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Einleitung Die Leishmaniose des Hundes ist eine durch einzellige Flagellaten der Gattung Leishmania verur-
sachte Zoonose, deren Übertragung an das natürliche Vorkommen des Vektors, Schmetterlings-
mücken der Gattung Phlebotomus, gebunden ist. Demzufolge beschränkt sich ihr endemisches Auf-
treten in Europa auf die Mittelmeeranrainerstaaten, zu denen Albanien, Griechenland, das
ehemalige Jugoslawien, Italien, Frankreich, Spanien und Portugal zu zählen sind. Vornehmlich in
den letzten Jahren finden sich jedoch auch im deutschsprachigen Raum Berichte, in denen eine
Zunahme behandlungsbedürftiger Leishmaniosefälle in unseren nördlicheren Regionen festge-
stellt wird (10, 13,24). Von den Autoren wird für diesen Anstieg neben einer gesteigerten Kenntnis
in der Diagnostik der Leishmaniose vor allem die Mitnahme der eigenen Hunde in bzw. die unbe-
dachte Aufnahme herrenloser Hunde aus endemischen Gebieten verantwortlich gemacht.

Zur systemischen Therapie dieser unbehandelt zu mehr als 80% tödlich verlaufenden Erkran-
kung stehen dem Tierarzt zur Zeit eine Reihe von mehr oder weniger wirksamen Präparaten zu
Verfügung (29). Allerdings ist sowohl mit den als „first line drugs" (pentavalente Antimoniate) als
auch mit den als „second line drugs" bezeichneten Wirkstoffen (Pentamidin, Ketoconazol, Ampho-
tericin oder auch Allopurinol) für gewöhnlich eine vollständige Erregereliminierung nicht zu er-
warten (2, 16,18,23). Häufig muß sogar mit einem Rezidivieren der Erkrankung gerechnet werden,
woraus ein ständiges Bestreben nach Optimierung traditioneller Therapiekonzepte resultiert (5, 7,
17,23).

Für die Verlaufskontrolle solcher therapeutischen Interventionen sind die klassischen parasito-
logischen Direktmethoden wie Blut- oder Knochenmarkausstrich aufgrund der zu geringen Sensi-
tivität nur wenig geeignet, weshalb nach Abschluß der Therapie ein Erregernachweis in der Regel
kaum mehr zu führen ist. Die alternative Möglichkeit eines diagnostischen Tierversuches sollte
abgelehnt werden, da diesem die Kultivierung überlegen ist (27). Jedoch erfordert die zeit- und
arbeitsintensive Kultivierung einiges an Erfahrung, zudem kann nur frisches Probenmaterial ein-
gesetzt werden (20). Auch indirekte serologische Methoden besitzen für die Durchführung einer
Therapiekontrolle mitunter nur begrenzt Aussagekraft (12).

Seit einigen Jahren steht nun aber mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein neuartiges spe-
zifisches und hochsensitives Nachweisverfahren zu Verfügung, deren diagnostischer Wert bereits
bei den vielfältigen Formen der humanen (1,3, 11, 15, 22,28), aber auch kaninen Leishmaniose (4,
11, 19,20) genutzt werden konnte.
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Ziel der vorliegenden Studie war es daher, zu prüfen, ob sich die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) als begleitende Therapiekontrolle zum Erregernachweis eignet - hier zunächst für die Be-
handlung mit pentavalenten Antimoniaten.

