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I. Einleitung 1

|. EINLEITUNG

Die kanne Leishmaniose, eine weltwererbreitete Zoonosegewinnt auch in
Deutschland immer mehr an Bedeutung. Hierflir zutraglich ist deelanende
Import von Hinden aus dersudlichen Ausland, jedoch ebenso die Tatsadhgs
Hundezur Urlaubszeitimmer haufigemit ins endemische Ausland reisefine
nicht zu unterschatzende Aatd anHunden kommt domnit Protozoerdes Genus
Leishmanian BeruhrungDesweiteren splt im Rahmen der globalemiarmung
die zunehmede nordliche Ausbreitung vondekten der Gatturighlebotomusien
bislang eizigensichemachgewiesenen Ubertragern der Leishmaniose Heind
eine immer wichtiger werdende RallBurch denimport von Hunden aus dem
endemischen Ausland und der zunehmenden Ausbreitung des Lebendexums
Phlebotomuspp.sind mittlerweileauchautochhone Infektionemmit Erregern des
Genus Leishmania in bislang nicht endemischerRegionen nicht mehr
auszuschlieBe(MENN etal., 2010,MAIA et al., 2015)

Die Diagnose der Leishmaniose beim Hund stellt den Untersucher regelmaRig vor
diagnostische Hurden. Auf der einen Seuterdenindirekte Nabweisverfahren

wie ImmunofluorescencéAssays (IFA) oder Enzymlinked Immunosorbent
Assays (ELISA)zum Nachweis spezifischer Antikdrper verwen@edr Zeitpunkt,

ab dem eine Infektion rmidem Erreger mittels Antikorpédachweisverfahren
bestatigtwerden kann, ist jedochariabelund schwankt zwischen vier Wochen
(experimentelle Infektio) (MORENO & ALVAR, 2002)drei Monata (naturliche
Infektion) (QUINNELL et al., 2003) und drei Jahremattrliche Infektion)
(SOLANO-GALLEGO et al., 2005). Zudem ist davon auszugehen, dass einige
sicherinfizierte Hunde ein Leben lang keine nachweisbakerikorper bilden
(SOLANGO-GALLEGO et al., 2004 LEONTIDESet al., 2002 Bei den direkten
Nachweisverfahren steht heutzutage die Polysedfattenreaktion (PCR)m
Vordergrund Der direkte Erregernachweis mittels PG&nn jedoch nur in
spezialisierten Latrs durchgefiihrt werden Schnelltests zum direkten
Erregernachweis mittels PCR wirdeime interessant@lternative darstellenda

sie direkt in der Praxis durchfuihrbar warBiese Studie soll daher die Sgvitat

und Spezifitdt eineBCR Schnditests zir Diagnose dekeishmaniosdéeim Hund
ermitteln und Aussagen zu Praktikabilitat und Brauchbarkeit im klinischen Alltag

treffen.
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ll. LITERATURUBERSICHT
DIAGNOSE DER KANINEN LEISHMANIOSE

1. Bedeutung von Hunden als Reseoir

In mehr als 80 Landern sindeishmanien, vertreten durch verschiedene
LeishmaniaSpezies (spp.) endemisch anzutreffen. Hierzu  zéhl
Mittelmeerlander, aber audménder inStudamerika, Asien und Afrika. Jahrlich
treten beim Menschen weltweit etwa zwei Millionen Neuinfektionen aufdeoen
die Halfte Kinder betreffen (BHATTACHARY At al., 2006). \Eltweit sindmehr
als zwolfMillionen Menschen mit Leishmanien infiziert, von den&hlich bis zu
40.000an den Folgen der Leishmaseversterben (ALVARet al., 2012)Gemali
World Health Oganization (WHO)wird die Leishmaniose als eine der funf
weltweit wichtigsten endemischen parasitaren Inéelgkrankheiten gefihrt ural
Bezug auf die Sterberatediglich von Malaria UbertrofferRund 350 Millionen
Menschen wltweit haben zudem ein hahRisiko, mit Leishmanien infizierzu
werden und zu erkranken (BERH al., 2008)Der Hund wird nach wie vor als
wichtigstes Resevoir fir die Ubertragung Mogishmania infantuniL. infantumn)
und Leishmaniachagsi (L. chagasj angesehen (GRMICCIA & GRADONI,
2005) und Schatzungen zur Folge sind allein sideuropaischen Raum bis zu
zweieinhalbMillionen Hunde nit Leishmanien infiziert (MORENO & ALVAR
2002).

