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Sinn, Technik und Aussage von Tierexperimenten
bei der Identifizierung von
Leishmania-Infektionen des Menschen

Heinz Eberhard Krampitz

Einleitung

Tierexperimente spielen heute in der klinischen Diagnostik einer Leishmaniasis des
Menschen oder auch eines Haustieres so gut wie keine Rolle mehr. Die Sicherung der
Diagnose durch den direkten oder indirekten Parasitennachweis ist immer ohne Ver-
suchstier méglich. Leishmania-Infektionen sind in adaquaten Gewebspunktaten zu er-
kennen, wenn auch mitunter nicht immer ganz leicht. Notfalls kann eine Vermehrung
auf leblosen Nahrbdden zwischengeschaltet werden, wofur bewahrte Medien zur Verfi-
gung stehen. Alle quo ad vitam gefahrlichen, also zur Generalisation neigenden klini-
schen Verlaufsformen gehen gesetzmaBig mit der Bildung humoraler Antikérper ein-
her. Die Handhabung und VerlaBlichkeit serologischer Nachweistechniken bessern sich
zunehmend, die Antigenvermehrung in vitro bereitet keine Schwierigkeiten. Welchen
Sinn also kénnte es haben, die Moglichkeit von Parasitenvermehrungen in tierischen
Experimentalwirten in einer Zeit in Erinnerung zu bringen, in der die Verwendung von
Versuchstieren prinzipiell zum Gegenstand &6ffentlicher Kritik geworden und daher von
Fall zu Fall neu uberdacht werden sollte?

Es handelt sich um notwendige diagnostische Anliegen ganz anderer Art. Leishmania-
Infektionen sind Schul- und Standardmodelle fur die Méglichkeiten zellgebundener und
zellvermittelter Immunantworten. Nur bruchstiickweise ist dieses immunogene Orche-
ster in vitro nachzuvollziehen. Das gleiche gilt far die Zyto- und Immunpathologie, die
genetischen Grundlagen fur Empfanglichkeit, Resistenz, Immunabwehr und Reservoir-
eignung, die Prifung der Organrestriktion und ihrer Konstanz sowie die experimentelle
Chemotherapie. Die zu alledem erforderliche Lebendhaltung der Erreger kann auf
xenogenes Coreagieren und die Ermittlung der Mitbestimmung eines Tragerorganis-
mus nicht verzichten. Diesen im Rahmen der genannten Aktivitaten entbehrlich zu
machen, hat darum auch keine der modernen in vitro Methoden der Merkmalsbestim-
mung eines Leishmania-Stammes zu erreichen vermocht.

Methoden und Ergebnisse

Bei der Dauerhaltung von Laborstammen sollten sich in vivo und in vitro Methoden ge-
genseitig erganzen. Beide haben eigene Indikationen, beide ihre Vor- und Nachteile, die
hier allerdings nicht in extenso dargestellt werden sollen. Standardisierte Versuchs-
tierinfektionen kénnen z. B. auf die kurzfristige Interpolation von in vitro Kulturen dann
nicht verzichten, wenn es um die Quantifizierung von Inokula mittels der Zahlkammer
geht. Auch bakterielle Begleitkomponenten in Organsuspensionen sind durch in vitro
Passagen am sichersten zu beseitigen. Bei der Verabfolgung eines Leishmania-
stammes oder eines auf diese Parasiten zu priiffenden Organpunktates sind jeweils
adaquate Versuchstierarten und Infektionswege zu nutzen. Von allen Arten kleiner
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Laboratoriumstiere eignet sich noch immer der Goldhamster mit Abstand am besten
fur Stammisolierungen und fortlaufende Stammhaltungen. Je nach Parasitenart und
Fragestellung bieten sich 4 Infektionsrouten an: Sub- oder intrakutan, intraperitoneal,
intralineal und intrakardial oder intravenos.

