Abhangigkeit von den getesteten Seren zu sehen.
Bei dem Grenzwert von 23,01 S/P% wurden aus der Gruppe der MAT-negativen
Proben 1,5 % der Ferkelseren und 11,8 % der Adultseren aus Bestanden mit hoher
Gesundheit als positiv bewertet. Seren aus dem Bestand mit dem Leptospirose-
Ausbruch wurden zu 94,3 % und die restlichen 39 positiven Seren zu 97,4 % als
positiv bewertet. Diese Zahlen sind far Routineuntersuchungen nicht schlecht und
zeigen, dass der ELISA sehr gut fir Ferkelseren verwendet werden kann. Die Seren,
die hauptsachlich MAT-Titer gegen L. Bratislava aufweisen, scheinen auch in dem
ELISA gut detektiert zu werden. Die Seren mit L. Pomona-Titern werden schlechter
detektiert, wobei hier die Ursache eventuell auch eine langer zurlickliegende
Infektion der untersuchten Tiere sein kdénnte. Adultseren aus Bestdnden mit hoher
Gesundheit haben eine héhere Wahrscheinlichkeit, ein falsch-positives Ergebnis zu
haben. Allerdings ist diese im Vergleich zu den Seren aus Bestédnden ohne
bekanntem Gesundheitsstatus geringer. Bei Seren aus Bestdnden ohne definiertem
Gesundheitsstatus, die im MAT keine Agglutinationen aufwiesen, sind 78,8 % der
Seren positiv. Fir solche Seren ist der ELISA, wenn die Sensitivitat des MATs
unangefochten ist, im Prinzip fast nicht brauchbar.

Die Frage, ob andere Seren als die Validierungsseren héatten verwendet werden
sollen, ist nicht eindeutig zu klaren. NatUrlich ist ersichtlich, dass sich der ELISA mit
anderen Seren nicht mit so einer guten Sensitivitat / Spezifitdt von > 90 % darstellt.
Allerdings soll in dieser Arbeit auch kein fertig entwickelter ELISA produziert werden,
sondern die Verwendbarkeit von LipL32 untersucht werden. Fir diese gilt, dass Tiere
mit hohem Gesundheitsstatus, unabhangig von dem Alter, in diesem ELISA mit
einem relativ verlasslichen Ergebnis untersucht werden kénnen. Wenn Proben mit
einem MAT-Titer =1 :50 detektiert werden sollen, so eignet sich dieser ELISA
ebenfalls. Seren aus Bestdnden mit undefiniertem Gesundheitsstatus kénnen in
diesem ELISA nur eingeschrankt beurteilt werden.

Um die Sensitivitdt und Spezifitdt des ELISAs zu erhéhen, kénnte ein verdachtiger
Bereich eingeflhrt werden. Insbesondere um eine héhere Spezifitdt zu erreichen,
misste dieser Bereich relativ groB sein. Wenn aber beispielsweise der verdachtige
Bereich zwischen 20 und 46 S/P% liegt, dann waren 80 Seren aller MAT-positiven
Proben im verdachtigen Bereich. Das entspricht 62,5 % der 128 MAT-positiven
Seren. Von den gesamten 513 Seren wéaren 223 Seren in dem verdachtigen Bereich
(also 43,5 % der Gesamtzahl). Trotzdem wilrden noch 94 Proben der Seren mit
MAT-Titern unter 1:100 falsch positiv sein (24,4 %), wobei es sich dabei vor
allem um Seren aus der Verdachtig- und 1 :50-Gruppe handelt. Solche
Ergebnisse sind in einem Routine-ELISA nicht verwendbar und wiirden immer wieder
in Interpretationsnéte fihren, weshalb in dieser Arbeit kein verdachtiger Bereich fir

den ELISA eingeflihrt worden ist.
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Ein sinnvollerer Ansatz, um insbesondere die Spezifitdt des ELISAs zu erhdhen, ist
der Abgleich positiver Ergebnisse mit dem MAT. Es ist Ublich, einen leicht und
schnell durchflihrbaren Test mit hoher Sensitivitat als Screening-Test zu verwenden
und positive Reagenten in einem alternativen Testverfahren abzuklaren. Eine gute
StichprobengréBe, unter der Annahme einer unbekannten Pravalenz, waren
mindestens 28 Tiere eines Bestandes. In dieser StichprobengroBe ist es
unwahrscheinlich, dass ein Leptospirose-Ausbruch nicht festgestellt wird, auch wenn
eventuell einzelne falsch negative Ergebnisse vorliegen. Die positiven Reagenten
werden dann in einem zweiten Schritt in dem MAT abgeklart und die Ergebnisse
kénnen in Abhangigkeit von der Sensitivitdt des MATSs interpretiert werden.