Der Mensch ist empfanglich fir Infektionen durch eine grol3e Anzahl an
Leishmaniaspp. Dies musisei der durchzufihrenden Diagnostik Berticksichtigung
finden. Dabei gibt ekeishmaniaspp., die flr eineniszerotropenginenkutanen
und einen mukokutanenKrankheitsverlauf in Frage kommefHERWALDT,
1999) Bei den kutanen und mukotanen Leishmaniosadimen konnen wiederum
weitere Unterdrmen unterschieden werdebDie Abgrenzungersind hierbei oft
flieRend(Tabelle ). Die meisten der viszeralen Leishmaniosefélle werden beim
Menschen durchLeishmania donovani (L. donovani sowie L. infantum
hervorgerten. Jedoch kann auch jede andessshmnaniaspp. (z.B. Leishmania
tropica (L. tropica) und Leishmania amazonensifL. amazonens)y die
normalerweise eine kutaheishmaniose hervorruft, potee#t eine viszerale Form
auslésen und umgekehrHERWALDT, 1999 READY et al.,, 2014).Neben

Infektionen durchL. infantumund L. donovanisind beimMensch Infektionen



I1. Literaturtibersicht 3

durchL. tropica(MAGILL et al., 1993 ALBORZI et al., 2008, Leishmania major
(L. majon (DA SILVA et al.,, 1989),Leishmania mexicangL. mexicana
(VELASCO et al., 1989)L.. amazonensi€COSTA et al. 1986; GRIMALDI et al.,
1989; LUCAS et al., 1998),eishmania braziliensié.. braziliensi3 (COSTA et
al., 1986; GRIMALDI et al. 1989; CARVALHO et al., 1994)Leishmania
aethiopica(L. aethiopica (AKUFFOet al., 1997; VAN GRIENSVEN et al., 2016),
Leishmania panamanengis. panamanens)]YGRIMALDI et al., 1989; OSORIO
et al., 1998; HASHIGUCHI et al., 2018)eishmania guyanens(&. guyanensis
(SANTRICH et al., 1990; COUPPIE et al., 2004; HASHIGUCHI et 2016),
Leishmania shawi(L. shaw) (SHAW et al.,, 1991)Leishmania lainsoni(L.
lainson), Leishmania naiffiand(L. naiffiand (HASHIGUCHI et al., 2017)
Leishmania venezuelengis. venezuelengigHERWALDT, 1999, Leishmania
peruviana (L. peruviand (HERWALDT, 1999 sowie Leishmania pifanoi(L.
pifanoi) (CONVIT et al.,, 1972) beschrieberDas Krankheitsbild und der
Gewebstropismus richten sich dabei nach der jeweiligershmania spp.
(Tabellel).

Tabelle 1: Formen det.eishmanose des Menschenit denverantwortlicherLeishmania
(L.-) SpeziefHERWALDT, 1999 READY et al., 2014

Viszerale Kutane Kutane Neuwelt Mukosale Rezidivierende | Diffuse kutane

Leishmaniose

Altwelt -
Leishmaniose

Leishmaniose

Leishmaniose

kutane
Leishmaniose

Leishmaniose

L. infartum L. infantum L. chagasi L. braziliensis L. tropica L. aethiopica
L. chagasi L. donovani L. mexicana L. panamanensis | L. major L. mexicana
L. donovani L. tropica L. amazonensis L. guyanensis