Material und Methoden

Patienten

Knochenmarkpunktion

Leishmanien

DNA-Extraktion und
Polymerase-Kettenreaktion

(PCR)

Sieben Hunde mit gesicherter kutano-visceraler Leishmaniose wurden jeweils vor, teilweise
während und nach einem Therapiezyklus (TZ) mit Glucantime® (Rhone Merieux/Lyon) Vollblut-
(VB) Proben und Knochenmark- (KM) Punktate entnommen. Die Proben wurden nach Entnahme
entweder bei -20°C eingefroren oder in Kulturmedium (RPMI mit 20% FKS, 100 E./ml Penicillin, 100
ug/ml Streptomycin, I mMol L-Glutamin) für den Versand aufbewahrt. Ein TZ bestand aus 10 In-
jektionen, für die ersten beiden Tage jeweils 50 mg Megluminantimoniat/kg KGW, ab dem 3.-10.
Tag 100 mg/kg KGW, langsam i. v. Wurden ein weiterer TZ durchgeführt, erfolgte eine Behand-
lungspause von ca. 10-14 Tagen. Patient 3 war durch den Haustierarzt bereits mit Allopurinol vor-
behandelt worden, während Patient 5 als Rezidivpatient wiedervorstellig war. Dieser Patient hatte
bereits 10 Monate zuvor zwei Glucantime-Therapiezyklen nach obigen Schema erhalten und wur-
de daher einem 3. TZ unterworfen. Bei Hund 1 und 2 wurde jeweils nur ein Behandlungszyklus
durchgeführt.

Für die Entnahme des KM wurden die Haare über dem Kreuzbeinhöcker entfernt sowie die Haut
und das schmerzempfindliche Periost mit Lidocain 1% anästhesiert. Anschließend wurde mit einer
Mehrfachpunktionskanüle nach KLIMA-ROSENEGGER bzw. einer Sternal/Iliac Aspiration Needle
ILLINOIS Haut, Unterhaut und Corticalis des Tuber sacrale in einem Winkel von 45° zur Längs-
achse des Tieres durch leicht drehende Bewegung durchdrungen. Das Erreichen des Markraumes
löste eine Schmerzreaktion aus, welche bei festsitzender Kanüle die korrekte Lage bestätigte. Nach
Entfernung des Mandrins konnten etwa 0,5 ml KM entnommen werden.

Als Negativkontrolle wurden regelmäßig VB- oder KM-Proben von weiteren sieben Hunden mit-
untersucht. Als interner Qualitätsstandard wurden die Proben jedoch erst nach Beurteilung der
jeweiligen PCR identifiziert.

Zur Spezifitäts- und Sensitivitätsprüfung gelangten Kulturformen von L infantum sensu stricto
(Stamm C/ITA/79/ISSB-Ricky, isoliert vom Hund); L. donovani (Stamm LV 9), L tropica (Stamm
ll/2gb/91 isoliert vom Menschen); L. major (Stamm LV 39) und L. enriettü (Ursprung Brasilien).

Die DNA wurde standardisiert unter Verwendung des QIAamp Blood Kit® (Diagen, Hildesheim) auf-
gereinigt.

Zum Nachweis genomischer Leishmanien-DNA wurde der von PIARROUX et al. (25) beschriebene
PCR-Ansatz genutzt. Hiermit kann eine hochrepetitive 100 bp-Sequenz von Leishmania infantum
nachgewiesen werden.

Jeder Ansatz in einem Gesamtvolumen von 50 ul bestand aus 10 pi extrahierter Proben-DNA, je
0,2 mM dNTP (dUTP, dATP, dCTP, dGTP, Boehringer, Mannheim), PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl2 (Per-
kin Eimer, Überlingen), Tfrg-Polymerase (Appligene, Heidelberg) und luM von jedem Primer. Alle
Ansätze wurden mit 50 ul Mineralöl überschichtet. Die Amplifikation erfolgte in 34 Zyklen mit ei-
nem TRIO-Thermoblock® (Biometra, Göttingen): Matritzendenaturierung bei 94 ° C (1. Zyklus 3 min,
jeder weitere Zyklus 30 sec), Anlagerung bei 59 °C (30 sec), Verlängerung bei 70°C (30 sec, im letz-
ten Zyklus 10 min).