5.8 Ansatzpunkte fiir weiterfilhrende Untersuchungen

Interessant ware es, in weiteren Arbeiten zu untersuchen, ob ein Peptid vielleicht
noch spezifischer reagieren wirde als das Protein LipL32. LOTTERSBERGER et al.
(2009) konnten bereits Epitope auf LipL32 identifizieren. Es ware sinnvoll zu
Uberprifen, ob diese Epitope in Form eines Peptides in einem ELISA verwendbar
waren. Der Vorteil von solchen kleinen Peptiden im Vergleich zu Proteinen als
Antigen ist, dass zum einen die Wahrscheinlichkeit sinkt, dass andere Antikérper aus
der Probe mit unspezifischen Bereichen des Proteins kreuzreagieren, und zum
anderen insgesamt mehr Antikdrper in einer Kavitat binden kénnen (CROWTHER
2000). AVIAT et al. (2009) haben so ein Peptid aus LipL32 in einem humanen ELISA
getestet und eine 100 %ige Spezifitat festgestellt.

Auch andere Antigene wie zum Beispiel LigA und LigB kdénnten beim Schwein
getestet werden. Diese sind beim Menschen mit hohen Sensitivitaten und
Spezifitaten getestet worden (SRIMANOTE et al. 2008, CRODA et al. 2007).
Allerdings konnten die hohen Sensitivitaten und Spezifitaten, die DEY et al. (2008)
oder FLANNERY et al. (2001) bei ihren humanen LipL32-basierenden ELISAs
beschrieben haben, nicht auf den hier entwickelten ELISA lbertragen werden. So ist
fraglich, ob mit anderen Proteinen, die in der Humanmedizin erfolgreich beschrieben
worden sind, vergleichbar gute Ergebnisse erzielt werden kénnen. THEODORIDIS
(2004) konnte beispielsweise bei seinem auf LipL41 basierenden ELISA fir
Schweineseren nur gute Sensitivitdten und Spezifitdten mit dem Westernblot als
Vergleichstest erzeugen.

Anhand eines besser charakterisierten Probenmaterials (PCR-Untersuchungen im
Bestand, grdBere Stichproben, mehr Informationen Uber klinische Erscheinungen)
bzw. Probenmaterial aus gezielt durchgeflhrten Infektionsversuchen kdnnten
verschiedene Aspekte ndher untersucht werden. Zum einen gébe es keine Probleme
mit potentiell falsch positiven Ergebnissen im ELISA aufgrund eines Goldstandards
mit umstrittener Sensitivitat. Nur mit definiertem Probenmaterial kann sicher beurteilt
werden, ob die Proben tatséchlich positiv oder negativ sind. Die Wahrscheinlichkeit,
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dass sie durch das diagnostische Raster fallen, ist geringer. AuBerdem kénnten
diese Proben verwendet werden, um Zusammenhange beziglich des MAT-Titers zu
der S/P%-Wert-Héhe im ELISA zu untersuchen. Des Weiteren kénnte Uberprift
werden, ob der hier vorgestellte ELISA sich zur Einzeltierdiagnostik eignet, oder ob
eine Herdenbeurteilung sinnvoller ist. Dabei wird der gesamte Tierbestand bzw. eine
gewisse StichprobengréBe als diagnostische Einheit aufgefasst. Die Untersuchungen
werden an den Einzeltieren durchgeflhrt. Die Bewertung erfolgt aber unter
Betrachtung der gesamten Einheit, z.B. wird eine Mindestanzahl an positiven
Ergebnissen vorausgesetzt, um eine Herde als positiv zu klassifizieren. Der Vorteil
einer Herdenbeurteilung ist, dass einzelne AusreiBer (falsch negative oder falsch
positive Proben) keinen Einfluss auf die Einstufung der Herde haben. Da die
antibiotische  Therapie nicht am  Einzeltier stattfindet, sondern eine
Bestandsbehandlung durchgefihrt wird, ist eine Herdenbeurteilung auch unter
praktischen Gesichtspunkten durchaus sinnvoll.