L. tropica L. major L. venezuelensis | L. amazonensis

L. amazonensis| L. aethiopica L. braziliensis

L. panamanensis
L. guyanensis
L. peruviana

Im Rahmen der zunehmenden globalen Erwarmung erweitert sich der Lebensraum
der Sadmicke in Europaordwarts und reicht mittlerweile in Natdlien bis zu
den Alpen (MAROLIet al, 2008) sowie in Frankreich und Spanigs zu den
Pyrenden AMUSATEGUI et al, 2004; CHAMAILLE et al., 2010, welche im
Moment noch eine geographische Grenze dédesteJedoch nimmtdurch den

zunehmenden Import von Hunden aus dem endemischen Auslaied&sen ins
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endemische Ausland mit Hukée Anzahl von Leishmanioseféllen beandauch

in nicht endemischen Landerwie Grol3britannien oder Deutschlarsietig zu
(METTLER et al., 2005; SHAW et al., 2009; MENN et al., 201.0Damit steigt
das potenziee Risiko fir autochthone Infektionen. likisch erkrankteoder
infizierte Hundesind auchals potenzielles Problem der Volksgesundraith in
nicht endemischen Gebieteron zunehmender Bedeutung (SHA&Val, 2009).
Deshalb steigt, auch im Sinne der lksgesundheit,der Bedarf an schnell
durchfihrbaren und sicherediagnostischen Testgur Identifizierung einer
Leishmaniemfektion beim Hund Gerade schnell durchfiihrbare Testmethoden,
die sowohl der Diagnose eindreishmaniaspp-Infektion, als auch eier
Speziesidentifizierung dienesind dringend notwendig, genauso wie geeignete
Therapie, Prophylaxeind Kontrollmafinahmen, die sicher, effektiv, bezahlbar und
einfach durchfuhrbar sind (HERWALDT, 1999)Eine groBe Anzahl an
verschiedeneifestverfahrenst sowohl fir den Menseh als auch fur den Hund
auf dem Markt erhaiith, jedoch sindnicht alle Testmethoden gleichermalfien
zuverlassig und geeigngRODRIGUEZCORTES et al.,, 2013; SOLANO
GALLEGO et al., 2014)Bei der Wahl der Testmethogdirekter Erregmachweis
oder indirekter Erregernachwgisussder Infektionszeitpunkt mitberticksichtigt
werden, um aussagekréaftige Ergebnisse erwarten zu kOoiS8@LANO-
GALLEGO et al.,2001a LEONTIDES et al., 2002MORENO & ALVAR, 2002;
QUINNELL et al., 2@3; SOLANOGALLEGO et al., 200%

2. Nachweis von Leishmaniefinfektionen

Es gibtkeine klinischen oder labordiagnostischen Veranderungentlidieine
Leishmaniaspp-Infektion beim Hundals pathognomonisch erachtet werden
konnenDie Leishmaniose beim Hurdinnsehrunterschiedliche Verlaufsformen
annehmenvon subklinischen Infektionen bis hin zu schwerwiegender klinischer
Erkrankung mit tédlichem Ausgan@OLANO-GALLEGO et al., 2009) Neben
einer Vielzahl unspezifischer klinischer Auffalligkeiten (nter anderem
gereralisierte Lymphadenomegml Gewichtsverlust, vermindertelAppetit,
Apathie blasse Schleimhaute, Splenomegalie, Polyurie/Polydipsie, Fieber,
Erbrechen, Durchfall) undabordiagnostischeAbnormalitdten(unter anderem
Hyperglobulindmie, Hypalbuminamierrgedrigtes Albumin/GlobulisVerhaltnis,
geringgradige bis mittelgradige emenerative Anamie, Leukozytose oder

Leukopenie, Thrombozytopenie und/oddérrombozytoathie, Proteinurie, renale
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Azotamie, Erhdhung voheberenzymaktivitdten) treten bei einegishmaniose
haufig Hautveranderungen i 8 OLANO-GALLEGO et al., 2011).

