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1. Einleitung

1.1 Der Erreger

Die Leptospirose ist eine weltweit auftretende Zoonose, die durch Spirochédten der Gattung
Leptospira verursacht wird. Leptospira sind spiralformige, gramnegative Bakterien und
periplasmatische Geilleln verleihen ihnen ihre Bewegungsfihigkeit. Sie haben einen
Durchmesser von ca. 150 pum und sind ca. 20 pm lang (Nakamura 2022). Leptospiren
wachsen langsam, mit einer Verdopplungszeit von sechs bis acht Stunden unter optimalen
Laborbedingungen (Faine et al. 1999).

Urspriinglich  wurden in der historischen Klassifizierung alle nicht-pathogenen
(saprophytischen) Stimme in einem "Komplex", dem "biflexa-Komplex", zusammengefasst,
wihrend die pathogenen Leptospira im "interrogans"-Komplex zusammengefasst wurden.
Spéter wurden diese Komplexe als Spezies anerkannt, welche in unterschiedliche Serovare
unterteilt werden. Serovare mit gemeinsamen Antigenen werden in Serogruppen eingeteilt,
welche jedoch keinen taxonomischen Status haben (Faine et al. 1999). Derzeit sind mehr als
300 Serovare von Leptospira bekannt, von denen 60 saprophytisch sind (Picardeau 2017).
Diese serologische Klassifizierung existiert neben einer neueren, molekularen Klassifizierung,
die auf molekularen Methoden und phylogenetischer Verwandtschaft beruht. Diese
Klassifizierung benennt 68 Leptospira-Arten (Parte et al. 2020, Vincent et al. 2019), welche
in zwei Hauptkladen mit den Bezeichnungen ,,Pathogene—P) und ,,Saprophyten—S) und vier
Unterkladen, némlich P1 (friiher als Pathogengruppe beschrieben), P2 (frither als
Intermedidrgruppe beschrieben), S1 (frither als Saprophytengruppe beschrieben) und S2 (neue
Unterklade), unterteilt (Vincent et al. 2019) werden.

1.2 Epidemiologie

Die Leptospirose ist eine Zoonose, die, auler in der Polarregion, weltweit vorkommt (Ellis
2015). Die Krankheit ist in tropischen und subtropischen Regionen endemisch und die
Inzidenz in Europa nimmt, wahrscheinlich aufgrund des globalen Wandels, einschlieBlich der
Verstiadterung, der verdnderten Landnutzung, der globalen Erwadrmung und der zunehmenden
Haufigkeit extremer Wetterereignisse, zu (Dupouey et al. 2014, Semenza und Menne 2009).

In Europa ist die Leptospirose saisonabhéngig, wobei die meisten Félle beim Menschen im



Sommer und im frithen Herbst gemeldet werden (Cappelleri, C., Heuss, L. T., & Schorn, R.
2014, Radl et al. 2011). Da die Krankheit asymptomatische oder milde Manifestationen
aufweisen kann, wird die Zahl der Félle hochstwahrscheinlich stark unterschéitzt (Costa et al.
2015).

Viele Siugetiere konnen mit Leptospira infiziert werden und damit Ubertriger der
Leptospirose sein (Barragan et al. 2016, Cosson et al. 2014, Dietrich et al. 2014). Nagetiere
gelten als die wichtigsten Reservoirwirte (Bharti et al. 2003, Levett 2001). Mehrere Serovare
weisen eine bevorzugte Assoziation mit bestimmten Wirten auf (Bharti et al. 2003, Levett
2001), die chronisch infiziert sein konnen, aber keine oder nur geringe Symptome zeigen
(Sykes et al. 2022). Beispiele fiir Serovar-Wirt-Assoziationen sind Ratten mit den Serovaren
Copenhagenii, Ballum und Icterohaemorrhagiae (Andersen-Ranberg et al. 2016), Schwein mit
Pomona, Australis oder Tarassovi, Rind mit Hardjo, Pferd mit Bratislava, Hund mit Canicola
und Fledermiuse mit Cynopteri (Bharti et al., 2003).

Der Erreger wird intermittierend iiber den Urin ausgeschieden und kann iiber direkten
Kontakt mit dem Urin oder indirekt {iber die kontaminierte Umgebung (Ko et al. 2009),
kontaminierte Lebensmittel oder verunreinigtes Wasser auf andere empfingliche Wirte, wie
zum Beispiel Nutztiere und Menschen, {ibertragen werden (Faine et al. 1999). Eine weitere
Ubertragungsquelle ist der direkte Kontakt mit Abortmaterial, postpartalem Material und
Vaginalausfluss eines infizierten Tieres (Ellis et al. 1985, Ellis, Songer et al. 1986).

Die Bakterien gelangen durch Hautldsionen oder iliber Schleimhdute in den Korper (Islam
Aqib et al. 2019). Eine direkte Ubertragung von Mensch-zu-Mensch kommt nur sehr selten
vor (Haake und Levett 2015).

Im Wirten siedeln sich die Bakterien in erster Linie in den proximalen Tubuli der Nieren an
(Lilenbaum und Martins 2014). Bei Rindern, Schafen, Ziegen und Pferden kann es zudem
auch zu einer Kolonisation im Urogenitaltrakt kommen (Ellis, Cassells, Doyle 1986, Loureiro
und Lilenbaum 2020, Maria Isabel Nogueira Di Azevedo und Walter Lilenbaum 2022, Silva
et al. 2019). In der chronischen Phase werden Lepfospira in der Regel voriibergehend oder
iiber einen ldngeren Zeitraum, manchmal lebenslang, {iber den Urin ausgeschieden (Adugna
2016, Bharti et al. 2003, Levett 2001). Leptospira-Stamme sind in der Lage, in feuchter Erde
und SiiBwasser mehrere Wochen lang zu iiberleben (Andre-Fontaine et al. 2015, Casanovas-

Massana et al. 2018). Starker Regen, Hochwasser und {iberlaufendes Kanalisationswasser



gelten daher als Risikofaktoren fiir Ausbriiche von Leptospirose (Ko et al. 1999, Radl et al.
2011, Trevejo et al. 1998). Gegen Trockenheit und niedrigen pH-Wert sind Leptospiren
dahingegen sensibel (Picardeau 2013).

Bei Rindern kénnen die Bakterien wihrend der akuten Phase der Krankheit fiir einige Tage
mit der Milch ausgeschieden werden, aber Pasteurisierungsprozesse toten die Bakterien ab
(Adugna 2016). Im Falle der genitalen Rinderleptospirose ist das Bakterium im
Vaginalausfluss vorhanden, sodass eine vertikale Ubertragung auf den Fotus moglich ist
(Loureiro und Lilenbaum 2020). Mehrere Studien aus Siidamerika erwdhnen die ,,bovine
genitale Leptospirose— (BGL) als eigenstindige Krankheit. BGL weist eine andere
Pathogenitit und Symptomatik auf als die eher traditionell beschriebene bakterielle
Nierenkolonisation, bei  der  Leptospiren den  Genitaltrakt  besiedeln  und
Fruchtbarkeitsstorungen verursachen (Loureiro und Lilenbaum 2020). Bei der BGL siedeln
sich die Bakterien vorzugsweise im Uterus an und konnen dort iiber Proben vom
Zervikovaginalschleim betroffener Kiihe nachgewiesen werden (Loureiro und Lilenbaum

2020).

1.3 Leptospirose: eine zoonotische Krankheit

In Osterreich handelt es sich bei der humanen Leptospirose um eine anzeigepflichtige
Krankheit (Sarajlic  2020). Beim Menschen kann Leptospirose unterschiedliche
Krankheitsbilder hervorrufen, die von subklinischen oder leichten grippedhnlichen
Symptomen bis hin zu schweren Verlaufen mit multiplem Organversagen reichen konnen
(Evangelista und Coburn 2010). Es wird geschitzt, dass weltweit 1,03 Millionen
Krankheitsfalle pro Jahr vorkommen (Costa et al. 2015).

Im Jahr 2020 wurden europaweit 565 Leptospirose-Fille beim Menschen bestétigt. Mit 127
Féllen wies Frankreich die meisten Félle auf, gefolgt von Deutschland mit 118 Féllen. Im Jahr
2020 waren die meisten erkrankten Personen in Europa zwischen 25 und 65 Jahre alt. Ménner
waren héufiger betroffen als Frauen (ECDC, 2020). Im Vergleich dazu gab es im Jahre 2019
1049 gemeldete Félle in Europa (ECDC, 2019). Der gro3e Unterschied in den Fallzahlen der
beiden Jahre wurde auf die COVID-19 Pandemie im Jahre 2020 zuriickgefiihrt. Man geht
davon aus, dass in dieser Zeit aufgrund der Pandemie weniger Félle gemeldet wurden (ECDC,

2022). Die Zahl der jdhrlichen Todesfdlle betrdgt ungefahr 60.000 weltweit (Costa et al.



2015). Aufgrund der Epidemiologie und der Risikofaktoren in Zusammenhang mit der
Krankheit, zdhlen Landwirtlnnen (Binti Daud et al. 2018, Waitkins 1986),
Veterindrmedizinerlnnen  (Waitkins  1986), Jagerlnnen (Deutz et al. 2003),
Schlachthofmitarbeiterlnnen ~ (Chan et  al. 1987,  Waitkins  1986)  sowie
Fleischfacharbeiterlnnen (Waitkins 1986) zu den Berufsgruppen mit erhohtem
Infektionsrisiko. In den letzten Jahren wurde aber auch die Exposition mit Wasser bei
Freizeitaktivitdten als zunehmende Infektionsquelle beschrieben (Radl et al. 2011). Dazu
ziahlen unter anderem Schwimmen in natiirlichen Gewidssern, Kanufahren und

Wasserskifahren (Radl et al. 2011).

1.4 Rinderleptospirose: Klinische Anzeichen und beteiligte Serovare

Weltweit gelten Rinder als Erhaltungswirte fiir Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo
(Typ Hardjobovis) und Leptospira interrogans serovar Hardjo (Typ Hardjoprajitno), die beide
zur Serogruppe Sejroe gehoren (Adler 2014, Ellis 1990, Ellis 2015).

Haufige Folgen fiir die betroffenen Tiere sind Fruchtbarkeitsprobleme, Totgeburten,
verlangerte Intervalle zwischen den Kalbungen, lebensschwache Kélber (Lilenbaum und
Martins 2014) und Aborte, insbesondere Spitaborte (Ellis 2015, Loureiro und Lilenbaum
2020). Auch eine Abnahme der Milchleistung wurde beschrieben (Grégoire et al. 2020).
Aufgrund dieser Symptome ist eine Infektion mit dem Serovar Hardjo bei Rindern von
besonderer 6konomischer Bedeutung (Grégoire et al. 2020).

Eine Infektion mit pathogenen Leptospira spp. kann bei Rindern auch zu Fieber, Anédmie,
Gelbsucht, Himoglobinurie und petechialen Blutungen fiihren (Ellis 2015, Islam Aqib et al.
2019, Loureiro und Lilenbaum 2020). Diese schweren Formen, die mit dem Tod der Tiere
enden kénnen, kommen nur gelegentlich vor und werden meist durch Infektion mit "nicht
angepassten" Rinderserovaren, d. h. anderen Serovaren als Hardjo ausgeldst (Loureiro und
Lilenbaum 2020).

In vielen Féllen erweisen sich Rinder allerdings als asymptomatische Triger der Bakterien
(Lilenbaum und Martins 2014, Suepaul et al. 2011). Trotzdem wird der Erreger oft
intermittierend ausgeschieden und kann so die restliche Herde sowie die Umwelt, Menschen

und andere Tiere infizieren (Vijayachari et al. 2008).



1.5 Methoden der Diagnose

Zur Diagnostik von Leptospiren im Labor kommen sowohl der direkte Erregernachweis (z. B.
aus Urin-, Milch- oder Nierenproben) als auch der indirekte Erregernachweis mittels
serologischer und molekularbiologischer Methoden zum Einsatz (Breu 2014). Im Speziellen
werden folgende Verfahren haufig angewandt: Mikroagglutinationstest (MAT), ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), PCR (Polymerase Chain Reaktion) und die
kulturelle Anzucht des Erregers (Levett 2001). Auf die beiden letzten Verfahren soll hier

nédher eingegangen werden, da diese fiir das LORN-Projekt von Relevanz sind.