Fur eine kutane Infektion werden Nase, Ohren und Pfoten empfohlen. Je nach lokaler
Routinetradition wird bald der eine, bald der andere Verabfolgungsort propagiert. Son-
derlich tauglich sind sie alle nicht, zumindestens nicht fur die Erreger altweltlicher
Leishmaniasen, von denen hier ausschlieBlich die Rede sein soll. Die Inokulations-
volumina, die an einer der genannten Stellen untergebracht werden konnen, liegen weit
unter einem halben ccm, was speziell bei Organsuspensionen nicht opportun und prak-
tikabel ist. Wir bevorzugen deshalb die Unterlippe, in der sich Raum far 0.5—1.0 ml Ino-
kulum findet. Voraussetzung ist, daB weit lateral eingestochen wird und die Nadel-
spitze subkutan nach medial bis in die Lippe vorgeschoben wird, ohne diese zu durch-
stechen. Bei Verwendung anderer Rezeptorarten kann analog verfahren werden. Je
kleiner jedoch das Kdrpervolumen, um so prekarer wird das Problem angemessener
Verimpfungsvolumina. Wichtig ist immer die gute Einsehbarkeit der zu beimpfenden
Hautpartie. Seit langem gilt bei Mausen die schitter behaarte Gegend der dorsalen
Schwanzwurzel als besonders glunstig. Bei der haariosen Variante der Labormaus
haben vergleichende Prafungen ergeben, daB jede Korperstelle fur eine experimentelle
Hautleishmaniase gleich gut geeignet ist (Scheffer 1980). Unsere anfangliche Hoff-
nung, Nacktmause kénnten sich bei der serienméaBigen Passagehaltung von L.tropica
oder L.major dem Goldhamster tberlegen erweisen, hat sich aus mehreren Grunden
nicht erfullt. Es lassen sich aber auf der Haut von haarlosen Mausen "Orientbeulen’ er-
zeugen, deren makroskopischer Aspekt und Verlauf den durch die gleichen Erreger
beim Menschen erzeugten Léasionen taduschend &dhneln. Nach der Verimpfung von
Leishmanien der beiden genannten Arten aus einem Hautulkus des Menschen in oder
unter die Haut eines Tierwirtes entsteht in loco ein Granulom, das meistens unter Mit-
wirkung von Bakterien einschmilzt und abszediert. Die Leishmanienvermehrung und
deren Aufldsung in Residualnester erfolgt wie bekannt, vorzugsweise in den wulstigen
Randpartien des entstehenden Ulkus.

Bei den Lashmania-Stammen des Donovani-Komplexes, deren hervorstechendstes
Merkmal die Fahigkeit zu mehr oder minder progressiver Besiedlung der phagozytieren-
den Gewebselemente innerer Organe ist, gilt der intraperitoneale Infektionsweg als der
geeignetste. Alle Einwande, die gegen diesen erhoben werden, erscheinen wenig stich-
haltig. Injektionen begrenzter Volumina direkt in den Kreislauf oder die Milz erfordern
mehr Aufwand, operatives Geschick und Ausfalle an Versuchstieren, bringen aber nur
bei bestimmten Fragestellungen Vorteile. Wir haben auch kleine und kleinste Leish-
maniazahlen in suspektem Material nach i.p. Verimpfung auf Goldhamster in diesen
vermehren koénnen. Mitunter empfiehlt sich in solchen Fallen 6—7 Wochen p.i. eine
Leber-Milz-Blindpassage anzuschlieBen, wenn das Ergebnis noch nicht klar genug er-
scheint.

Die Konstanz der offensichtlich genetisch fixierten organotropen Eigenschaften von
Leishmania-Stammen ist unabhangig von der Art des Experimentalwirtes. Passage-
haltungen in Nagetieren entweder kutan oder viszeral sind im amastigoten Stadium
jahrelang moglich, ohne daB die Parasiten sich dabei pl6tzlich eines anderen besinnen
und an Korperstellen vermehren, die ihnen bislang keine Daseinsmaoglichkeiten boten.

Eine wiederholt gemachte Beobachtung muB hier genannt werden. Sie betraf immer
Angehorige der Art L. infantum aus unseren bevorzugten mediterranen Feriengebieten.
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Wir haben bisher von dort und den Landern des Mittieren Ostens 10 verschiedene
Stamme aus Orientbeulen in vivo zu isolieren versucht. 7 davon waren muhelos und ad
infinitum im Goldhamster kutan zu passieren, 3 Sideuropéder (Malta, Elba und Spanien)
gediehen dagegen von der ersten Labortierpassage an ausschlieBlich und bestandig
sehr gut viszeral. Beim Versuch sie kutan zu passieren gingen sie zugrunde. Die Uber-
prifung der Krankengeschichten ergab keine Hinweise auf eine vielleicht jungst tber-
wundene oder eine noch subklinische fruhe interne Verbreitungsform in Donorpatien-
ten. Neuerdings sind mehrfach auf dem Wege Uber die Analyse der Enzymausstattun-
gen ebenfalls zwingende Indizien dafur erbracht worden, daB L. infantum auch eine
reine Hautleishmaniasis erzeugen kann, ohne sich bei solchen Patienten gleichzeitig
fur die inneren Organe zu interessieren (Rioux et al. 1980, Lanotte et al. 1981, Portus et
al. 1982, Morillas Marquez & Sanchis Martin 1982). Unsere Tierversuche zeigten das
schon seit Jahren (Krampitz et al. 1977, Krampitz 1981). Diese Erfahrungen veranlaBten
uns routinemaBig jeden "Wildstamm”, der aus einem Patienten gewonnen werden
konnte, in Goldhamstern paraliel sowohl kutun wie viszeral in Passage zu schicken.
DaB diese Chance einen primar viszeralen Stamm je dazu verleitet haben kénnte, sich
plétzlich anders zu orientieren, haben wir nie erlebt.