Dass eine Infektionjedoch nicht zwangslaufig mit einer klinischen Erkrankung
einhergehemuss, spiegelsich in einer hohen Anzalaln subklinischinfizierten
Hunden wide(SOLANO-GALLEGO et al., 200% BANETH et al., 2008 Bei
begrindetem Verdachsind indirekte und direkte Erregernachwessfahren
notwendig, um eine Leishmanioseu bestatigen oder gegebenenfalls
auszuschlieBe(MAIA & CAMPINO , 2008).

Menschen sind fiir eine ganze Rettua Leishmaniaspp. empfanglichder Hund
jedoch hauptséachlicliiir zwei SpeziesIm europaischen Mittelmeerraum sind
Hunde ausschlie3lich mit. infantuminfiziert (MORENO & ALVAR, 2002;
BANETH et al, 2008; SOLANGGALLEGO et al, 2011). In Sédund
Mittelamerika wird die Leishmaniose beim Hund hauptsachlich durdmagasi
hervorgerufen (DANTASTORRES, 2007), wobei beidd.eishmania spp.
phylogenetisch eng miteinander verwandt sind (TUON et al., 2008Jidamerika
konnen Hunde zuderseltendurch L. braziiensis infiziert werden (DANTAS
TORRES et al., 2017)n Nordafrika und dem Mittleren Ostesind bei Hunden
neberL.-infantumInfektionenvereinzeltauch Infektionen mit. major(BANETH
et al., 2016; BANETH et al., 2018pwieL. tropica(GUESSOUSIDRISS et al.,
1997; BANETH et al.,, 2014; BANETH et al., 201BgschriebenFir andere
Leishmaniaspp. ist der Hundkaum empféanglich und spielt bei der modien
Ubertragungauf denMenscten eine untergeordnete Rolle (DANTABORRES,
2007).

2.1. Indirekte Nachweisverfahren

Einmal infizierteHunde eliminieren Leishmaniarach einer Infektion vermutlich
nie mehr(NOLI & AUXILIA, 2005). Deshalbhatder indirekte Erregernachweis
fur die Diagnose und Therapiekontrolleeim Hund eine deutlich gil3ere
Aussagekraftals n der humanmedizischen Leishmaniosefnostik. Beim
Menschenkénnentrotz erfolgreicherTherapiemit Erregereliminationndirekte
Nachweisverfahren Gber einen relativ langen Zeitranoch positiv ausfallen, was
den Nutzen von indirekten Nachweisverfahrear Therapiekontrollestark
einschrankt Bei den indirekten Nachweismethoderwird zwischen

Nachweisverfahren einer humoralen und zellvermittelten Immunantwor
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unterschiederEs musdertcksichtigt werden, dass der indirekteegermchweis
nicht die tatséhliche Anwesenheit von Leishmanien detektiert, sondern die
Immunreaktion, die im betroffenen Wirt ausgelost wird (MAIA & CAMPINO
2008)

2.1.1 Nachweis von Antikorpern

Beim Antikdrpernachweisrerden antigenspezifiscitikorper detektiertSelten
kann auch eine Antikdrpelkreuzreaktion aufTrypanosomerzu einen positiven
Ergebnis fihrenDies tritt vor allemdann auf,wenn Leishmana-Rohantigene
eingesetzt werdefPORROZZI et al., 200SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Die Pravalenz von subklinisch infizten Hundenin endemischen Regionast
haufig deuich hoher als die Antikérppravalenz und die Pravalenz der
Erkrankung(BANETH et al., 2008)Bei Hunden die im Antikdrperteshegativ
sind,kanndaher eine Leishmaniose nidither ausgeschlossen werderStudien