1.5.1 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist ein Verfahren zum
Nachweis von Nukleinsduren mit hoher Sensitivitdt (Adler 2014). Das grundlegende Prinzip
der PCR ist die Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte (Rassow et al. 2008). Um eine
PCR zu starten, werden neben der Ausgangs-DNA, zwei kiinstliche hergestellte
Startmolekiile, sogenannte Primer bendtigt. Weiters werden Desoxyribonukleotide (dATP,
dGTP, dCTP wund dTTP) und hitzestabile DNA-Polymerasen bendtigt. Folgende
Reaktionsschritte eines Zyklus lassen sich unterscheiden: Zunéchst erfolgt die Denaturierung
der DNA. Dabei wird doppelstrangige DNA bei ca. 95°C in Einzelstringe aufgetrennt. Im
nichsten Schritt, der als Annealing bezeichnet wird, werden die Primer zwischen 40°C und
70°C hybridisiert, sodass sie an die komplementire Seite ihrer Einzelstringe binden kdnnen.
SchlieBlich erfolgt die DNA-Synthese. Dabei verldngert die DNA-Polymerase bei ca. 70°C
die Primer an deren 3'OH-Ende, sodass wieder doppelstrangige DNA entsteht. Die PCR-
Zyklen bestehen immer aus denselben drei Arbeitsschritten und es miissen mindestens 20
Zyklen durchlaufen werden. Mittels Gel-Elektrophorese wird die vervielfiltigte DNA
anschlieend nachgewiesen (Rassow et al. 2008). Als Ansatzpunkte fiir die Primer zum
Nachweis von Leptospiren sind verschiedene Genabschnitte bekannt. Das lipL.32 Gen kodiert
z.B. fuir ein Oberfldchenprotein pathogener Leptospiren (Pinne und Haake 2013). Ein weiteres
Zielgen ist das 1fbl Gen, welches fiir ein Protein mit unbekannter Funktion kodiert (Merien et
al. 2005). Es gibt auch PCR-Protokolle, welche eine Amplifikation der 16S-rRNA (Backstedt
et al. 2015) und 23S-rRNA Gene vorsehen (D'Andrea et al. 2012).



1.5.2 Kultur

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis von Leptospiren ist die kulturelle Anzucht des
Erregers (Faine et al. 1999, Koizumi und Picardeau 2020). Diese Methode gestaltet sich oft
schwierig, da sich Leptospira langsamer vermehrt als andere Bakterien, welche daher das

Wachstum von Leptospira behindern kdnnen (Robert Koch-Institut 2015).

Die Kultur bendtigt in der Regel einen ldngeren Zeitraum, bevor sie zu erkennbaren
Ergebnissen fiihrt (Picardeau 2013). Daher eignet sich die Kultur nicht fiir die
Routinediagnostik, sondern eher fiir epidemiologische Zwecke (Adler und La Pena
Moctezuma 2010). Wéhrend die Sensitivitit sehr niedrig ist, liegt die Spezifitdt des
Testverfahrens bei nahezu 100 % (Adler 2014).

1.6 Situation in Osterreich

Im Jahre 2009 wurden 382 in Osterreich lebende gesunde Minner im Rahmen einer Studie
auf Antikorper gegen Leptospiren untersucht. Das Ergebnis war eine Seropositivitit von 23 %
(Poeppl et al. 2013). Aus einer im Jahre 2011 durchgefiihrten Studie iiber den Nachweis von
Zoonoseerregern bei oberdsterreichischen Tierdrztlnnen ging hervor, dass etwa ein Drittel der
69 untersuchten Veterindre positiv auf Antikorper gegen Leptospiren waren (Stadler 2011).
Im Jahr 2010 wurde in der Gemeinde Langau in Niederosterreich der erste Osterreichische
Ausbruch einer Leptospirose-Erkrankung beim Menschen gemeldet. Nach der Teilnahme an
einem Triathlon, dem ein starker Regentag voranging, erkrankten einige Personen
nachweislich an Leptospirose (Radl et al. 2011). 2017 wurden in Osterreich 68 humane
Leptospirose-Félle gemeldet (ECDC 2017). In diesem Jahr wurde in Niederdsterreich ein
starker Anstieg der humanen Leptospirose im Vergleich zu den Vorjahren verzeichnet (von
null Féllen im Jahr 2015 und 2016 auf 20 Félle im Jahr 2017) (Amt der
Niederosterreichischen Landesregierung 2021). Im Jahr 2019 wurden 24 und im Jahr 2020 elf
Fille von humaner Leptospirose in ganz Osterreich gemeldet (ECDC 2019, ECDC 2020).

Bislang wurde in Osterreich kein einziger lokaler Stamm isoliert, was eine wichtige
Wissensliicke darstellt, die das Verstindnis der Biologie und Epidemiologie der Krankheit
stark einschrinkt. Dariiber hinaus stiitzt sich der MAT in Osterreich auf ,,fremde—Stimme,

wihrend die WHO die Verwendung lokal isolierter Stimme in der serologischen



Routinediagnostik empfiehlt, da dies die Sensitivitét des Tests erhdht und somit die Erfassung
einer groferen Anzahl seroreaktiver Menschen und Tiere ermoglicht (World Health

Organization 2003).

Das Fehlen lokal isolierter Stimme schrankt den Fortschritt bei der Etablierung angemessener
serodiagnostischer Verfahren, Kontroll- und Priventionsmafnahmen bei Menschen und

Tieren aus Osterreich ein.
1.7 Rekrutierungsmethoden

Potenzielle Studienteilnehmerlnnen zu rekrutieren, umfasst drei Phasen: Identifizierung,
Kontaktaufnahme und die Einholung der Zustimmung der potenziellen TeilnehmerInnen
(Preston et al., 2016).

Um moglichst viele Bakterien-Isolate zu gewinnen, eignet sich eine gezielte
Probenahmestrategie (EFSA 2006). Bei der gezielten Beprobung werden sogenannte
Hochrisikogruppen ausgewihlt, welche vorab anhand von wissenschaftlicher Recherche
spezifiziert werden (EFSA 2006, EFSA 2012 b).

Zur Akquirierung der Studienteilnehmerlnnen gibt es verschiedene Verfahren. Zum Einsatz
kommen Analysen von Datenbanken, die Verbreitung des Forschungsprojektes in den
Medien, das Senden von Briefen, die telefonische Kontaktaufnahme und das Schreiben von
E-Mails (Manohar et al. 2019). Von Bedeutung ist auBBerdem das Erstellen eines Flyers
(Joseph et al. 2016). Flyer sind kostengiinstig, konnen personlich libergeben, per Mail
verschickt oder auf Websites veroffentlicht werden (Joseph et al. 2016). Auerdem geben sie
einen schnellen Uberblick iiber das Projekt und die bildlichen Darstellungen der Inhalte
erwecken die Aufmerksamkeit der Teilnehmerlnnen (Joseph et al. 2016). Es kann sinnvoll
sein, das Logo der fiir die Studie verantwortlichen Institution anzufiihren, da dies die
Glaubwiirdigkeit der Studie fordern kann (Joseph et al. 2016).

Als umfangreiche Informationsquelle fiir Viehbestandserhebungen kédme die Rinderdatenbank
in Frage. Die Kennzeichnung und Registrierung von Rindern wird durch die
Rinderkennzeichnungs-Verordnung 2008, BGBL. II Nr. 201/2008 geregelt. Die Registrierung
erfolgt in der Rinderdatenbank, die in der Agrarmarkt Austria (AMA) gefiihrt wird.
Verbringungsdaten und Bestandsdaten von Rindern werden im VIS tagesaktuell

tibernommen. Allerdings schiitzt die Datenschutz-Grundverordnung der Europdischen Union



(DSGVO) personenbezogene Daten von Einzelpersonen. Folglich ist es nicht moglich, zu
Forschungszwecken eine Liste der Rinderziichterlnnen aus Niederodsterreich und deren
Kontaktdaten zu erhalten, ebenso wenig wie Informationen iiber landwirtschaftliche Betriebe
und Viehbestdnde in Niederdsterreich.

Voraussetzung fiir das Forschungsvorhaben ist daher die Beteiligung von Dritten am
wissenschaftlichen Prozess. In der Literatur wird in diesem Zusammenhang der Begriff
Citizen Science verwendet (Haklay 2012). Darunter versteht man die Einbeziehung von
Nicht-Wissenschaftlerlnnen in ein wissenschaftliches Projekt (Haklay 2012). In der
vorliegenden Studie kommen Tierdrztlnnen, Landwirtlnnen und SchlachthofmitarbeiterInnen
in Frage, um bei der Datenerhebung zu helfen.

Die Landwirtlnnen verfiigen iiber die zu beprobenden Tiere. Studien weisen darauf hin, dass
die Einbindung von Vertrauenspersonen der StudienteilnehmerInnen in die Etablierung eines
Projekts zweckmiBig sein kann (Manohar et al. 2019). In der vorliegenden Arbeit sollen
deshalb Tierdrztlnnen angeworben werden, um potenzielle landwirtschaftliche Betriebe und
Tiere zu identifizieren. Die TierdrztInnen besitzen iiberdies wichtige Informationen beziiglich
ihrer Betreuungsbetriebe.

Nach Akquirierung der Studienteilnehmerlnnen hat die Verfolgung der Tiere vom
landwirtschaftlichen Betrieb zum Schlachthof zu erfolgen. Die Etikettierungsverordnung der
EU (Verordnung [EG] Nr. 1760/2000) sieht vor, dass jedes Rind ab dem Zeitpunkt der Geburt
bis hin zur Vermarktung im Einzelhandel nachverfolgt werden kann. Die Ohrmarken eines
Rindes entsprechen der amtlichen Kennzeichnung des Tieres, die flir die gesamte Lebenszeit
des Rindes dieselbe bleibt (Agrarmarkt Austria o. D.). Seit 2019 miissen Rinder sowohl iiber
eine elektronische-, als auch eine konventionelle Ohrmarke verfiigen. Die elektronische
Marke muss am linken Ohr des Tieres angebracht werden (§ 4. Abs. 1. BGBL II Nr.
174/2021). Sie wird mittels Zange in der Ohrmuschelmitte befestigt (Baumgartner 2009).
Beide Ohrmarken setzen sich aus dem Lindercode, der sich in Osterreich als ,,AT—darstellt,
einem Code aus neun Zahlen und einem Strichcode zusammen (§ 4. Abs. 1. BGBL. II Nr.
174/2021). Der Landercode bezieht sich auf das jeweilige Land, in dem das Tier zum ersten
Mal gekennzeichnet wurde (Agrarmarkt Austria 2004).

Abbildung 1 stellt die Abfolge der Verfolgung des Rindes bis hin zur Beprobung der Nieren

am Schlachthof dar. Zunéchst werden die jeweiligen Rinder von ihrem Betrieb abgeholt oder



von den Landwirtlnnen selbst zum Schlachthof gebracht. In dieser Zeit besitzt jedes Tier
einen giiltigen Viehverkehrsschein, der unter anderem die Ohrmarkennummer enthilt. Diese
Scheine miissen dann den SchlachthofmitarbeiterInnen vorgelegt werden. AnschlieBend
werden die Tiere in das System des Schlachthofs eingetragen und erhalten demnach

zusitzlich eine laufende Schlachtnummer, die am Computer beim Schlachtband abrufbar ist.

Ohrmarkennummer Schlachtnummer

— _@59%ﬁ\g—> GO

Abbildung 1: Schema Nachverfolgung Rind.
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1.8 Das LORN-Projekt ,,in a nutshell*

1.8.1 Ziel

Das Projekt LORN (LeptOspirose bei Rindern in Niederosterreich) zielt darauf ab, lokale
Leptospira-Stimme von niederdsterreichischen Rindern zu isolieren, um die Sensitivitdt und
Spezifitit der serologischen Diagnostik von Leptospirose in Osterreich fiir Mensch und Tier
zu optimieren. Zudem soll das Verstindnis der Epidemiologie und des Auftretens dieser
Zoonose in Niederdsterreich gesteigert werden. Die Ergebnisse sollen eine Einschitzung der
Gefahrdung bestimmter Arbeitsgruppen, wie Tierdrztlnnen im Schlachtbetrieb und am Hof,
sowie Landwirtlnnen und Schlachthofmitarbeiterlnnen, liefern. Das Projekt LORN wird

durch das Land Niederdsterreich gefordert.