Doch auch diese Feststellung will interpretiert sein. Auf meine Anregung hin prufte
Krause (1976) die wichtigsten einheimischen Wildnagetierarten, die wir zuvor in Gefan-
genschaft vermehrt hatten, auf ihre Eignung als Wirte fur L. donovani. Als wichtigstes
Ergebnis wurde die einheimische Rétel- oder Waldwihimaus (Clethrionomys glareolus)
als natzlicher Experimentalwirt fur viszerotrope Leishmania-Stamme erkannt. Im Ge-
gensatz zum sehr vulnerablen und zudem zur Amyloidbildung neigenden Goldhamster
Uberlebt dise Wihlmaus einen fur den Hamster binnen 2—3 Monaten tédliche i.p. In-
fektion mitunter langer als ein Jahr. In den Spéatphasen solcher Infektionen kommt es
regelmé&Big zu einem massiven symptomatischen Befall der Haut und der Schieimhéau-
te. Die Tiere verlieren dabei groRe Teile des Haarkleides und leiden an chronischer Kon-
juntivitis. Gleichzeitig geht die Intensitat des Parasitenbefalls der inneren Organe
merklich zurlck, ohne indessen jemals ganz zu erléschen. Alle 11 bisher in Rételméau-
sen gepruften Stamme des L. donovani-Komplexes, isoliert aus Orientbeulen, Kala-
azar-Patienten oder viszeral infizierten Hunden aus nahezu dem gesamten altweltli-
chen Verbreitungsgebiet der Parasiten zeigten diese Tendenz der massenhaften
spéten Ruckkehr in die Peripherie. Die Anzahl der vorausgegangenen Labortierpassa-
gen war dabei chne Belang. Die Okotypen des Parasiten aus der Haut kénnen sich bei
experimenteller Weiterverimpfung auf einen empfanglichen Neuwirt in diesem primar
nur viszeral ansiedeln und vermehren. Erst in den Spatphasen dieser Infektion beginnt
dann sicher reproduzierbar das Streuen in die Haut von neuem. Nach direkter intrakuta-
ner Subinokulation geht der Stamm in foco zugrunde. Die habituelle Tendenz zur tem-
poréaren Massenexkursion ins Tegument hat wie der analoge Vorgang beim Menschen
nichts mit den prinzipiell viszerotropen Eigenschaften der Stamme zu tun, die durch
diese Extravaganz unberthrt bleiben. Es lassen sich also keine Substamme mit aus-
schlieBlicher und konstanter kutaner Orientierung abzweigen (Krampitz 1981). Das
histologische Hautbild des Post-Kala-azar-Dermal-Leishmanoids (PKADL) entspricht
bei der Wiuhlimaus nicht dem der analogen Erscheinung des Menschen. Immerhin ist
experimental beweisbar, daB linguale, bukale und konjunktivale Schleimhautlokalisa-
tionen von Leishmanien zum Spéatbild der viszeralen Leishmaniasis durch L. donovani
gehoren kénnen.



Diskussion

Stauber (1973) gab einen Uberblick Gber das Reaktionsspektrum, das bei verschiede-
nen Versuchstierarten nach Infektion mit Leishmanien zu erwarten ist. Dieses Spek-
trum sei breit, die Variation groB. Inzwischen hat man lber die genetischen Hinter-
griunde von Empfanglichkeit und Resistenz bei Versuchs-Nagetieren mehr gelernt
(Gorczynski 1982), ohne daB sich etwa dadurch die verunsicherte taxonomische Situa-
tion innerhalb der Gattung Leishmania beruhigt hatte. Naturlich ist der Mensch ein un-
geeignetes Medium, wenn es um die Beantwortung und Bewertung wirtsinduzierter
Eigenschaften von Parasiten geht, fir die er ontogenetisch und phylogenetisch nur
eine Nebenrolle spielt. Die zoosystematisch illegitime Basis der Artunterscheidung
und -benennung bei den menschenpathogenen Leishmanien hat sich jedoch in der
tropenmedizinischen Praxis im groBen und ganzen bewdahrt und vor aliem noch keinem
Patienten geschadet.