in denen Hunde experimentell mit Leishmanien infiziert wurde@mnte gezeigt
werden dass egwischen einem Monat urdtei Jahren dauern kanois ein Hund
nach Infektiommachweisbare Atkorper bildet (MORENO & ALVAR 2002).Bei
natdrlichen Infektionen dauert es in der Regel drei Monalgs mit der
Nachweisbarkeit von Antikérpergerechnet werden kann (QUINNEL&t al.,
2003). Bei manchen Hunden dauert diedoch bis zu drei Jahre (SOLANO-
GALLEGO et 4., 2005). Daruber hinaugibt esinfizierte Hunde die lebenslang
keine spezifischemntikorper bilden Dies wird durch Studien untermauertn
denen gezeigt wurde, dass in endemisdBehieten be63,0 %deruntesuchten
Hunde eine Leishmanieninfektionittels direktem EregernachweisRolymease
Kettenreaktion RKPCR) Dbestatigt werden konnte, wohingegen der
Antikdrpernachweis bei mul2 13 % der untersuchten Hundpositiv war
(SOLANO-GALLEGO et al., 200f; LEONTIDES et al., 2002)Bei subklinisch
infizierten Hunden deren Immunantwor vorwiegend zellular T-Helfer-
Zelle- (Th-) 1-Immunantwort) statt humoral (¥2Immunantwor} ausfallt, sind
haufig keineAntikérper nachweisbgBARBIERI, 2009.

In den letzten Jahren wurden Leishmanibapfstoffe fir Hundeauf dem
brasilianischen un@uropaiscen Markt verfigbarDie meisten deAntikorper
nachweisenden TestgImmunofluorescence Assay (IFA), Enzyinaked

Immunosorbent Assay (ELISA) kbnnen nicht zwischen Impfantikérpern
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(Impfstoffe basierend aufL.-infantum und L.-donovaniProteinef), und
Infektionsantikorpernunterscheiden(SOLANO-GALLEGO et al.,, 2017) Die
Etablierungeines neuen Leishmanio$epfstoffs fir den Hund, basierend auf dem
Q-Protein, einem rekombinanten Protein bestehend aus funf Fragmenten eines
intrazellulareri_.-infantumProtens, erwiesich ds geeignetum mit den gangigen
antikorpernachweisenden Methoden zwischen imysfd Infektionsantikorpern
unterscheiden zu koénneCARCELEN et al.,, 2009).Der Impfstoff aus
rekombinantenProtein Q augragmenten voh. infantum(L. infanum MON-1),
Letifend® (Laboratorios Leti, Spain)st seit April 2016 auchuf demeuropéischen

Markt erhaltlich.

Zum Antikérpernachweis werden Verfahren zum qualitativen sowie quantitativen
Nachweis unterschiedebDie gemessenéAntikdrperkonzentratiorkann zusammen

mit Klinischen und labordiagnostischen Auffalligkeiten herangezogen werden, um
eine Einteilung in InfektionsstadienorzunehmenSOLANO-GALLEGO et al.,
2017). Hohe Antikérperkonzentrationen mit entsprechenden klinischen
Symptanen gelten als bweisend fur eineklinisch manifesteLeishmaniose
(Abbildung ) (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; SOLANGGALLEGO et al.,
2011; SOLANQOGALLEGO et al., 2013
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Hunde mit klinisclen Anzeichen und/oder labordiagnostiscAbmormalitaten, die

mit einer Leishmanioseereinbar sind

A 4

positiv < guantitative Antikérpernachweis > negativ
A A A
hoch niedrig [ )  zytologische/histologische Untersuchunglg{ anhaltender Verdacht
A 4
< ja l— LeishmaniaAmastigote nachweisbar
< positiv nein
\ 4 \ 4 A\ 4 A 4

Leishmaniose bestatigt

Abbildung 1:

Empfehlung flr

(Knochenmark, Lymphknoten,
Milz, Haut, Konjunktiven)

Reattime PCR L »| negativ

—»

andere Ursachen

das diagnostishe Vorgehen bei Hunden mit

Leishmanioseverdachtmodifiziert nachSOLANO-GALLEGO et al, 2011( ALei shVe't
guidelines
Kettenreaktion

Der Originalartikel liegt im Ope#\ccessvor und wird unter den Bedingungen der

for the practi ca)). PORaRPaymerase nt

CreativeCommonsAttribution-Lizenz zur Verfligung gestellt.