1.9 Forschungsfrage und zu losendes spezifisches Problem

Zu den Studienteilnehmerlnnen zdhlen in erster Linie Tierdrztlnnen und TierhalterInnen
sowie Schlachtbetriebe. Bisher gibt es keine einheitliche Strategie, um Tierdrztlnnen und
Landwirtlnnen zu erreichen und in eine Forschungsstudie einzubeziehen. Das Ziel der

vorliegenden Arbeit besteht darin, das Forschungsteam in folgenden Punkten zu unterstiitzen:

(1) eine sinnvolle Strategie zur Rekrutierung von Tierdrztlnnen und Landwirtlnnen in
Niederosterreich zu etablieren.

(2) die Verfolgung der Tiere vom Herkunftsbetrieb bis hin zum Schlachthof zu
optimieren, um gezielte Probenahmen durchfiihren zu konnen.

(3) das Probenahmeprotokoll von Rindern im Schlachthof und im landwirtschaftlichen

Betrieb umzusetzen und zu optimieren.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt dabei auf der Ermittlung von Fehlern und

Mingeln im Protokoll sowie auf der Entwicklung und Umsetzung von Losungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienort

Die Studie wurde im Bundesland Niederdsterreich, welches an Wien grenzt, durchgefiihrt. Es

hat eine Fliche von 19.186 km? (Abbildung 2).

Abbildung 2: Karte von Osterreich, Niederosterreich ist in blau dargestellt (Die Karte wurde mit
OGIS v.3.4.15 erstellt. Diese Dateien wurden aus der GADM-Version 1.0 vom Mirz 2009
extrahiert.).

Die landwirtschaftliche Situation in Niederdsterreich stellt sich wie folgt dar: Im Jahr 2020
gab es in Osterreich eine Gesamtzahl von 154.953 Land- und forstwirtschaftlichen Betrieben
(Statistik Austria 2020a). Davon waren 37.453 Betriebe (24 %) in Niederdsterreich (Statistik
Austria 2020a).

Die Anzahl der landwirtschaftlichen Betriebe in Osterreich, die Rinder hielten, betrug im
Jahre 2020 54.800. Davon befanden sich 9.756 (17,8 %) Betriebe in Niederdsterreich
(Statistik Austria 2020a).

In Niederdsterreich, sowie allgemein in Osterreich, stellen Milchkuhbetriebe die
dominierende Betriebsart dar. Im Jahre 2020 waren in Osterreich von insgesamt 54.800
Betrieben, 25.972 als Milchkuhbetriecbe klassifiziert, wovon 4.245 Betricbe auf
Niederdsterreich entfielen. Mutterkuhbetriebe gab es Osterreichweit 17.917, 2.300 gemischte
kuhhaltende Betriebe und 8.611 sonstige rinderhaltende Betriebe (Statistik Austria 2020a).
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Die osterreichweite Gesamtzahl an Rindern betrug mit Dezember 2020 ca. 1,86 Millionen
Rinder (Statistik Austria 2020a). Osterreichweit wurden im Jahr 2020 644.651 Rinder
geschlachtet; 23,4 % davon in Niederdsterreich (Statistik Austria 2020b).

Mit Stichdatum Februar 2022 waren niederosterreichweit insgesamt 1.043 TierdrztInnen titig.
Schitzungsweise praktizierten ungefihr 120 davon mit einer Spezialisierung auf Rinder

(Niederosterreichische  Tierdrztekammer, personliche Kommunikation, 22.08.2022)
(Abbildung 3).

Vergleich Osterreich und Niederdsterreich
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. EE__ —_ B

Land-und Rinderbetriebe Rinderanzahl Rinderschlachtungen
forstwirtschaftliche
Betriebe

Anzahl

m Osterreich W Niederdsterreich

Abbildung 3: Situation der Rinderproduktion in Osterreich und Niederésterreich.

2.2 Proben

Aufgrund des Nierentropismus von Leptospira spp. (Haake und Levett 2015, Vijayachari et
al. 2008) konzentrierte sich die Probenentnahme auf Urin und Nierengewebe von Rindern aus

Niederosterreich.
2.3 Statistischer Probenahmeplan

Eine iiber einen Zeitraum von 33 Monaten in Uruguay durchgefiihrte Studie (Zarantonelli et
al. 2018), in der Rinder beprobt wurden, bei denen der Verdacht bestand, dass sie Leptospira-

Tréger sind, ergab eine Erfolgsrate von 3,3% fiir die Leptospira-Isolierung in Urinproben
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symptomatischer Tiere, die in landwirtschaftlichen Betrieben beprobt wurden. Sie erzielten
ferner eine Isolationserfolgsrate von 3% aus Nieren- oder Urinproben, die aus Schlachth6fen
entnommen wurden.

Um 10 Leptospira-Staimme (Anzahl der Erfolge = 10) mit einer Erfolgswahrscheinlichkeit
von 0,033 zu isolieren und in Kultur weiter zu erhalten, wurde eine negative
Binomialverteilung, NB (r = 10, p = 0,033) verwendet, um den Bedarf abzuschitzen
(Stichprobengrofie). Die kumulative Dichtewahrscheinlichkeit, eine Anzahl von weniger als
oder gleich 10 zu beobachten, zeigt, dass 410 Tiere beprobt werden miissen, um das Ziel von
10 erfolgreich isolierten Stimmen zu erreichen (p = 0,8) (Abbildung 4). Die Feldarbeit ist fiir
einen Zeitraum von 11 Monaten geplant, was zu einer Anzahl von 37 Tieren fiihrt, die pro

Monat beprobt werden.

10
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Sample size

Abbildung 4: Komplementire kumulative Verteilungsfunktion der negativen Binomialverteilung
NB (r =10, p = 0,033) (Wahrscheinlichkeit, dass die Variable X einen Wert kleiner oder gleich r =
10 annimmz).
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2.4 Entwicklung des geplanten Protokolls

2.4.1 Feldarbeit

Es wurden zwei Protokolle festgelegt:

e Protokoll 1: Probenahme von Urin lebender Tiere mit Symptomen, die in der Literatur
am héufigsten mit einer Leptospira-Infektion in Verbindung gebracht wurden. Diese
Tiere wurden am Betrieb beprobt.

e Protokoll 2: Probenahme von Nierengewebe (und, wenn moglich Urin) von
routineméfig geschlachteten Rindern aus Niederdsterreich, die (laut statistischer
Analyse und Literaturrecherche) als besonders infektionsgefihrdet galten. Von diesen

klinisch gesunden Tieren wurden die Proben am Schlachthof entnommen.

Die geplante Feldarbeit, bestehend aus Betriebs- und Schlachthoffahrten, wurde fiir einen
Zeitraum von 11 Monaten angesetzt (01.11.2021 bis 30.09.2022).

2.4.2 Kriterien fiir die Aufnahme von Tieren in die Studie

Um die Chance zu erhohen, lokale Leptospira-Stimme zu isolieren, wurde eine gezielte
Probenahmestrategie gewdhlt, d. h. die Probenahme sollte auf die Tiere und Herden mit dem
hochsten Infektionsrisiko ausgerichtet sein. Daher wurde in der ersten Phase des Projekts eine
systematische Literaturrecherche durchgefiihrt, um Risikofaktoren und Hauptsymptome der
Leptospirose bei Rindern in Europa zu ermitteln (Sohm et al. 2023). Parallel dazu wurde von
der AGES Graz eine statistische Analyse durchgefiihrt, bei der serologische Daten verwendet
wurden (d. h. anonymisierte serologische Ergebnisse fiir jedes in der Routinepraxis von
Tierdrztlnnen getestete Tier; Datenquelle: Institut fiir veterindrmedizinische Untersuchungen
Maédling, Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Erniihrungssicherheit, AGES) sowie
Betriebs- und Viehbestandsdaten aus dem Verbrauchergesundheitsinformationssystem (VIS),
um spezifische Risikofaktoren fiir eine Infektion bei Osterreichischen Rindern zu ermitteln.
Die Ergebnisse aus beiden Ansdtzen wurden kombiniert, um die am hdufigsten gemeldeten
klinischen Symptome und Risikofaktoren der Leptospirose bei europdischen Rindern zu
charakterisieren, die dann als Einschlusskriterien fiir die Auswahl von Rindern formuliert

wurden. Ausgewihlt wurden:

(1) Rinder aus Betrieben mit hohem Leptospira-Infektionsrisiko;
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(2) Rinder mit Symptomen, die eine klinische oder subklinische Leptospirose-Infektion

vermuten lassen.

2.4.2.1 Symptomatisches Tierprofil: Gezielte Probenahme in Betrieben (Protokoll 1)

Die Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche zeigten unterschiedliche klinische
Zeichen bei Leptospira-infizierten Kiithen und wir haben die in der Literatur am héufigsten
genannten ausgewdhlt. Unsere gezielte Probenahme konzentrierte sich daher auf
ausgewachsene Kiihe mit einem oder mehreren der folgenden Symptome, die den sechs am
hiufigsten berichteten, klinischen Anzeichen entsprachen (in der Reihenfolge ihrer

Haufigkeit):

e Abort

e Schlechte Fruchtbarkeit

e Photosensibilisierung

e Abnahme der Milchleistung
e Hématurie

o [kterus

2.4.2.2 Betriebsprofil: gezielte Probenahme im Schlachthof (Protokoll 2)

Die Ergebnisse der statistischen Analyse und Systematischen Literaturrecherche zeigten, dass
Betriebe mit folgendem Profil ein hoéheres Leptospira-Risiko aufwiesen (d. h. lokale
Besonderheiten der Rinder in Osterreich wurden beriicksichtigt). Unser Ziel war es, Betriebe

in Niederdsterreich mit mindestens zwei der folgenden Kriterien in die Studie aufzunehmen:

e Betriebe, auf denen Tiere Zugang zu einer Weide haben,;
e Betriebe mit Abortproblemen;
e Betriebe, die Tiere zukaufen;

e Betriebe mit grofer HerdengroBe (> 30 Rinder)'

" Durchschnittliche HerdengroBe in Osterreich: 34 Rinder (Statistik Austria. Viehbestand
https://www.statistik.at/fileadmin/publications/Rinderbestand Juni 2021.pdf (2021)).
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2.4.3 Rekrutierung der StudienteilnehmerInnen

Es wurde ein zweistufiges Rekrutierungsprotokoll eingefiihrt:

(1) Es wurden Tierdrztlnnen in Niederosterreich rekrutiert, die fiir die Identifizierung von
Betrieben und Tieren zustindig waren, welche dem jeweiligen identifizierten
Risikoprofil entsprachen.

(2) Die niederosterreichischen Landwirtlnnen wurden von ihren Hoftierdrztinnen

informiert und bei Interesse vom LORN-Team in die Studie aufgenommen.

Eine enge Zusammenarbeit zwischen den ProjektpartnerInnen, d. h. den Mitarbeiterlnnen der
Vetmeduni  Vienna, der AGES (Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und
Erndhrungssicherheit) Mddling, den niederdsterreichischen Tierdrztlnnen und Landwirtlnnen

sowie den SchlachthofmitarbeiterInnen war erforderlich.

2.4.3.1 Aufbau eines Netzwerks von TieriirztInnen

In den ersten Monaten des Projekts (Dezember 2021) wurde in der Zeitschrift
Klauentierpraxis mit einem Artikel liber die Studie (Sohm et al. 2021) auf das Projekt
aufmerksam  gemacht. Weiters wurden Tierdirztetagungen des  Osterreichischen
Gewerkschaftsbundes (OGB) in Oberdsterreich und der Steiermark besucht, bei denen das
Projekt vor praktizierenden TierdrztInnen vorgestellt wurde (3. und 4. November 2021). Ein
Beitrag in einer Tierdrztlnnen-Gruppe auf der Social-Media Plattform Facebook sollte
zusitzlich auf LORN aufmerksam machen (2.11.2021). Die Klinik fiir Wiederkduer der
Vetmeduni schickte eine Informations-E-Mail an den Pool der mitarbeitenden Tierdrztlnnen.
Die Namen der in der Vergangenheit mit der Klinik fiir Wiederkduer zusammenarbeitenden
Tierirztlnnen wurde mit der Tierirzteliste der Tierirztekammer Osterreich abgeglichen, um
die praktizierenden Tierdrztlnnen herauszufiltern. Die Kontaktdaten dieser TierdrztInnen
wurden aus Offentlich zugédnglichen Webseiten herausgesucht und es erfolgte eine direkte

Kontaktaufnahme mittels Emails und Telefonanrufen.