Sie steht auch in keinem untberbriickbaren Gegensatz zu den modernen Methoden der
Art- und Unterartbestimmung, zumal diese im Feld nicht praktikabel sind (Williams &
de Vasconcellos Coelho 1978). Zwei Dinge seien hier noch einmal unterstrichen, die kei-
ne auch noch so umfangreiche kasuistische Dokumentation evident machen kann. Das
stellenweise sogar gehaufte Auftreten von mukokutaner Leishmaniasis vor allem in ge-
wissen Trockengebieten der alten Welt erschuttert die konventionellen Vorstellungen
von der geographischen Verbreitung von L. braziliensis keinesfalls. Es ist klinisch und
parasitologisch etwas anderes und darf, inzwischen durch zahlreiche Publikationen ge-
statzt, als Teil einer Post- oder Para-Kala-azar Symptomatik gelten. Der Tierversuch
kann die Deutung stitzen. Ein damit zusammenhé&ngendes Ergebnis unserer Tierversu-
che kann ebenfalls in die Praxis transponiert werden; Manson-Bahr (1973) sah einige
Probleme in der geographischen Verteilung des Post-Kala-azar-Leishmanoids. Es zeigt
offenkundig innerhalb des nattrlichen Vorkommensgebietes von L. donovani eigene
Fundpunktmassierungen, als ob es mit der ausldésenden Parasitenart wenig zu tun
hatte. Die Bereitwilligkeit zur spaten Hautorientierung und zunehmender Massen-
ansammlung in der Peripherie, verbunden mit einem allmahlichen Riuckzug aus den
inneren Organen, ist aber ein festes Merkmal aller Stamme des L. donovani-
Komplexes, sofern man nur geeignete Indikatoren wahlt. Die ungleichméaBige geogra-
phische Verbreitung des PKADL beim Menschen, so wie man es aus Indien kennt
(Girgla et al. 1977) durfte kaum mit Verhaltensunterschieden der Erreger zusammen-
hangen, wohl aber kénnte die Symptomatik der spaten Hautorientierung der Parasiten
in verschiedenen endemischen Gebieten xenogen modifiziert werden.

Zusammenfassung

Es wird tiber das methodische Vorgehen und einige Beobachtungen berichtet, die den
Versuch einer Laborhaltung von Leishmania-Stammen in kieinen Nagetieren natzlich
machen. Dabei ging es vorrangig um die Ermittlung wirtsinduzierter Eigenschaften, die
zum vollstandigen Merkmalskatalog eines Erregerstammes gehdren. Gearbeitet wurde
ausschlieBlich mit Isolaten, die im Laufe der Jahre aus Organpunktaten von Patienten
bekannter Herkunft und Exposition stammten. Die Rolle des Goldhamsters als Ver-
suchstier der Wahl sowohl fur Erstisolierungen wie fur Passagehaltungen von
Leishmania-Stammen aller Art ist unterstrichen und verschiedene bewahrte Infektions-
arten sind genannt. Auch der haarlose Zuchtstamm der Labormaus und die einheimi-
sche Rotelmaus kdnnen bei der Bestimmung von Stammeigenschaften von L. tropica
und L. donovani gute Dienste leisten. Herausgehoben und diskutiert ist das massen-
hafte Auftreten von L. donovani in der Haut und den Schleimhauten geeigneter Ver-
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suchstiere in den Spatphasen einer viszeralen Infektion und die Fahigkeit von L. in-
fantum-Stammen aus dem Mittelmeergebiet in erwachsenen Menschen nur eine
Orientbeule zu prodzieren, ohne dabei gleichzeitig die inneren Organe zu besiedeln,
wie sie es sofort nach Ubertragung auf das Versuchstier tun.

Summary
Methods and value of animal experiments for the identification of human
Leishmania infections.

Some observations are described concerning the determination of biological patterns
of Old World Leishmania strains administrated directly from patients into laboratory
rodents. The amastigots (10 cutaneous, 11 visceral) have been collected systematically
from German travellers or their dogs returning from Southern endemic areas. Apart
from Syrian hamsters, the most susceptible animals for the isolation and consecutive
maintenance of strains, nude mice und European banc voles has been proved to be
suitable in vivo cultivations and the determination of some biological properties of a
given strain. To test its inborn side selection abilities, experimental animals seems to
be indispensable. Two common experiences are confirmed and discussed; L. infantum,
like parasites can be found in and isolated from human oriental sores but grow in
receptor animals exclusivly viscerally. Secundly all strains of the L. donovani complex
immigrate, when administrated intraperitoneally to banc voles in late phases of this in-
fection massively the skin and mucuous membranes. This can be diagnosed by loss of
the hair coat and conjunctivitis. As in the case of human PKADL no cutaneous sub-
strains can be separeted from such rodents. The ecotypes of the parasites from the
host bodies surface remain true visceral Leishmanias.
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