(http://creativecommons.org/licenses/byj2.0

2.1.1.1 Labortests

Zum Antikorpernachweis werddreutzutage vorwiegender IFA und ebensaler

ELISA zur

Leishmanios#iagnostik eingesetz Sie

finden sowohl bei

Screeninguntersuchungen endemischen Gebietesls auch zurindividuellen
Leishmaniosediagnostiknwendung(MAIA et al., 2009ARRUDA et al., 206).
Darlber hinaus werdatie Durchflusszytometrie und deirdkte Agglutinatiogest
(DAT), sowie Counterimmunoelektrophorese (BARBOSA at, 1973,
Immunodiffusionsassays (BERNADINA et al., 1997) odbir Western Blot
(FERROGLIO et al., 2007um Antikérpernachwes eingesetztDieseMethoden

finden jedoch keine routinemaflige Anwendung und werden hauptséchlich fur

experimentelle Studien eingesetzt (MAIA & CAMPINO, 2008).

of

ca
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2.1.11.1 Immunofluorescence Assay

Das Prinzip des IFA beruht auf dem Nachweis vAntikdrpern mittels
Fluoreszenzreaktion. Als Antigenverden meistLysate des ganzen Parasiten
verwendet.Das Antigen ist an eine feste Phase gebunden. Im darauffolgenden
Schritt werden die spezifischen Antikdrper mit Fluoreszenzfarbgelbppelten
Zweitantikdrpern sichtbar gemacht (indirekte Immunfluoreszenz). Folglich kbnnen
unter dem Fluoreszenzmikroskop die gebundenen Antikorpgektoet werden.

Ein Signalunterschied lasst hierbei positive von negativen Proben unterscheiden.
Zur Quantifizierung derAntikrper mussen von der jeweiligen Serumprobe
Verdiinnungsreihen angefertigt werden. Die Verdunnungsstufe, bei der die
Farbreaktion unter dem Mikroskop noch nachgewiesen werden kann, bestimmt den
Antikorper-Titer (PALTRINIERI et al., 201D Der cutoff-Titer zur
Unterscheidung zwischen positiven und negativen Ergebnisse variiert von Labor zu
Labor und liegin der Regekwischen 1:40 und 1:160 (FERROGLIO & VITALE,
2006).

Der IFA wurde in der Literatur mit hohenSensitivitdten und Spezifitaten
beschriebennd galtt r adi t i onel | als AGol dstandardn d
Tests zur Diagnose deeilshmaniose beim Hunl@dAFFARONI et al., 1999)Von
einigen Autorenwird er immer nochals Referenzdiagnostikmethode fur Labors
beschrieben (PALTRINIERI et al., 201 Der hohe Arbeitsaufwandie subjektive
quantitative Befundinterpretaticsowie die Abhéngigkeit von défrfahrungdes
Untersuchenden schmalejedoch die Prakikabilitat dieser MethodeSWETS,
1988;MAIA & CAMPINO , 2008).Dartiber hinaus variieren d&ensitivitaten und
Spezifitdten dieser Methoden Studie zu Studistark,weswegen die Bezeichnung
al s di agnost i s c iiberdachtAv@aénd mussa (RORRIGUEZ
CORTES et al.,, 2013)(Tabelle 2. Trotzdem nimmt der IFA,gerade in
endemischen Gebietenach wie vor einen hohen Steilgert ein. Ri staatlichen
Uberwachungsund Kontrollprggrammerwird meistauf diese Art desdirekten
Erregernaclveises zuriickgegriffen, um imferte Hunde zu identifizieren
(ARRUDA et al., 2016)Der IFA wird auchfir egdemiologische Studien sowie in
der klinischen Praxifiir das Therapiemonitimg eingesetztDie Sensitivtat des
IFA wird mit Werten bis z100% beschriebenANCIANTI & MECIANI, 1988;
CIAMARELLA et al., 1997 SILVA et al., 2006. Bei klinisch erkrankterTieren
erwiessich der IFA als sehr sensitiM@®0,0% Sensitivitd) und spezifische(100%
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Spezifitd) Test (Bestatigungder Infektion durchKultur und/oder PCR von
LymphknotenaspiratenBei asynptomatischen Tierefiel die Sensitivitat mit nur
29,4% jedoch deutlich gengeraus(METTLER et al., 200%). Dies bestétige sich