Um die Ausschdpfungsquote zu erhéhen, wurden aullerdem zwei Arten von Flyern entworfen
(Abbildung 5 und 6). Der Flyer fiir die Tierdrztlnnen beschrieb die Kriterien, die ein
landwirtschaftlicher Betrieb beziehungsweise dessen Tiere erfiillen mussten, um die

Voraussetzungen fiir die Teilnahme an der Studie zu erfiillen (Abbildung 5).
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Im Zeitraum von November bis Dezember 2021, welcher Phase 1 unseres Projektes darstellte,
wurden 39 niederdsterreichische Tierdrztlnnen fiir die Studie kontaktiert. In diesem Zeitraum
wurden 34 Anrufe getétigt und 26 Emails verschickt. Ein Tierarzt wurde auch personlich tliber

das Projekt informiert.

2.4.3.2 Aufbau eines Netzwerks von TierbesitzerInnen

Die teilnehmenden Tierdrztlnnen stellten die Verbindung zwischen den Landwirtlnnen, die
sie fiir geeignet hielten, und dem Forschungsteam her. Die rekrutierten Tierdrztlnnen
kontaktierten das Forschungsteam und gaben erste Angaben zu den Daten von potenziell
geeigneten Betrieben. Wenn die oben angefiihrten Voraussetzungen (sieche Uberschrift
2.4.2.1.) fur das Projekt erfillt waren, stellten die Tierdrztlnnen den Kontakt zwischen den
Landwirtlnnen und den  Mitarbeiterlnnen  des  LORN-Projekts  her.  Die
ProjektmitarbeiterInnen traten darauthin mit den Landwirtlnnen in Kontakt, erkldrten das
Projekt nochmals kurz, beantworteten mogliche offene Fragen und iibermittelten einen Flyer,
welcher der Informationsiibermittlung tiiber das Projekt allgemein diente und die
Hauptsymptome, die eine Leptospirose-Infektion bei Rindern mit sich bringen kann, enthielt
(Abbildung 6).

Wenn der Landwirt/die Landwirtin der Teilnahme am Projekt zustimmte, wurde ein Termin
zur Unterzeichnung der Einwilligungserklarung vereinbart, wodurch der Betrieb in die Studie
aufgenommen wurde. Die FEinwilligung der Landwirtlnnen war Voraussetzung fiir die
Entnahme von Tierproben und die anschlieBende anonyme Verdffentlichung der
Laborergebnisse in einer wissenschaftlichen Publikation. Dies galt sowohl fiir Proben von
lebendigen Tieren als auch fiir Probenentnahmen von den Schlachtkérpern. Die
LandwirtInnen wurden zudem vom Forschungsteam iiber den Ablauf der Untersuchung sowie
mogliche Nebenwirkungen aufgeklart.

Sobald die Einwilligung unterzeichnet war, erfolgte die weitere Kommunikation zwischen

LandwirtInnen und Forschungsteam, um:

(1) einen Termin zur Urinprobenentnahme symptomatischer Rinder am Hof zu
vereinbaren und/oder

(2) einen Termin zur Nierenprobenentnahme am Schlachthof zu vereinbaren.
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EIN GEZIELTER ANSATZ ZUR VERBESSERUNG DER VETERINARDIAGNOSTIK UND ZUR

VERHINDERUNG EINER BERUFLICHEN EXPOSITION GEGENUBER ZOONOSEN

LeptOspirose bei Rindern in
Niederdsterreich (LORN)

Allgemeines Ziel des Projekts

Ziel des LORN-Projekis ist die Vertiefung der epidemiologischen und
Klinischen Kenntnisse bezugnch LEp[OSpUDSE in Niederdsterreich.

Das Projekt basiert auf der Durchfithrung der Leptospirose-Diagnostik
bei symptomatischen Tieren oder bei Tieren mit Fertilitatsstérungen in
ihrer Anamnese. Die Diagnestik erfolgt mittels PCR-Test und
Kultivierung der aus Urinproben gewonnenen Bakterien in einem

speziellen Medium

Unser Ziel ist es, regional
pathegene Leptospira-
Stamme in Niederd ich

Symptome und Auswirkungen von
Leptospirose bei Rindern

aus infizierten Rindern in
Stallen und Schlachthafen zu
isolieren

Isolierte Stamme kénnen
verwendet werden, um die
Sensitivitat und Spezifitat des
serologischen Diagnosetests
flir Mensch und Tier zu
verbessern. Die Studie wird
ein verbessertes Verstandnis
der Pravalenz und der lokalen
Epidemiologie dieser
Zoonose in Niederosterreich
erméglichen.

uberhaupt keine Symptome.

+ Die Rir ist primar eine
Foripflanzungskrankheit.

» Rinder werden durch kentaminierten Urin,
Umgebung, Sperma oder Vaginalausfiuss
infiziert.

+ Die Bakterien werden durch den Urin in der
Umgebung verbreitet.

«Es gibt akute und schwere Kiinische Formen.
+Bei Kalbern kann die Krankheit zu seltenen
sporadischen Ausbriichen fohren (Fieber,
Gelbsucht, Hamoglobinurie, hohe

Sterblichkeit)

+ Bei ausgevachsenen Kihen veriauft die
Erkrankung meist subkiiniseh, es traten
jedoch Agalaktien (‘akutes Milchverlust-
Syndrom’) und unspezifische
Fertilitatsstorungen wie fraher
Embryonalverlust oder Ostrusrezidive auf.

Das LORN-Projekt setzt auf eine enge Zusammenarbeit von einem
Netzwerk aus Tierérztinnen, Landwirtinnen und Schlachthdfen in NO.

LEPTOSPIROSE BEIM MENSCHEN

Leptospirose eine Vielzahl von Symptomen verursachen, darunter. hohes
Fieber, Kopfschmerzen, Schittelfrost, Muskelkater, Erbrechen, Gelbsucht
(gelbe Haut und Augen), rote Augen, Bauchschmerzen, Durchfall,
Hautausschlag. Viele dieser Symptome kénnen mit anderen Krankheiten
verwechselt werden. Dariber hinaus haben einige Infizierte méglicherweise

Studien zeigen ein erhahtes Ansteckungsrisiko im Zusammenhang mit

bestimmten Berufs- oder F

Allgemeinbevdlkerung.

1 (z. B. Jager,

Blutbefunde in Studien zeigen eine hohe Pravalenz von Antikérpern bei
gsterreichischen Jagerinnen und Tierarztinnen, aber auch in der

kontaktieren.

Sie méchten mehr iiber die Baketerien Leptospira | Leptospirose
erfahren oder vermuten eine Infektion durch Leptospira?

Im Verdachtsfall wenden Sie sich an Ihre/n Tierdrztin!

Ihrfe Tierdrztin wird die Situation beurteilen und uns bei Bedarf

Fragen zum Projekt

Kontakt Probenverwaltung: Mag.med vet Cynthia SOHM
Handy: 0899 10531267 / cynthia.schm@vetmeduniac. at

Ass-Prof, Dr. Amélie DESVARS-LARRIVE
amelie desvars@vetmeduni.ac.at

Dr.med vet. Clair FIRTH clair fith@vetmeduni.ac.at
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Ein/e Projekt-Tierarztin wird einen Katheter verwenden, um sterilen Urin
der verdachtigen Kuh/Kihe zu sammeln.

Die Proben werden an das IVET-AGES-Labor geschickt.

Die Ergebnisse werden dem/der Hof-Tierarztin direkt mitgeteilt

KONTAKTE

Probenverwaltung
Mag.med.vet Gynthia SOHM
Handy: +43 639 10531267

nthia acat

Labor IVET AGES

Dr.med vet Romana STEINPARZER
Telefon: +43 50 555-38279

roman: at

Fragen zum Projekt
Ass-Praf, Dr. Amélie DESVARS-LARRIVE
Telefon. +43 1 25077 3538 / amelie desvars@vetmeduni ac.at

ET Diese Forschung wuree von der Ethkkemmission cer VETMEDUNI unter der Kummer ETK-
ORL2021 genehrigt

WISSENSCHALT: FORSCHUNG
MIEDERGSTERREICH
GEFORDERT DURGH: Land Niederssterreich.

Leptospirose: eine Bedrohung fiir Rinder und Landwirte

Die durch das Bakterium Leptospira spp. ausgelste Infektionskrankneit wird als
Leptospirase bezeichnet.
Leptospirose — belrifit sowohl Masi- sls auch Milchkilhe

« Das Bakterium kann monatelang in feuichter Umgebung in der Umwelt

iiberieben, bevor ein Tier infiziert wird

« Eskann in stehendem Wasser eine lange Zeit iberieben und kann durch
Hochwasser Gber grolie Flachen verteilt werden.

+ Rinder kannen bei einer Infektion die Bakterien Gber den Ham ausscheiden. Eine
Ausscheidung kann auch lange Zeit nach der Erstinfektion noch bestehen.

Aligemeines Ziel des Projekts

Unser Ziel ist es, Proben von infizierien Rindemn im Stall und an Schiachihofen in
Niederésterreich zu sammeln, um regionale krankmachende LeplospiraKeime
nachzuweisen. Mit diesem Projekt wollen wir das Wissen Goer Leptospircsein
Niederosterreich vertiefen, indem wir diese Krankheit bei Tieren, welche fur die
Krankhet typische Symptome aufieisen. Dies geschieht mittels eines FCR-Tests
und der Kultivierung der Balderien aus Urinproben verdachfiger Kihe in einem
speziellen Medium.

Leptospiren siedeln sich in den Nieren
an und vermehren sich auch dort.

Die wichtigste Auswirkung hat eine
Leptospirose-Infektion auf die
Fruchtbarkeit: Sie senkt die
Trachtigkeitsraten und erhoht die
Abortrate.Der Abort erfoigtin der Regsl
6-12 Wochen nach der Erstinfektion.

In Herden, die sich zum ersten Mal mit
der Krankheit anstecken, konnen bis zu
30 % der Tiere verwerfen. Bei chronisch
infzierten Herden kann es zu emner
Aborirate von bis zu 5 % kommen,

Bai Rindern verursachen Leptospiren haufig
einen Milchleistungsverlust, der mit Fieber
und Mastitis einhergehen kann

Typische Symptome der Leptospirose bei Rindern.

Abbildung 6: Informationsflyer fiir RinderhalterInnen aus Niederdsterreich (Version 1).
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2.4.3.3 Organisation der gezielten Probenahme im Schlachthof

Die Kontaktaufnahme mit den Schlachthéfen erfolgte iiber Telefonate und personliche
Gespriache mit den Schlachthofmanagerlnnen. Die Tierbesitzerlnnen der fiir die Studie
geeigneten Tiere teilten dem LORN-Team dabei zuvor mit, wo und wann sie ihre Rinder
schlachten lieen. So konnte das Team mit diesen Schlachthdfen in Verbindung treten. Den
ManagerInnen wurde der Sachverhalt des Projekts erkldrt und gemeinsam mit ithnen wurde
dann nach Maoglichkeiten gesucht, wie man die Probennahme von einem bestimmten Tier
durchfiihren und das zeitliche Management am besten umsetzen konnte.