Um den ELISA in der Routine-Diagnostik verwenden zu kénnen, missten folgende
Punkte naher untersucht bzw. verandert werden:

- Die Inkubationszeiten des Antigens und des Blockmittels sind zu lang. Dieses
Problem kénnte gelést werden, indem ausgetestet wird, wie stabil das Antigen
ist, wenn die Platte nach dem Blocken im Kihlschrank gelagert wird und zur
Testung von Proben die Platte bei Raumtemperatur verwendet wird. Eine
Platte mit herauslésbaren Streifen ware in diesem Zusammenhang vorteilhaft.
So ist es moglich, nur einzelne Streifen fir die Testung zu verwenden und
danach zu entsorgen, wahrend die restlichen Streifen im Kihlschrank gelagert
werden kdnnen.

- Fur die Validierung des ELISAs im Sinne eines kommerziellen Testkits
mussten mehr Proben, vor allem positive, getestet werden. Eine Gesamtzahl
von 128 MAT-positiven Proben ist daflr zu gering.

5.9 Fazit

In dieser Arbeit wurde das Protein LipL32 fir den Einsatz in einem ELISA zur
Diagnose der Leptospirose beim Schwein getestet. Der ELISA eignet sich sehr gut
fir die Diagnostik von Ferkel-Seren und in zufriedenstellendem MaBe fur Seren aus
Bestanden mit hohem Gesundheitsstatus. Die Bewertung anderer MAT-negativer
Seren ist nur beschrankt aussagekraftig. Wenn MAT-Titer < 1 : 100 grundséatzlich als
negativ bewertet werden, so hat der ELISA eine Sensitivitdt von 89 % und eine
Spezifitat von 53 %. Unter der Annahme, dass jegliche Agglutination in dem MAT
Leptospiren-Antikdrper darstellen kann und deshalb die Probe als positiv bewertet
werden muss, hat der ELISA eine Sensitivitat von 87 % und eine Spezifitat von 70 %,
bzw. durch die Wahl eines anderen Grenzwertes eine Sensitivitat von 92 % und eine
Spezifitat von 61 %.
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Der MAT kann, sofern dessen Sensitivitdt ausreicht, als Bestatigungstest fir den
ELISA verwendet werden und kénnte eine etwas differenziertere diagnostische
Aussage durch die Identifizierung der Serogruppe oder idealerweise der
infizierenden Serovar ermdglichen.

In weiteren Versuchen kénnen die Bedingungen optimiert und ein besser definierter
Probenpool erzeugt werden, um sicherzustellen, dass es nicht zur Detektion von
falsch positiven Proben kommt. Insbesondere grenzwertige Serumtiter sollten in
weiterflUhrenden Arbeiten untersucht werden.
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Die Leptospirose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankheit mit zoonotischem
Charakter. Der aktuelle Goldstandard fir den Antikérpernachweis ist der
Mikroagglutinationstest (MAT), dessen Sensitivitat umstritten ist. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit ist daher ein proof of concept zum Einsatz eines rekombinant
erzeugten Antigens (LipL32) in der Anwendung als Screening-ELISA zum Nachweis
von Serovar-tbergreifenden Leptospiren-Antikdrpern des Schweines.

513 Schweineseren wurden in dieser Arbeit verwendet. 128 Seren hatten in dem
MAT einen Titer von =21 : 100 und wurden als positiv klassifiziert. 100 dieser Seren
wurden fir die Validierung des ELISAs verwendet. Als negative Seren fir die
Validierung wurden 50 Seren adulter Schweine und 50 Seren von Ferkeln aus
Bestanden mit hohem Gesundheitsstatus genutzt, die in dem MAT negativ gewesen
waren.

Zusatzlich wurden 148 MAT-negative Schweineseren aus Bestanden mit
unbekanntem Gesundheitsstatus, 78 Seren, die eine leichte Agglutination bei einem
Titer von 1 : 50 aufwiesen (als verdachtig bezeichnet), 36 Seren mit einem Titer von
1:50 und 23 Seren aus 2 Bestdnden mit positivem PCR-Befund, die in dem MAT
allerdings negativ gewesen waren, untersucht.