Zur genaueren Artanalyse wurden zuvor positive VB- und KM-Proben mit der von RAVEL et al.
(26) beschriebenen PCR-Ansatz untersucht. Die dabei eingesetzten Primer ermöglichen anhand
der resultierenden Amplifikatgrößen und dem Einsatz artspezifischer Sonden, L. infantum (700 bp-
Produkt) von L. major (ca. 570 bp-Produkt) deutlich zu diskriminieren. Die PCR-Ansätze in einem
Gesamtvolumen von 50 ul bestanden wiederum aus 10 ul extrahierter Proben-DNA in einem PCR-
Puffer mit 1,5 mM MgCl2, je 0,2 mM dNTP, 2,5 U Taq-Polymerase und luM von jedem Primer. Alle
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Abbildung 1:

Analytische Sensitivität der Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) von Leish-
mania infantum nach Gelelektropho-
rese und Ethidiumbromidfärbung in
einem 4%igen Kompositgel (spezifi-
sches Produkt bei 100 bp). Spur 1:
100 pg (1000 Zellen); Spur 2: 10 pg
(100 Z.); Spur 3: lpg (10 Z.); Spur 4:
0,1 pg (1 Z.); Spur 5: Negativkon-
trolle 0,7 pg Hunde-DNA (ca. 105

Hundeleukozyten); Spur 6: 100 bp-
Leiter; Spur 7: H2O. Alle Leishmania-
DNA Proben wurden unter Zusatz
von 105 Hundeleukozyten (ca. 0,7 ug
DNA) ampliziert.

Erregernachweis in klinischem
Probenmaterial mittels PCR-

Kontrolle

Ansätze wurden mit 50 \J\ Mineralöl über-
schichtet. Die Amplifikation erfolgte in 45
Zyklen: Matritzendenaturierung bei 92°C
(1. Zyklus 5 min, jeder weitere Zyklus 30
sec), Anlagerung bei 62°C (30 sec), Verlän-
gerung bei 70°C (30 sec, im letzten Zyklus
2 min).

Nachweis der Amplifikate

Die Visualisierung der Amplifikationspro-
dukte erfolgte durch Submarine-Minigel-
Elektrophorese in einem mit Ethidiumbro-
mid gefärbten 4%igem Kompositgel (Bio-
zym, Hess. Oldendorf). Für die anschlie-
ßende Gelauswertung stand die Phoretix
1D Gel-Analysis Software (Südlaborgeräte,
Gauting) zur Verfügung.

Die Spezifität der Amplifikationspro-
dukte wurde nach Southern Blot-Hybridi-
sierung mit den jeweiligen Peroxidase-
markierten Sonden im „Enhanced Chemi-
lumineszenz Verfahren" (Amersham,
Braunschweig) nach Angaben des Herstel-
lers bestätigt. Die hierfür benötigten DNA-

Sonden wurden durch sequentielle Amplifikation der jeweiligen spezifischen PCR-Amplifikate aus
L infantum (100 bp- und 700 bp-Produkt) und L major (570 bp-Produkt) und anschließender
Aufreinigung über eine Qiagen-Sonde (Diagen, Hildesheim) gewonnen.

Möglichen Kreuzkontaminationen wurde durch die Verwendung von Aerosol-geschützten
Filterspitzen und Einmalhandschuhen, strikte Raumtrennung zwischen Probenaufbereitung, PCR-
Ansatz (UV-bestrahlte Laminar-Flow Bench), Amplifikation und Gelelektrophorese vorgebeugt.

Ergebnisse

Analytische Sensitivität und Spezifität der PCR: Zur Bestimmung der Sensitivität der PCR nach
PIARROUX (25) wurde eine Verdünnungsreihe aufgereinigter L. infantum-DNA vorbereitet und
anschließend amplifiziert. Noch mindestens 0,1 pg (1 Parasit) konnte unter Zusatz der DNA von 105

Hundeleukozyten (ca. 0,7 Mg DNA) nachgewiesen werden (Abb. 1). In der Spezifitätsprüfung zeig-
ten L infantum und L. donovani (je 100 pg) das erwartete Amplifikationsprodukt von 100 bp. Der
verwendete L major-Stamm reagierte dagegen nur schwach und war unter den gleichen Ver-
suchsbedingungen erst nach Southern Blot-Hybridisierung nachweisbar. L tropica und L enriettii
erbrachten kein entsprechendes Amplifikationsprodukt (ohne Abb.).