Die Verordnung BGBI. II Nr. 23/2019 schreibt vor, dass Schlachtkdrper am Schlachtbetrieb
zusétzlich zur Ohrmarkennummer mit einer fortlaufenden Schlachtnummer markiert werden
miissen (RIS - Schlachtkorper-Klassifizierungs-Verordnung 2018 - Bundesrecht konsolidiert,
Fassung vom 08.07.2022, 08.07.2022). Jedes Viertel des Rinderschlachtkérpers muss die
Nummer aufweisen. Daraus ergeben sich vier Stempel pro Tierkdrper. Die Nummerierung
startet monatlich mit dem ersten Schlachtkorper des Monats als Nummer ,,1—Durch diese Art
der Kennzeichnung, ist die Identifizierung der Rinder zu jeder Zeit gegeben, beispielsweise
auch bei eventuellem Verlust der Ohrmarken durch unabsichtliche Trennung des Ohres vom
Schlachtkorper. Um die Lesbarkeit der Schlachtnummer durchgehend zu gewéhrleisten, wird
sie an geeigneten erhabenen Stellen des Tierkdrpers angebracht. So kann das Verwischen der
Nummern durch Beriihrung mit anderen Schlachtkdrpern verhindert werden. Auflerdem muss
bei der Platzierung darauf geachtet werden, dass der Stempel eines jeweiligen Viertels auch
noch nach Abtrennung der Viertel lesbar ist. Am Hinterviertel ist diese Stelle zum Beispiel
am sogenannten ,,Knopfel—{Hinterextremitét) und am Vorderviertel auf der Schulter des
Rindes. Weiters werden die ,,Platte—Bauchwand) und das ,,Englische—(Riicken) gestempelt
(Agrarmarkt Austria 2004, Bauer und Smulders 2015). Der Stempel soll eine 3- oder 4-
stellige Nummer in der GroBe von mindestens 30 mm enthalten. Die beispielhafte
Schlachtnummer 0143 kennzeichnet die 143. Schlachtung im Monat.

Vor jeder geplanten Schlachtung eines gezielt ausgewéhlten Tieres setzte das Team sich mit
den Schlachthofmanagerlnnen in Verbindung. Diese konnten dann die ungeféhre
Ankunftszeit der Tiere mitteilen. So wurde gewéhrleistet, dass das LORN-Team zur Zeit der
Schlachtung vor Ort war und die entsprechenden Nieren, direkt nach der Schlachtung,

sicherstellen konnte.
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2.44 Zeit von Probenentnahme bis zum Labor

Nach der Entnahme wurden die Proben (Urin und Nieren) an die veterindrmedizinische
Untersuchungsstelle der AGES in Mddling gebracht, um fiir die Kultur und PCR aufbereitet
zu werden. Da es sich bei einigen Leptospira-Stimmen, insbesondere bei L. borgpetersenii
serovar Hardjo, um anspruchsvoll wachsende Bakterien handelt, war das Risiko einer
Kontamination der Kulturen durch andere Bakterien, die viel schneller wachsen als
Leptospiren, hoch (Chideroli et al. 2017). In einer Arbeit von Zarantonelli und Kollegen
zeigte sich, dass die Chance auf Isolierung sank, je mehr Zeit zwischen Probennahme und
Inokulation im Medium verging (Zarantonelli et al. 2018). Daher war es entscheidend, die
Probe so schnell wie moglich in das Kulturmedium zu tiberfiihren. Um die Chance auf eine
Isolierung zu optimieren, wurde die maximale Zeit zwischen der Probenahme und dem
Eintreffen im Labor auf 2 Stunden fiir Urin (Zarantonelli et al. 2018) und 6 Stunden fiir
Nierenproben festgelegt (Prof. Walter Lilenbaum, personliche Kommunikation, 29.06.2021).
Diese zeitliche Beschriankung von der Probenahme bis zur Inokulation stellt eine wesentliche

Herausforderung bei der Durchfiihrung der Isolierung von Leptospira aus Feldproben dar.

2.4.5 Ethische Stellungnahme

Diese Studie folgte den institutionellen und nationalen Standards fiir die Pflege und
Verwendung von Tieren in der Forschung. Sie wurde vom institutionellen Ethik- und
Tierschutzausschuss der Veterinirmedizinischen Universitit Wien, Osterreich, in
Ubereinstimmung mit den Leitlinien fiir gute wissenschaftliche Praxis und den nationalen
Rechtsvorschriften diskutiert und genehmigt (ETK-038/03/2021). Vor der Probenahme wurde
die schriftliche Zustimmung der Tierbesitzerlnnen und der Schlachthofbetreiberlnnen

eingeholt.

Da die Studie die Erhebung von Daten iiber menschliche Probanden (z. B. Kontaktdaten),
Tiere und landwirtschaftliche Praktiken erforderte, wurde sie der Ethikkommission der
Medizinischen Universitit Wien, Osterreich, vorgelegt. Diese Ethikkommission entschied,
dass eine offizielle Entscheidung iiber die vorliegende Studie in Ubereinstimmung mit der

geltenden Osterreichischen Gesetzgebung nicht erforderlich ist.
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2.5 Umsetzung des geplanten Protokolls

2.5.1 Ablauf am landwirtschaftlichen Betrieb

Die Terminvereinbarung mit den LandwirtInnen erfolgte iiber Telefonanrufe.

Um die Organisation der Feldarbeit fiir die Urinprobenahme bei lebenden Tieren auf dem
landwirtschaftlichem Betrieb zu optimieren, wurde eine Liste mit erforderlichen Materialien
erstellt, darunter: Einwilligungserklarung fiir die TierbesitzerInnen, Fragebogen iiber die zu
beprobenden Tiere und den Betrieb, Probenbegleitscheine, Uberziehschuhe, Einwegoverall,
FFP2-Maske (die Feldarbeit wurde wihrend der COVID-19-Pandemie durchgefiihrt),
Fieberthermometer, sterile Harnkatheter, Handschuhe, Rektalhandschuhe, Urinprobenbecher,
ein Eimer, Papiertiicher und Seife zum griindlichen Reinigen der Rinder, antibakterielle Seife
zur Héndewaschung, Desinfektionsmittel und eine Styroporbox zum Transportieren der
Proben. Die Tierbesitzerlnnen wurden lediglich gebeten warmes Wasser und ihre

Unterstiitzung beim Handling der Tiere zur Verfiigung zu stellen.

Im landwirtschaftlichen Betrieb wurden Informationen iiber den Gesundheitszustand der/des
zu beprobenden Tiere/s gesammelt. Dabei interessierten insbesondere Details beziiglich der

letzten Zyklen und Trichtigkeiten.

Im Betrieb wurde ein strenges Biosicherheitsprotokoll eingehalten (z. B. Verwendung von
betriebsspezifischer personlicher Schutzausriistung). Die Schutzkleidung umfasste einen
Einwegoverall, Gummistiefeln inklusive Uberziehschuhe, Handschuhe und eine FFP-2-

Maske.

Damit sollte einerseits der Eintrag von Krankheitserregern in die Betriebe und somit die
Gefdhrdung der Tiere verhindert werden, andererseits die Landwirtlnnen vor einer mdglichen

Ansteckung mit COVID-19 geschiitzt werden.

Fir jeden Betrieb und jedes Tier wurden Daten gesammelt, die spdter helfen sollten,
Risikofaktoren fiir Leptospirose bei Osterreichischen Rindern zu ermitteln. Die vor Ort

erhobenen Daten wurden spiter in eine spezielle Datenbank eingegeben.
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Vor der Entnahme der Probe wurde die innere Korpertemperatur der Rinder gemessen, das

Allgemeinverhalten bewertet sowie ihre Lidbindehdute untersucht.

Das Team, bestehend aus zwei Personen, teilte sich die Arbeit fiir die Probenentnahme auf.
Eine Person bereitete das Tier durch griindliches Reinigen mit Jodlésung und Wasser vor. Die
andere Person fiihrte ein chirurgisches Hédndewaschen und Desinfizieren durch, um ein
moglichst steriles Arbeiten zu gewéhrleisten. Dann wurde der Harnkatheter steril aus der
Verpackung entnommen, in die Harnblase eingefiihrt und die Urinprobe mit dem

Probenbehilter aufgefangen.

2.5.2 Ablauf am Schlachthof
Tierbesitzerlnnen mit Tieren aus Betrieben, bei denen ein hohes Risiko fiir eine Leptospira-
Infektion festgestellt wurde, wurden gebeten, sich mit dem Forschungsteam in Verbindung zu

setzen, wenn die Tiere zum Schlachthof gebracht wurden, und folgendes mitzuteilen:

e die Ohrmarkennummern der Tiere,
e den Tag der Schlachtung,
e den Namen des Transportunternehmens, wenn das Tier bzw. die Tiere nicht von dem

Tierbesitzer/der Tierbesitzerin selbst transportiert wurden.

Diese Informationen waren fiir die Identifizierung des Tieres/der Tiere am Schlachthof
unerldsslich. In der Regel wurden diese Informationen per WhatsApp-Nachricht oder per

Telefonanruf iibermittelt.

Fiir die Probeentnahme wurden folgende Utensilien vorbereitet und mitgenommen: Alkohol,
steriles Wasser, Einmalspritzen, Kaniilen, Skalpell, Probenbecher mit Deckel, Styroporbox
zum Transportieren und Handschuhe. Die beiden anwesenden Personen des LORN-Teams,
die fiir die Probennahme zustindig waren, bekleideten sich mit selbst mitgebrachter
Schutzkleidung. Darunter weiBle Stiefel, ein Einwegoverall, FFP2-Masken, Uberziehschuhe
und Handschuhe.

Am Schlachthof meldete sich das LORN-Team zunidchst bei den Mitarbeiterlnnen des

Schlachthofbiiros an, bevor es sich in einem speziellen Raum umzog. Beim Betreten des
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Schlachtbereichs wurden die BiosicherheitsmaBBnahmen beachtet (insbesondere das Tragen

von personlicher Schutzausriistung).

Die Tierdrztlnnen der Schlachthofe unterstiitzten das Team bei seiner Arbeit, indem sie
mittels Computer bei der Identifizierung der gesuchten Ohrmarken- und der zugehdrigen
Schlachtnummern der entsprechenden Rinder halfen. Mithilfe der Schlacht- und der
Ohrmarkennummern konnte der Tierkorper am Schlachtband identifiziert werden. Kurz bevor
die gewiinschten Tierkorper bei diesen Mitarbeiterlnnen ankamen, wurde ihnen mitgeteilt,

dass eine Niere bendtigt wird.

Die Niere wurde dann von den Schlachthofmitarbeiterlnnen an das LORN-Team iibergeben,
welches diese dann in mit der Ohrmarkennummer beschrifteten Plastiktiiten sammelten.
Danach konnte die Probennahme in einem meist von den TierdrztInnen bereitgestellten Raum
stattfinden. Als Unterlage fiir die Nieren wurden Plastiksicke verwendet. Zuerst wurden
makroskopisch erkennbare Auffilligkeiten der Nieren notiert. Dann wurden diese mit Alkohol
und sterilem Wasser abgespiilt. Mithilfe einer Skalpellklinge wurde aus dem Nierengewebe
eine Probe gewonnen, die Gewebe aus der Nierenrinde und dem Nierenmark enthielt. Diese
Stelle wurde gewdhlt, da die Leptospiren meistens in den Nierentubuli sitzen (Levett 2001).
Aus jeder Niere wurden ca. 1x1 cm groBBe Stiicke an jeweils zwei verschiedenen Stellen
herausgeschnitten und anschlieBend in ein beschriftetes Probenrohrchen verbracht. Dieses
wurde verschlossen und fiir den anschlieBenden Transport zusammen mit den anderen

Rohrchen in eine Styroporbox gelegt.
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3 Erste Ergebnisse (November — Dezember 2021)
3.1 Rekrutierung der StudienteilnehmerInnen

3.1.1 TierdrztInnen
Tabelle 1 zeigt die Anzahl an kontaktierten Tierdrztlnnen im Zeitraum von November bis
Dezember 2021 und ihre Riickmeldungen. Von den insgesamt 39 Tierdrztlnnen haben in

dieser Zeit vier landwirtschaftliche Betriebe iibermittelt.

Tabelle 1: Kontaktierte TierdrztInnen Nov-Dez. 2021 (Phase 1) und Teilnahmegquote.

Keine Positive
Positive
Methode Kontaktiert Absage Riickmeldug/nicht Riickmeldungen
Riickmeldung
erreicht in %
Telefon + E-Mail
20 7 6 7 35
mit Flyer
nur Telefon 8 1 6 1 12,5
nur E-Mail 6 - 1 5 0
Tagungen 2 2 - - 100
personlich 1 1 - - 100
Facebook 2 2 - - 100

Unsere Erfahrungen zeigten, dass die direkte telefonische Kontaktaufnahme mit den
Hoftierdrztlnnen die geeignetste Methode war, um passende Betriebe zu rekrutieren. Nach
telefonischer Absprache wurden den interessierten Tierdrztlnnen zusétzlich Emails mit Flyern

zugesandt. Zudem wurden bei einigen Tierdrztlnnen Erinnerungsanrufe getétigt.