Anhand der Ergebnisse der 200 Schweineseren, die in die Validierung einflossen,
wurde die Reproduzierbarkeit des entwickelten ELISAs Uberprift und ein Grenzwert
mittels ROC-Analyse festgelegt. Die Spezifitat betrug fir diesen Grenzwert 94 %, die
Sensitivitat 95 %. Die Korrelation der qualitativen Ergebnisse (negativ / positiv) von
ELISA und MAT lag bei 0,890; die Korrelation der quantitativen Ergebnisse
(Messwert des ELISAs zu MAT-Titer) war mit 0,213 sehr schwach.
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Die Untersuchung der weiteren 313 Schweineseren erzielte mit dem festgelegten
Grenzwert nur beschrankt zufriedenstellende Ergebnisse. Bei einem MAT-Grenzwert
von 1 : 100 stellen sich viele MAT-negative Seren als im ELISA positiv dar. Unter der
Annahme jedoch, dass jede Form von Agglutination im MAT ein Hinweis auf eine
Infektion sein kdénnte, liefert der ELISA brauchbarere Ergebnisse. Bei den MAT-
negativen Seren konnte ein deutlicher Unterschied bezliglich der ELISA-Ergebnisse
je nach Herkunftsbetrieb festgestellt werden. Seren aus Bestidnden mit hohem
Gesundheitsstatus hatten im ELISA deutlich haufiger ein negatives Ergebnis als
Seren aus Bestanden mit undefiniertem Gesundheitsstatus.

Dies zeigt, dass der ELISA mit LipL32 als Antigen gut geeignet ist, um
Schweineseren aus Betrieben mit hohem Gesundheitsstatus auf Leptospirose zu
untersuchen. Seren aus Betrieben ohne definiertem Gesundheitsstatus sind nur
bedingt geeignet. Unter der Voraussetzung, dass jede Art von Agglutination als
positiv . im MAT gewertet wird, ist der mit den Validierungsseren berechnete
Grenzwert als optimal anzusehen und liefert in Bezug auf alle 513 Seren eine
Sensitivitat von 92 % und eine Spezifitat von 61 %.

In weiterfiihrenden Arbeiten ware es sinnvoll zu untersuchen, ob ein Peptid vielleicht
noch spezifischer reagieren wirde als das Protein LipL32. Ebenso kénnte getestet
werden, ob ein Gemisch mehrerer Antigene die Spezifitdt des ELISAs verbessern
wirde. Grundsatzlich ist die Beurteilung eines ELISAs allerdings immer von der
Qualitdit des Goldstandards abhangig. Mit gut charakterisierten Seren aus
Infektionsversuchen kdnnte dieses Problem besser geldst werden.
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Leptospirosis is a widespread zoonotic disease. The gold standard for the detection
of antibodies is the microagglutinationtest (MAT) which has a sensitivity that is highly
contentious. The goal of this study was to show the feasibility of a recombinant
protein (LipL32) as antigen in a screening-ELISA to detect antibodies of all
pathogenic serovars of porcine leptospirosis.

A total of 513 porcine sera were used in this work. 128 sera had a titer of 21 : 100 in
the MAT and were classified as positive sera. Out of these sera, 100 sera were used
for the validation of the ELISA. As negative sera, 50 sera of adult pigs and 50 sera of
piglets (which were negative in the MAT) were used for the validation. These MAT-
negative sera originated from pigs with a high health standard.

Additionally, 148 MAT-negative porcine sera (of farms with undefined health
standard), 78 sera which showed a slight agglutination at a titre of 1 : 50 (therefore
called suspect), 36 sera with a titre of 1 : 50 and 23 sera of 2 farms with a positive
PCR result, but negative MAT results, were examined.

The ELISA was validated with 200 porcine sera. The reproducibility of ELISA results
was determined; a cut-off was calculated by an ROC-analysis. The specificity of the
ELISA for this cut-off was 94 %, the sensitivity 95 %. The correlation of qualitative
results (negative / positive) of ELISA and MAT was high with 0,890, while the
correlation of quantitative results (measured value of ELISA to MAT-titre) was low
(0,213).

The following examination of the additional 313 porcine sera with the determined cut-
off revealed a difference between ELISA and MAT results. Numerous MAT-negative
sera are positive in the ELISA. Under the assumption that every agglutination seen in
the MAT is an indicator of infection, the ELISA gives useful results. A significant
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difference could be detected between MAT-negative sera from farms with and those
without a high health standard. Sera from farms with high health standard usually
had a negative ELISA result which was not so frequently the case for farms without a
defined health standard.

This shows that the ELISA with the antigen LipL32 can well be used for the
examination of porcine sera from farms with high health standard. The results of the
ELISA for farms without a defined health standard have only limited value. Under the
condition that every form of agglutination in the MAT has to be assessed as a
positive result, then the determined cut-off of the ELISA has a sensitivity of 92 % and
a specificity of 61 % for all 513 examined sera.

For further investigations, a peptide of the protein LipL32 could be examined for more
specific reactions. It could also be tested if a mixture of different antigens enhances
the specificity of the ELISA. Generally, the assessment of an ELISA always depends
on the quality of the gold standard. Well characterized serum samples from infection
experiments would be an advantage in handling this problem.
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