Die PCR nach RAVEL (26) ergab unter unseren Versuchsbedingungen eine Nachweisgrenze von
1 pg (etwa 10 Parasiten) im Beisein der DNA von 105 Hundeleukozyten. Die Berechnung der Länge
mittels Gelanalyse-Software (Phoretix 1D) ergab für L infantum das erwartete 700 bp- und für
L major ein 570 bp- Produkt (ohne Abb.).

Alle regelmäßig mitgeführten VB- und KM-Proben (n=20) der Kontrolltiere erwiesen sich sowohl in
der Gelanalyse als auch im Southern Blot als negativ (Spezifität 100%).

Alle 7 Patienten konnten vor Therapiebeginn mit Hilfe der PCR als positiv erkannt werden. Dabei
gelang bei sechs Hunden die PCR-Diagnostik bereits aus dem Blut. Lediglich Patient 5, ein Rezi-
divpatient, war im Blut PCR-negativ. In diesem Fall gelang der Leishmaniennachweis mit Hilfe der
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Tabelle 1:

Monitoring von sieben Hunden mit Leishmaniose vor, während und nach bis zu drei Therapiezyklen (TZ)
mit Glucantime®.

Hund
Nr.

1

2

3

4

5

6

7

Proben-
Material

VB
KM

VB
KM

VB
KM

VB
KM

VB
KM

VB
KM

VB
KM

vor
1. TZ

positiv*
positiv

positiv
positiv

positiv

positiv
positiv

-

positiv
positiv

positiv

während
1. TZ

negativ*

positiv

-

positiv

-

positiv

-

nach
l .TZ

negativ*
positiv

negativ
negativ

positiv

positiv
positiv

-

positiv
positiv

positiv

nach
2. TZ

_c

-

negativ
negativ

positiv

-

negativ
positiv

negativ
positiv

vor
3. TZ

-

-

-

-

negativ*
positiv

-

:

nach
3. TZ

_

-

-

-

negativ*
positiv

-

Nach-
KontrolleB

_

negativ
negativ

_

_

negativ*
positiv

-

positiv*

A VB = Vollblut; KM = Knochenmark
B frühestens 1 Monat nach dem letzten Behandlungszyklus
c keine Probennahme
* PCR-Diagnostik aus Vollblutproben ohne Aufbewahrung im Transportmedium

PCR jedoch im Knochenmark.
Nach dem 1. TZ erwies sich das
Blut bei zwei Patienten (Nr. 1,2)
als negativ. Bei Patient 1 ergab
dagegen das Knochenmark
einen positiven Befund, wäh-
rend Patient 2 auch im Kno-
chenmark negativ getestet
wurde. Bei vier Patienten konn-
te darüber hinaus ein 2. TZ
diagnostisch begleitet werden.
In diesen Fällen konnte der
Leishmanien-Nachweis nach
Abschluß der Therapie im Blut
lediglich bei Patient 4 geführt
werden. Alle anderen Patienten
waren jedoch Knochenmark
PCR-positiv. Rezidivpatient 5
erwies sich nach Abschluß des
3. TZ im Blut als negativ, im
Knochenmark dagegen weiter-
hin als positiv.

Eine genaue Übersicht ist
aus Tab. 1 ersichtlich.

Die zusätzliche Artdifferenzierung ergab lediglich bei vier Patienten vor Therapiebeginn das L.
infantum spezifische 700 bp-Produkt. Auch der Einsatz von artspezifischen L. infantum- bzw. L. ma-
yor-Sonden zur Sensitivitätssteigerung ermöglichte keine weitere Interpretation. Nach Therapieen-
de wurde keine der untersuchten Proben mehr positiv getestet (ohne Abb.).