3.1.2 TierbesitzerInnen

Im Zeitraum November bis Dezember haben, durch Mithilfe rekrutierter
niederosterreichischer Tierdrztlnnen, sieben Landwirtlnnen die Datenschutzerkldrung des
LORN-Projekts unterzeichnet und nahmen damit offiziell an der Studie teil. An drei Betrieben

konnten im genannten Zeitraum Proben gewonnen werden.
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3.2 Probenanzahl

In den ersten beiden Monaten der Probennahme konnten Proben von vier Rindern entnommen
werden, wohingegen das Ziel 37 Proben pro Monat waren (um unser Ziel von 410 beprobten
Rindern bis zum Ende des Feldarbeitszeitraums zu erreichen). Bei zwei dieser Proben
handelte es sich um Urinproben von Kiihen eines landwirtschaftlichen Betriebes. Die anderen

beiden waren Nierenproben von Rindern, die am Schlachthof gewonnen wurden.

Aufgrund der geringen Teilnahme an Tierdrztinnen wurden folglich nur wenige
Landwirtlnnen in die Studie aufgenommen und dementsprechend konnte nur eine geringe
Probenanzahl generiert werden. Daraufhin wurde nach Losungen und neuen Strategien

gesucht.
3.3 Identifizierung der Projektbediirfnisse und — beschrinkungen

3.3.1 Beschrinkungen im Zusammenhang mit der Projektkonzeption

Im Laufe der ersten zwei Monate konnten einige Kommunikationsschwierigkeiten
identifiziert werden: Eine ausfiihrliche Erkldrung der Studie iiber Telefonanrufe erwies sich
oftmals als kontraproduktiv, da viele Tierdrztlnnen wéhrend ihres stressigen Alltags
kontaktiert werden mussten. Ebenfalls erhielt das LORN-Team Zuriickweisungen nach dem

Erwidhnen der Vetmeduni Wien.
In der Regel reichte ein Anruf nicht aus, sondern es waren einige Erinnerungen notwendig.

Anhand der Telefonate, sowie spateren personlichen Gespréichen stellte sich heraus, dass die
Verstindlichkeit der erstellten Flyer nicht optimal war. Die Trennung der beiden dort
genannten, voneinander unabhéngigen Protokolle, wurde in vielen Fillen nicht verstanden.
Als Hauptsymptom wurde ausschlielich Abort angesehen, die anderen Symptome wurden
meist nicht beachtet. Von manchen Tierdrztlnnen wurde aulerdem angenommen, dass alle
Kriterien am Betrieb vorliegen miissen, um in die Studie eingeschlossen zu werden.
Tatséchlich wire es ausreichend gewesen, dass eines der Symptome beim Tier vorhanden ist
und mindestens zwei Punkte der Kriterien fiir die Betriebe erfiillt sind, aber nicht alle am

Flyer erwédhnten Kriterien.
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Die Organisation der gezielten Probennahmen (Targeted Sampling) am Schlachthof gestaltete
sich als duBerst schwierig und langwierig. Dieser Vorgang setzte die Zusammenarbeit

folgender AkteurInnen voraus:

1. Die Rekrutierung der Tierdrztinnen war der erste essenzielle Schritt, um
Landwirtlnnen in die Studie aufzunehmen.

2. Eine Kontaktaufnahme mit dem Forschungsteam durch die LandwirtInnen war danach
eine wichtige Voraussetzung. Die meisten Landwirtlnnen transportieren ihre Tiere mit
Hilfe der

3. ViehhédndlerInnen (beispielsweise der Osterreichischen  Rinderborse) zum
Schlachtbetrieb. Viele Abholungen wurden den Landwirtlnnen erst am Vorabend der
Schlachtung mitgeteilt. Diese Tatsache setzte eine entsprechende Spontanitit der

4. Projekt-MitarbeiterInnen seitens der Feldarbeit sowie der

5. LabormitarbeiterInnen voraus.

6. Fiir die Planung der ungefdhren Probenentnahmezeit am Schlachthof mussten die
SchlachthofmanagerInnen, die in stindigem Austausch mit den Viehhédndlerlnnen

standen, immer miteinbezogen werden.

Die eigenstindige Kontaktaufnahme mit den Viehhédndlerlnnen, stellte sich teilweise als
hilfreich dar. Diese konnten bei Ankunft am Schlachthof, dem dortigen Personal melden, dass
sie bestimmte Tiere flir die Probenentnahme des LORN-Projekts anliefern. Obwohl dem
Projektteam ungefdhre Uhrzeiten fiir das Eintreffen am Schlachthof mitgeteilt wurden,
konnten diese nicht immer eingehalten werden (z.B. aufgrund schlechter
Witterungsverhéltnisse oder erhohtem Verkehrsaufkommen), weshalb einige Probennahmen
mit ldngeren Wartezeiten am Schlachthof verbunden waren. Aufgrund der guten
Kommunikation zwischen den oben genannten Akteurlnnen konnte jedoch sichergestellt

werden, dass keine der ausgewidhlten Rinder verpasst wurden.

3.3.2 Beschrinkungen in Zusammenhang mit der COVID-19-Pandemie
Zur Zeit des Probeentnahmebeginns, stellte COVID-19 eine weitere Einschrankung dar. Am
22.11.2021 trat ein landesweiter Lockdown in Kraft. Eine Sondergenehmigung fiir weitere

Probefahrten wihrend des Lockdowns musste angefordert werden. Auf die positive
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Bestitigung musste einige Tage gewartet werden. Krankheitsfille in Verbindung mit
Quarantdne resultierten in Terminabsagen oder Terminverschiebungen. Hinsichtlich der
Verbreitung des Virus stellte das Forschungsteam auf freiwilliger Basis sicher stets frisch
PCR getestet bei den vereinbarten Terminen zu erscheinen. Dies diente dem Selbstschutz,
aber insbesondere der Vermeidung einer Einschleppung von COVID-19 in die

landwirtschaftlichen Betriebe und Schlachthofe.

4 Vorgeschlagene Losungen fiir das Projekt

4.1 Kommunikationsstrategie

Um die Anzahl an teilnehmenden Tierdrztlnnen zu erhOhen, wurde versucht die
Kommunikationsstrategie bei Telefonaten zu verbessern. Das Forschungsteam war sich einig,
die Telefonate in Zukunft auf die wichtigsten Informationen der LORN-Studie zu
beschranken. Aullerdem sollte betont werden, dass die Tierdrztlnnen nur passende Tiere und
Betriebe iibermitteln miissen und sonst kein weiterer Arbeitsaufwand fiir sie bestand. Die
Bitte an der Teilnahme als personliches Anliegen aufgrund der eigenen Abschlussarbeit
resultierte oftmals in positiveren Riickmeldungen als nach dem Erwidhnen der Vetmeduni
Wien. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Festlegung einer kurzen und klaren

Ansprache die Kommunikation mit den Tierdrztlnnen positiv beeinflusst hat.

Eine Anderung des Flyers stellte einen weiteren wichtigen Schritt dar, um die

Kommunikation zu verbessern:

e am wichtigsten war es, eine Trennung zwischen der Beprobung am
landwirtschaftlichen Betrieb und am Schlachthof zu verdeutlichen.

e verdeutlicht werden musste auch die Tatsache, dass fiir jene Tiere, deren Nieren am
Schlachthof beprobt werden sollten, nur zwei der gelisteten Kriterien (Zugang zur
Weide, Zukauf, > 30 Rinder, Abortprobleme) zutreffen mussten, egal ob diese Tiere
akut symptomatisch waren oder nicht.

e im Gegensatz dazu spielten diese vier Kriterien bei der Beprobung von
symptomatischen Tieren am landwirtschaftlichen Betrieb keine Rolle. Bei diesen war

eines der sechs am Flyer gelisteten Symptome (Abort, schlechte Fruchtbarkeit,
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Photosensibilisierung, Abnahme der Milchleistung, Himaturie, Ikterus) ausreichend
fir die Teilnahme.
e die Betriebsart war nicht von Bedeutung. Sowohl Milch,- Mast,- als auch

Mutterkuhbetriebe wurden in die Studie aufgenommen.

Dahingehend wurden die Flugblitter fiir die Tierdrztlnnen {iberarbeitet. Abbildung 7 zeigt,
dass die Trennung der beiden Protokolle ersichtlicher gestaltet wurde, indem man diese in
zwei separate Flyer und damit zwei Studien teilte. Studie 1 beschreibt die Kriterien, die ein
Betrieb fiir die Untersuchung von Nierenproben routinemafig geschlachteter Tiere erfiillen
sollte. Studie 2 erkldrt die Bedingungen, die fiir die Untersuchung von Harnproben

symptomatischer Tiere gelten sollten.

LEPTOSPIROSE BEI RINDERN IN
NIEDEROSTERREICH (LORN)

LEPTOSPIROSE BEI RINDERN IN

NIEDEROSTERREICH (LORN)

PARTNERINSTITUTIONEN \1/ \-/
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Rindern aus Niederdsterreich
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Gesundheit und i

Emahrungssicherheit Auswahl der Betriebe:

(IVET AGES) Unsere Probenahme zielt auf Betriebe mit dem hochsten Risiko fiir eine Auswahl der Tiere:

Leptospira-Infektion ab. Hierfiir wurde ein Profil fiir die Betriebe erstellt,
von denen wir Rinder beproben wollen:

Unsere Probenahme zielt auf Tiere mit dem hdchsten Risiko fir eine
Leptospira-Infektion ab. Um dies zu erreichen, werden Rinder von
niederésterrechischen Betrieben mit mindestens einem der folgenden
Symptome beprobt:
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Abbildung 7: Neue Informationsflyer fiir TieriirtzInnen in Niederosterreich.
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4.2 Neue Probenahmestrategie und Einschrinkungen

Die gezielten Probenahmen am landwirtschaftlichen Betrieb und am Schlachthof haben sich
aufgrund einer geringen Anzahl von beprobten Tieren (Protokoll 1) und rekrutierten Betrieben
(Protokoll 2) nicht bewéhrt, um die geplante Zahl an Proben zu erreichen. Die gezielte
Probenahme auf der Grundlage von Symptomen und Risikofaktoren in einem Gebiet, in dem
die Leptospirose vermutlich nicht zirkuliert, war mdglicherweise nicht optimal: Die

Symptome wurden héufig auf andere Erkrankungen zuriickgefiihrt.

Es wurde deshalb eine Semi-Targeted-Sampling Strategie vorgeschlagen, da sie den
Stichprobenumfang schnell erhdhen konnte und auch das Verwaltungsverfahren vereinfachte,
da nur die Zustimmung des Schlachthofs erforderlich war. Der Nachteil dabei war, dass die
Rinder aus datenschutzrechtlichen Griinden nicht mehr zum Herkunftsbetrieb zuriickverfolgt
werden konnten, da das LORN-Team keinen Zugriff auf personenbezogene Daten hatte.
Damit konnten potenziell wichtige Informationen der Risikofaktoren nicht erhoben werden.
Um die Wahrscheinlichkeit, Leptospiren nachzuweisen trotzdem zu erhdhen, sollten
studienintern Auswahlkriterien fiir die zu beprobenden Tiere festgelegt werden. Fiir die
Auswahl dieser Rinder wurden am Schlachthof verfiigbare Tierdaten (z. B. Alter, Geschlecht)

verwendet.

Somit wurde Anfang Jinner 2022 eine Anderung des Protokolls fiir eine Implementierung
einer Semi-Targeted-Sampling Strategie beantragt, um zumindest einige wenige tierbezogene
Daten erheben zu kdénnen. Dabei wurde eine Anderungsmitteilung an die Ethikkommission
der Vetmeduni Wien erteilt. Diese wurde am 20.1.2022 genehmigt. Dieser Zeitpunkt markiert
den Start der Phase 2 des Projekts.
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4.3 Entwicklung und Umsetzung einer Semi-Targeted-Sampling Strategie

4.3.1 Rekrutierung von Schlachthofen

Die Kontaktaufnahme mit den SchlachthofmanagerInnen erfolgte mittels Telefonanrufe. Die
Bereitschaft zur Kooperation gestaltete sich von Betrieb zu Betrieb sehr unterschiedlich.
Insgesamt konnten fiinf Schlachthofe in die Studie aufgenommen werden. Davon handelte es

sich bei einem um einen Landwirt mit eigener Hofschlachtung.

4.3.2 Auswahl der Tiere am Schlachthof

Die Organisation einer Semi-Targeted-Sampling Strategie am Schlachtbetrieb erwies sich als
einfacher umsetzbar als die gezielte Probennahme (Targeted Sampling). Da nur dltere Tiere
auf BSE (Bovine spongiforme Enzephalopathie) getestet werden, hatte sich das
Forschungsteam iiberlegt, dass unter jenen Rindern, die auf BSE getestet werden auch mehr
Leptospira-Trager sein konnten.

Abbildung 8 beschreibt diesen Plan: fiir jedes Tier wollte das Forschungsteam (i)
Informationen {iber den Bovine spongiforme Enzephalopathie-Test (BSE-Test) (als Ersatz fiir
das Alter, da nur &ltere Tiere auf BSE getestet werden); (i1) Informationen {iber die
Haltungspraktiken, zum Beispiel Zugang zu Weideland und die GroBe der Herde (da
Tierbetreuerlnnen oder Schlachthofleiterlnnen oft iiber die Betriebe Bescheid wissen, von
denen Tiere geliefert werden) sammeln. Zusitzlich erhoffte das Team sich dann, bei den
jeweiligen Tieren Informationen beziiglich ihrer Herkunft vom Viehverkehrsschein des
zugehorigen landwirtschaftlichen Betriebs zu generieren, da dort zumindest Biobetriebe
vermerkt werden, was zum Beispiel einen Weidezugang fiir die Rinder voraussetzen wiirde

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Theoretische Strategie zur Umsetzung einer halb-gezielten Probenahme in
Schlachthéfen fiir das LORN-Projekt.

Nach Besprechung mit den Schlachthofmanagerlnnen erwies sich diese Strategie als nicht
beziehungsweise nur sehr schwer umsetzbar. Tatsdchlich werden heutzutage nur noch
verdidchtige Rinder, sowie notgeschlachtete Tiere, die iiber 24 Monate alt sind, einer BSE-
Probe unterzogen. In einem Schlachtbetrieb mit ungefdhr 36.000 Schlachtungen pro Jahr
waren das zum Beispiel im Jahre 2021 nur 33 Proben (Dr. Franz Strobel, personliche
Kommunikation, 29.11.2022). Daher wurde der Ansatz, BSE-Testungen als
Auswahlkriterium heranzuziehen, alsbald verworfen. Aullerdem bekommt der Schlachthof
betriebsbezogene Daten der Landwirtlnnen nicht automatisch libermittelt. Insbesondere die
Herdengrofe hitte mittels zusitzlicher Fragebogen oder telefonischen Kontaktaufnahmen mit
den Landwirtlnnen erfolgen miissen. Aufgrund der DSGVO war eine derartige
Riickverfolgung aber nicht moglich. Deshalb wurde diese theoretische Strategie zur

Umsetzung einer Semi-Targeted-Sampling Strategie in Schlachthéfen nicht angewandt.
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4.3.3 Uber die Verwendung des Viehverkehrsscheins

Eine weitere Idee war es, den Viehverkehrsschein als Informationsquelle heranzuziehen. Der
Viehverkehrsschein oder auch Lieferschein stellt eine elementare Komponente des
Rinderkennzeichnungssystems dar und dient der Riickverfolgbarkeit bei der Beférderung von
Rindern (Agrarmarkt Austria 2007). Er enthdlt unter anderem Informationen zur Herkunft,
Geburtsdaten, Geschlecht, und Ohrmarkennummern der Rinder, die von den Landwirtlnnen
auszufiillen sind. Deren Name, Anschrift und LFBIS-Nummer sind ebenfalls vermerkt.
Werden die Tiere mittels ViehhdndlerInnen zum jeweiligen Schlachthaus gebracht, miissen
diese ihren Namen und die Adresse ebenfalls anfiihren. Zusitzliche Angaben zu den
landwirtschaftlichen Betrieben, wie beispielsweise eingetragene Biobetriebe werden notiert.
Verantwortlich fiir die Richtigkeit der eingetragenen Informationen sind immer die Personen,
die sie ausgefiillt haben. Zum Beispiel haften die Landwirtlnnen nur fiir Angaben in den
orangenen Feldern und die Zwischenhdndlerlnnen nur fiir die in den grauen Késtchen
(Agrarmarkt Austria 2007).

Auch der Plan, die Viehverkehrsscheine als Informationsquelle zu nutzen, wurde besonders
aus Zeitgriinden und zu hohem organisatorischem Aufwand verworfen. Die Scheine befanden
sich nicht im Schlachtbereich, sondern den Biirogebduden, weshalb diese auch nur in

geringem Ausmal} zur Verfligung standen.

4.3.4 Datenerhebung Schlachthof
Die Datenentnahme aus Computern unmittelbar neben dem Schlachtband erwies sich
schlieBlich als die schnellere und praktischere Methode, war aber mit Einbuflen bei der

Datenerhebung verbunden.
Man beschrénkte sich hierbei auf folgende tierbezogene Informationen:

e Schlachtnummer;
o Alter;

e Herkunft (nur Niederosterreich wurde berticksichtigt).

Anders als beim Beproben der lebenden Tiere auf den Bauernhdfen, wo immer nach

demselben Schema vorgegangen wurde, musste die grundsitzliche Vorgehensweise von
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Schlachthof zu Schlachthof angepasst werden. Eine einheitliche Strategie konnte daher nicht

entwickelt werden.
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5 Endergebnisse nach Verbesserung des Protokolls Janner-April

2022

5.1 Rekrutierung der TierdrztIinnen

Im Zeitraum Janner bis April (Phase 2 des Projekts) wurden 55 niederosterreichische
Tierdrztlnnen fiir die Studie telefonisch (n = 29) und per Email (n = 26) kontaktiert. Neun
davon haben landwirtschaftliche Betriebe tiibermittelt. Tabelle 2 zeigt die Anzahl an

kontaktierten Tierdrztlnnen und deren Riickmeldungen.

Tabelle 2: Kontaktierte TierdirztInnen Jan-Apr. 2022 (Phase 2).

Keine Positive
Positive
Methode Kontaktiert Absage  Riickmeldung/nicht Riickmeldungen
Riickmeldung
erreicht in Prozent
Telefon +
Email mit 26 19 2 4 73,1
Flyer
Nur Telefon 29 7 10 12 24,1
Nur E-Mail -
Tagungen -
Personlich -

Facebook -




35

5.2 Rekrutierung der TierbesitzerInnen

Durch die Mithilfe der rekrutierten Veterindrlnnen haben im Zeitraum von Janner bis April
weitere 21 Landwirtlnnen die Datenschutzerkldrung des LORN-Projekts unterzeichnet und
nahmen damit offiziell an der Studie teil. Die Verteilung dieser Betriebe ist in Abbildung 9

dargestellt.

Abbildung 9: Geografische Lage der rekrutierten Betriebe (Phase 2) (die Daten sind pro Bezirk
aggregiert), Jinner - April 2022. Die Karte wurde mit QGIS v.3.4.15 erstellt (Diese Dateien wurden
aus der GADM-Version 1.0 vom Miirz 2009 extrahiert).
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5.3 Rekrutierung der Schlachthofe

Von den insgesamt fiinf Schlachthéfen, die schlieBlich am Projekt teilnahmen, wurden vier
erst in Phase 2 fiir das Projekt rekrutiert. In Abbildung 10 ist die geographische Verteilung
dieser Schlachthofe dargestellt.

AL Anzahl schiachthife
) 10
f (B

Ry

y

Abbildung 10: Geografische Lage der besuchten rekrutierten Schlachthife (Phase 2) (die Daten
sind nach Bezirken aggregiert), Jinner - April 2022. Die Karte wurde mit QGIS v.3.4.15 erstellt
(Diese Dateien wurden aus der GADM-Version 1.0 vom Mirz 2009 extrahiert).

5.4 Zeit von Probe bis zum Labor

Die durchschnittliche Zeit von der Urinprobenahme bis zur Ubermittlung an das AGES-Labor
betrug 1:58 Stunden (Ziel < 2 Stunden). Die durchschnittliche Zeit fiir die Nierenentnahme
bis zur Ablieferung der Proben im AGES-Labor betrug 2:35 Stunden (Ziel < 6 Stunden).

Daher haben wir diesen Teil des Protokolls erfolgreich umgesetzt und das Zeitziel erreicht.

5.5 Probenanzahl

Die neue Strategie in der zweiten Phase des Projekts (Janner-April 2022) erzielte den
gewiinschten Effekt. An landwirtschaftlichen Betrieb konnten 61 Proben, am Schlachthof 159

Proben gewonnen werden. Die Probenanzahl war damit signifikant von vier (erste Phase des
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Projekts) auf 220 (zweite Phase des Projekts) gestiegen, was den Erfolg der verbesserten

Rekrutierungs- und Stichprobenstrategie zeigte.

Nach Beendigung der vorliegenden Diplomarbeit wurde das Studiendesign beibehalten. Die
Zusammenarbeit von TierdrztInnen, LandwirtInnen und Schlachthéfen verlief reibungslos und
alle AkteurInnen des aufgebauten Netzwerks haben sich sehr flir das Projekt engagiert. Das

Projektteam konnte somit erfolgreich die angestrebten 410 Tiere beproben.
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5.6 Uber LORN hinaus: Informationsfluss in der Rinderproduktion

Eine der Hauptschwierigkeiten des Studiendesigns bestand darin, die Rinder von den als
"risikoreich" eingestuften Betrieben bis zum Schlachthof fiir die Probenahme zu verfolgen.
Eine wichtige Errungenschaft der vorliegenden Arbeit bestand darin, die verschiedenen
Informationsfliisse vom Betrieb zum Schlachthof zu ermitteln und festzustellen, wer iiber
welche Informationen verfiigt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 zusammengefasst. Die
Abbildung beinhaltet die ndtigen Informationen, um Rinder vom landwirtschaftlichen Betrieb
bis zum Schlachthof zuriickzuverfolgen. Die Kenntnisse sollen weitere Feldstudien in

Osterreich  unterstiitzen und die Identifizierung wichtiger Akteurlnnen in der

Rinderproduktion und des Datenflusses erleichtern.
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Abbildung 11: Informationsfluss des Rindes vom landwirtschaftlichen Betrieb zum Schlachtbetrieb.
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit analysiert Strategien zur Rekrutierung von Tierdrztlnnen,
Landwirtlnnen und Schlachthofmitarbeiterlnnen fiir die Teilnahme an einem
wissenschaftlichen Projekt sowie die Mdglichkeiten der Verfolgung von Rindern vom
Herkunftsbetrieb bis hin zum Schlachthof.

Eine angemessene Auswahl an StudienteilnehmerInnen ist fiir wissenschaftliche Studien von
Bedeutung, um die gewlinschte Zielpopulation zu akquirieren (Manohar et al. 2018). Am
einfachsten wire es gewesen, die Informationen aus der Rinderdatenbank zu sammeln. Auf
Grund der Datenschutz-Grundverordnung der Européischen Union (DSGVO) war dies nicht
moglich. Die grofte Herausforderung war daher die Einbindung Dritter in den
Forschungsprozess. Da Tierdrztlnnen iiber das notwendige Wissen der Betriebsdaten
verfiigen, wurden diese im ersten Schritt kontaktiert. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
vertrauensvolle Beziehung zwischen Tierdrztlnnen und Landwirtlnnen die Rekrutierung
vorantreiben. Die Einbindung von Fachpersonal zur Stirkung des Vertrauens wird auch in
einer anderen Untersuchung als vorteilhaft beschrieben (Manohar et al. 2018). Als Nachteil
bei der Einbeziehung von medizinischem Fachpersonal ist allerdings deren stressiger
Arbeitsalltag zu erwdhnen (Manohar et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit wurde
Zeitmangel on den TierdrtzInnen haufig als Grund fiir eine Absage riickgemeldet. Zeit als
limitierender Faktor fiir die Partizipation an Projekten wird auch in anderen Studien genannt
(Cunha et al. 2017).