Bei insgesamt 18 VB- und 10 KM-Proben konnte der Einfluß des Proben Versandes auf die PCR
verglichen werden. Hierbei zeigte sich, daß der Versand von Vollblutproben in einem Kulturme-
dium die PCR-Diagnostik gegenüber dem Versand von eingefrorenen Material erheblich verbessert.
Bei KM-Punktionen konnte ein solcher Unterschied nicht festgestellt werden (Tab. 2).

Diskussion Die vorliegenden Resultate belegen, daß mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auch beim Hund
ein sensitives und spezifisches Verfahren zur Diagnostik der Leishmaniose zur Verfügung steht.
Als vorteilhaft erwies sich bei fünf Patienten der Probenversand im Kulturmedium, wodurch vor
Therapiebeginn die Leishmaniose auch aus den untersuchten Blutproben mittels PCR bestätigt
werden konnte. Nach dem Therapieende war der Erregernachweis jedoch aus dem Blut allein nicht
mehr sicher zu führen. Lediglich ein behandelter Hund reagierte im Blut weiterhin PCR-positiv. In
allen anderen Fällen mußte zum Erregernachweis die Knochenmarkpunktion herangezogen wer-
den. Repräsentativ ist die begleitende Therapiekontrolle eines therapierten Hundes in Abbildung 2
dargestellt. Wie aus dieser Abbildung hervorgeht, ließ sich die Persistenz der Leishmanien letztlich
nur noch aus dem gleichzeitig entnommenen Knochenmark bestätigen. Diese Ergebnisse decken
sich weitestgehend mit den Erfahrungen beim Menschen (1). So reagierte zwar eine signifikante
Anzahl von behandelten Kala-Azar-Patienten (L. donovani) mit zumeist langer Krankheitsge-
schichte im Knochenmark positiv, im Blut dagegen in aller Regel negativ. Hieraus kann gefolgert
werden, daß nur im unbehandelten Frühstadium der Erkrankung Leishmanien im genügender An-
zahl zur PCR-Diagnostik im Blut zirkulieren.

Nach Beendigung der Therapie konnten bei sechs der sieben therapeutisch begleiteten Hunde
die Persistenz der Leishmanien demonstriert werden. Lediglich ein Hund erwies sich sowohl im
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Abbildung 2.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
aus Vollblutproben (VB) und Kno-
chenmarkpunktaten (KM) im Verlauf
der Therapie mit Glucantime® bei
caniner Leishmaniose (Fallbeispiel
Patient 6). Gelelektophorese der
Amplifikate in einem 4%-igem
Kompositgel. Das spezifische
Leishmania-Amplifikat liegt bei
lOObp.

Abbildung 2a: l. Therapiezyklus:
Oben: Spur l und 10: 100 bp-Leiter;
Spur 2: VB (Tag 0); Spur 3: KM
(Tag 0) Spur 4: VB (Tag 4); Spur 5: VB
(Tag 6); Spur 6: VB (Tag 10); Spur 7:
KM (Tag 10); Spur 8: Negativkontrol-
le (Hunde-DNA); Spur 9: L infantum
(100 pg = 1000 Zellen). Unten:
Southern- Blot Hybridisierung des
Geles mit einer spezifischen L. infan-
tum-Sonde (100 bp) im Enhanced
Chemilumineszenz-Verfahren (ECL).

Abbildung 2b: 2. Therapiezyklus:
Oben: Spur l und 10: 100 bp-Leiter;
Spur 2: VB (Tag 0); Spur 3: KM (Tag
0) Spur 4: VB (Tag 3); Spur 5: VB (Tag
6); Spur 6: VB (Tag 10); Spur 7: KM
(Tag 10); Spur 8: Negativkontrolle
(Hunde-DNA); Spur 9: L infantum
(100 pg = 1000 Zellen). Unten:
Southern- Blot Hybridisierung des
Geles mit einer spezifischen L. infan-
tum Sonde (100 bp) im Enhanced
Chemilumineszenz-Verfahren (ECL).

Blut als auch im Knochenmark als PCR-negativ. Eine zusätzliche im Monatsabstand bei diesem
Patienten durchgeführte Untersuchung sowohl des Blutes als auch des Knochenmarks blieb eben-
falls negativ, so daß der Hund bei vorsichtiger Einschätzung derzeit als klinisch und parasitologisch
geheilt angesehen werden kann.

Für die parasitologische Verlaufskontrolle der kaninen Leishmaniose hat sich gleichfalls die in
vitro-Kultivierung aus punktierten Lymphknotenpunktaten bewährt (8). Der Kulturnachweis erfor-
dert jedoch frisches, kontaminationsfreies Probenmaterial und wird zudem als zeit- und kostenin-
tensiv angesehen (20). Nach den nun vorliegenden Ergebnissen kann zur therapeutischen Ver-
laufskontrolle die PCR-Diagnostik aus Knochenmarkpunktaten als eine geeignete Alternative
angesehen werden.

Während im afrikanischen Teil des Mittelmeerraumes neben L infantum sporadisch auch L ma-
jor (21, 6) oder L tropica (9) beim erkrankten Hund nachgewiesen wurde, konnte im europäischen
Teil des Mittelmeerraumes bisher stets L. infantum als Infektionserreger bestimmt werden (6,8). Die
zur Artdifferenzierung eingesetzte PCR (26) bestätigten diese Angaben. Keine der untersuchten
Proben reagierte mit einem L mo/or-spezifischen Amplifikationsprodukt. Die Tatsache, daß nicht
mehr als vier der sieben untersuchten Hunde das für L infantum charakteristische 700-bp Produkt
zeigten, führen wir auf eine geringere Sensitivität dieser PCR zurück, da kein vor Behandlungsbe-
ginn positiv getestetes Knochenmark nach Abschluß der Therapie mit einem spezifischen Ampli-
kationsprodukt reagierte.

Zusammenfassung

Sieben Hunde mit parasitologisch gesicherter Leishmaniose wurden mit bis zu 3 standardisierten
Therapiezyklen (Megluminantimoniat, 1. und 2. Tag 50 mg/kg, 3.-10. Tag 100 mg/kg) behandelt.
Therapiebegleitend wurden Vollblut (VB) und Knochenmarksbiopsien (KM) mit einer Leishma-
nien-spezifischen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschließender Hybridisierung unter-
sucht. Alle 7 Patienten waren bei Therapiebeginn PCR-positiv (VB: 6 Hunde; KM: 7 Hunde).
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Tabelle 2:

Einfluß des Probenversandes auf die PCR-Diagnostik der
Leishmaniose.

Probenart

Vollblutproben

Knochenmarkpunkt.

Versandart

-20°C
PCR-Diagnostik

positiv negativ

2 16

8 2

RPMI-Kulturmedium
PCR-Diagnostik

positiv negativ

12 6

8 2

Bei 6 Hunden konnte nach Abschluß der Therapie Leishmanien-
spezifische DNA nachgewiesen werden (VB: 1 Hund, KM: 6 Hunde). Die
PCR erwies sich als geeignetes Mittel, um die Persistenz der Leishma-
nien nach der Therapie nachzuweisen.

Summary

Therapy monitoring of canine leihmaniosis by using
the polymerase chain reaction (PCR)

Seven dogs with parasitologically confirmed leishmaniosis were trea-
ted with up to three standardized therapeutic cycles (Megluminanti-
moniate, day 1 and 2: 50 mg/kg, days 3-10: 100 mg/kg). The dogs were

monitored using a Leishmania specific polymerase chain reaction (PCR) and hybridisation of who-
le blood (WB) and bone marrow (BM) samples. All 7 patients were PCR positive (WB: 6 dogs; BM: 7
dogs) prior to therapy. Six dogs were still positive after therapy (WB: 1 dog; BM: 6 dogs). The PCR
proved to be useful for the detection of Leishmania persisting after chemotherapy.

Schlüsselwörter

Polymerase Kettenreaktion, Hund, Leishmaniose, Leishmania in/an turn, Therapiekontrolle,
Glucantime.
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