Bei der Rekrutierung von Studienteilnehmerlnnen ist im Allgemeinen auf eine klare
Darstellung der Vorinformationen sowie die verstindliche Beschreibung des
Forschungsvorhabens zu achten (Dickinson et al. 2012). Dies wurde auch in der vorliegenden
Arbeit deutlich. Die Festlegung einer kurzen, aber klaren Ansprache hat die Kommunikation
mit den Tierdrztlnnen positiv beeinflusst. AuBerdem kann sich die Verdeutlichung einer
regionalen Wissensliicke in der Forschung positiv auf die Riicklaufquote auswirken (Van der
Wal et al. 2015). Von besonderer Bedeutung war es daher, den TierdrtzInnen und
Landwirtlnnen den konkreten Nutzen der Studie aufzuzeigen. In der Literatur wird das
intrinsische Interesse an dem jeweiligen Thema des Projekts als Anreiz fiir die Teilnahme

beschrieben (Vohland et al. 2021). Am LORN-Projekt waren jene TierdrtzIlnnen eher
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interessiert, die in den von ihnen betreuten landwirtschaftlichen Betrieben mit potentiellen
Leptospirose-Symptomen konfrontiert waren. Als weitere Motivation fiir die Teilnahme in
Studien wird das Teilen wertvoller Erfahrungen genannt (MacPhail & Colla 2020). In der
vorliegenden Arbeit wurden von einigen Landwirtlnnen, die am Projekt teilnahmen,
Riickmeldungen beziiglich des Gesundheitszustandes ihrer Tiere erbeten. Als positiver
Nebeneffekt konnen die Sensibilisierung auf Leptospirose in den Betrieben und die damit
einhergehenden Verhaltensdnderungen genannt werden. Im Rahmen der Studie konnten den
Landwirtlnnen Empfehlungen zur Hygiene, z.B. das Tragen von Handschuhen bei
Hautverletzungen, gegeben werden.

Es gibt Hinweise, dass die personliche Kontaktaufnahme mit den StudienteilnehmerInnen zu
einer hoheren Riicklaufquote fiihrt als die Kontaktaufnahme per E-Mail (Eastwood et al.
1996). Daher erfolgte zusitzlich zur Kontaktaufnahme per E-Mail auch eine telefonische
Kontaktaufnahme mit den TierdrtzInnen. AuBlerdem erfolgten Face-to-Face-Interaktionen.
Diese waren vorteilhaft, da die Einwilligung der Landwirtlnnen Voraussetzung fiir die
Entnahme von Tierproben war.

In diesem Kontext wird empfohlen, sich im Vorhinein auf die Gespriche im Sinne von
Schulungen (z.B. Rollenspiele) vorzubereiten (Leonard et al. 2003). Aus Zeitgriinden war ein
Uben der Telefongespriche im vorliegenden Projekt nicht eingeplant. Die Erfahrungen der
Forschungsmitarbeiterlnnen zeigten jedoch, dass die Telefonate auf die wichtigsten
Informationen der LORN-Studie zu beschrinken sind. Die Bitte an der Teilnahme als
personliches Anliegen aufgrund der eigenen Abschlussarbeit resultierte oftmals in positiveren
Riickmeldungen als nach dem Erwéhnen der Vetmeduni Wien. Vermutlich waren negative
Erfahrungen aus der Vergangenheit, wie zum Beispiel die Assoziierung der Universitit mit
viel Arbeit fiir die Tierdrztlnnen sowie etwaiger nachfolgender Konsequenzen fiir
TierbesitzerInnen oder Tierdrztlnnen, der Grund.

Weiteres ist zu erwdhnen, dass nur ein kleiner Teil der Personen, die ihr Interesse an einem
Projekt bekunden, auch einen Beitrag dazu leisten (Andow et al. 2016, Birkin & Goulson
2015). Trotz Zusage mancher Tierdrztlnnen, das Projekt zu unterstiitzen, haben nicht alle
einen Betrieb an das Forschungsteam iibermittelt. In diesem Kontext wurde festgestellt, dass
es sinnvoll ist, die Teilnehmerlnnen mehrmals an das Projekt zu erinnern. Dies betonen auch

andere Studien (Patel et al. 2003).
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Eine weitere Akquirierungsmethode, die in der vorliegenden Arbeit nicht zum FEinsatz
gekommen ist, ist die Kontaktaufnahme per Post. Weigel und Kollegen untersuchten
Rekrutierungsstrategien von US-Landwirtlnnen und stellten fest, dass regelméaBige
Einladungen per Post effektiver sind als Einladungen per E-Mail (Weigel 2021). Es konnte
sein, dass E-Mails durch die vielen Werbungen, die heutzutage versendet werden, oft
ungedffnet wieder geloscht werden. Die Ausstellung personlicher Briefe konnte in
nachfolgenden Studien in Erwégung gezogen werden.

Die Anderung des Flyers stellte einen wichtigen Schritt dar, um die Kommunikation zu
verbessern. Viele Studien betonen die Wichtigkeit eines Flyers und empfehlen die
Rekrutierungsmaterialien vorab zu testen (Joseph et al. 2016). Héufig gab es
Verstidndnisschwierigkeiten in Bezug auf die Studie. Eigentlich wurden die ersten Entwiirfe
der Flyer sorgfiltig gepriift und an Kolleglnnen getestet. Vermutlich hitten diese vorab auch
an Personen, mit fehlendem Vorwissen in Bezug auf das LORN-Projekt, getestet werden
sollen.

Nach Optimierung der Akquirierungsstrategie stellte sich heraus, dass mit der gezielten
Probennahme nicht die geplante Anzahl von Tieren erreicht werden konnte, sodass eine neue
Strategie, d. h. eine Semi-Targeted-Sampling Strategie, entwickelt werden musste.

Im Rahmen der ersten Phase des Projektes wurde der Urin von Tieren mit bestimmten
Symptomen an einem landwirtschaftlichen Betrieb beprobt. Auch fiir die Nierenproben am
Schlachthof wurden explizit Tiere anhand von Kriterien ausgewéhlt. Somit mussten die Tiere
und die speziellen Betriebe identifiziert werden. Deshalb war die Verfolgung des Rindes vom
Betrieb, iiber den Transport bis hin zum Schlachthof erforderlich. Bedeutsam fiir das
organisatorische Vorgehen am Schlachthof waren die Ohrmarkennummern und
Schlachtnummern der jeweiligen Rinder, um die Tiere gezielt am Schlachtband zu
identifizieren. Essenziell war dariiber hinaus die Information, durch welchen Transporteur die
Tiere zum Schlachthof verbracht wurden, um den ungefidhren Zeitpunkt der Probenentnahme
festzulegen. Die gezielte Beprobung auf der Grundlage von Symptomen und Risikofaktoren
in einem Gebiet, in dem die Leptospirose vermutlich nicht zirkuliert, war mdglicherweise
nicht optimal.

Daher wurden in der zweiten Phase die Kriterien fiir die Rinder am Schlachthof auf Alter und

Herkunft beschrinkt. Dies war tiber den Computer am Schlachtband zu eruieren, ohne dabei
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gegen Datenschutzverordnungen zu verstoen. Damit war die Riickverfolgung nicht notig.
Durch diese wichtige Erkenntnis war es schlie8lich mdglich genug Proben zu sammeln.

Das LORN-Projekt konnte in Niederosterreich erfolgreich durchgefiihrt werden. Es konnten
insgesamt 410 Rinder beprobt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden geeignete
Rekrutierungsmethoden identifiziert und ein besseres Verstdndnis fiir den Informationsfluss

vom landwirtschaftlichen Betrieb zum Schlachthof generiert.
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7 Abstract

The aim of the LORN project was to isolate local Leptospira strains from Lower Austrian
cattle to improve the sensitivity and specificity of the serological diagnostic test for humans
and animals in Austria. For this purpose, the project planned to sample animals at increased
risk for infection through a targeted sampling conducted on farm and at slaughterhouse. The
present work aimed to support the team in building up a network of farmers and
slaughterhouses to participate to the project and collaborate with the research team. However,
the recruitment of veterinarians, animal owners, and slaughterhouses revealed challenging.
Therefore, an objective evaluation of the recruitment strategy was needed to identify areas for
improvement and propose changes that would enhance the overall effectiveness of the
protocol. This work aimed to i) establish an efficient strategy for recruiting veterinarians and
farmers in Lower Austria, ii) optimize the tracking of the animals from the farm of origin to
the slaughterhouse to facilitate the targeted sampling, and iii) optimize the sampling protocol

of cattle in the slaughterhouses and on farms.

Results of the evaluation revealed that short, focused phone calls were the most efficient
method for contacting veterinarians, farmers, and slaughterhouse managers. More generally,
communication about the project needed to be enhanced. Finally, the targeted sampling
revealed unsuccessful in achieving the planned number of animals and a new strategy, 1. e., a
semi-targeted sampling, had to be developed and was implemented. Overall, the project
required great flexibility of the project staff because there is no —ene fits all” strategy and the
organization of the workflow at the slaughterhouses had to be tailored and adjusted

individually for each slaughterhouse.

One of the main challenges of the study design was the tracking of the cattle to be sampled
from farms to slaughterhouses. An important achievement of the present work was to identify
the different information flows from the farm to the slaughterhouse and establish which actors

possess specific information on the animals.
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8 Zusammenfassung

Ziel des LORN-Projekts war es, lokale Leptospira-Stimme von niederdsterreichischen
Rindern zu isolieren, um die Empfindlichkeit und Spezifitit des serologischen Diagnosetests
fiir Menschen und Tiere in Osterreich zu verbessern. Zu diesem Zweck sah das Projekt vor,
Tiere mit erhohtem Infektionsrisiko durch eine gezielte Probenahme im Betrieb und im
Schlachthof zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit sollte das Team beim Aufbau eines
Netzwerks von Landwirten und Schlachthofen unterstiitzen, die sich an dem Projekt
beteiligen und mit dem Forschungsteam zusammenarbeiten. Die Rekrutierung von
Tierdrztlnnen, TierhalterInnen und Schlachthéfen erwies sich jedoch als schwierig. Daher war
eine objektive Bewertung der Rekrutierungsstrategie erforderlich, um verbesserungswiirdige
Bereiche zu ermitteln und Anderungen vorzuschlagen, die die Gesamtwirksamkeit des
Protokolls erhohen wiirden. Ziel dieser Arbeit war es, i) eine effiziente Strategie fiir die
Rekrutierung von Tierdrztlnnen und Landwirtlnnen in Niederdsterreich zu entwickeln, ii) die
Verfolgung der Tiere vom Herkunftsbetrieb bis zum Schlachthof zu optimieren, um die
gezielte Probenahme zu erleichtern, und iii) das Probenahmeprotokoll fiir Rinder in den

Schlachthdéfen und auf den Bauernhofen zu optimieren.

Die Ergebnisse der Evaluierung zeigten, dass kurze, gezielte Telefonanrufe die effizienteste
Methode zur Kontaktaufnahme mit TierdrztInnen, LandwirtInnen und
Schlachthofbetreiberlnnen waren. Generell musste die Kommunikation iiber das Projekt
verbessert werden. Schlieflich stellte sich heraus, dass mit der gezielten Probenahme nicht die
geplante Anzahl von Tieren erreicht werden konnte, sodass eine neue Strategie, d. h. eine
Semi-Targeted-Sampling Strategie, entwickelt werden musste, die auch umgesetzt wurde.
Insgesamt erforderte das Projekt von den Projektmitarbeiterlnnen ein hohes Mall an
Flexibilitdt, da es keine "Einheitsstrategie" gibt und die Organisation der Arbeitsabldufe in
den Schlachthéfen individuell auf jeden Schlachthof zugeschnitten und angepasst werden

musste.

Eine der grofften Herausforderungen des Studiendesigns war die Verfolgung der zu
beprobenden Rinder von den Betrieben zu den Schlachthofen. Eine wichtige Errungenschaft

der vorliegenden Arbeit bestand darin, die verschiedenen Informationsfliisse vom
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landwirtschaftlichen Betrieb zum Schlachthof zu ermitteln und festzustellen, welche

AkteurInnen iiber spezifische Informationen {iber die Tiere verfiigten.
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