im direkten Vergleth der Ergebnisseon IFA und KnochenmarkPCR beli
klinisch gesunden Hundemendemischen Gebet (LEONTIDESet al.,2002). In
dieser Studievurden vom IFA leditich 12,3 % der untersuchten Tiere als positiv
erkannt, wahrend die PCR 63,0 % der untersuchten Tiere als infiziert
diagnostizierte.Eine aktuelle Studie ADEL et al., 2016), die sich mit dem
systematiseen Ruckblick auf 31 Validierungsidien zu unterschdlichen IFA
beschaftigte, beschrieb Sensitivitaten zwischen 31,5 % (asymptomatische Hunde)
und 89,9 % (symptomatische Hunde) sowie Spezifititen zwischen 96,6 %
(endemische Gebiete) und 98,1 % (niehtlemische Gebiete).

Kreuzreaktionen mit amgen Infekionserregern T. cruzi) sind beschrieben
(FERREIRA EDEet al., 2007) Hierdurchkann in endemischen Gebieten die
Spezifitat des IFAdeutlich eigeschrankiverden(Spezifitat 52,00, Sensitivitéat
72,0 %, gemessen an den Ergebnissen méroskopischenJntersuchung von

gefarbterkKnochenmark- und Hautbiopsien

Zur Unterscheidung von Infektionsnd Impfantikérperiimpfstoffebasierend auf
gereinigten sekretorischen und exkretorischemfantumProteinen(CaniLeislI?,
Virbac Santé Animale, Francedowie baserend aufdem Fucosé/annose
Liganden (FML)und Oberflachenproteinemn L. donovaniLeishmuné&, Zoetis,
Brazil)) ist der IFA nicht geignet, da hienicht zwischen Impf und Infektions
Antikérpern unterschieden werden kaiV ARCONDES et al., 2013; MARN et

al., 2014; MORENO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015¢diglich beieinem
Leishmanioseimpfstoffir Hunde basierend auf dem rekombinanten Protein Q
(Letifend®, Laboratords Leti, Spain)kann mittelssFA zwischen einer vorherigen
Impfung und einenfektion unterschieden werden (CARCHEIlEt al., 2009).
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Ubersicht

verschiedener

Sersitivitdten und  Spezifitaten

der

2

Tabelle

Immurofluorescence Assays (IFA).
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2.1.1.1.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Das Prinzip des ELISA beruht auf dem Antikdrpernachweis mittels enzymatischer
Farbreaktion. Hierbei ist die Signalstarke des enzymkatalysierten Farbumschlags
abhangig von der vorliegend@mtikdrperkonzentrationDas Ergebnis ergibt sich

aus dem Wert der optischen Dichte (MAIA & CAMPINO, 2008jr den ELISA
konnen verschiedene Agene verwendet werden. Es werden garzishmania
Amastigote(oder deren l6slicher Bestandtgjl@anzeleishmania-Promastigote
(oder deren loslicher Bestandtgjlerekombinate Proteine und aufgereinigte
ProteineunterschiedefSOLANO-GALLEGO et al., 2014)Hierbei gibt es eine
groRe Anzahl amunterschiedliben Artigen-Aufbereitungendie spezifisch ani
Leishmana-Antikérper nachweisen kénneand fir den ELISA geeignet sind
(MAIA & CAMPINO, 2008).

Abhéngig davon, welches Antigen verwendet wird, kdnnen die Spezifitaten und
Sensitivitaten stark variiere(labelle 3 (METTLER et al.,, 2005a; MAIA &
CAMPINO, 2008. Heutzuage werden fUELISA hauptsachlich rekombinante
Antigene verwendetMAIA & CAMPINO, 2008). Diese werden mit Hilfe
molekularbiologisher Techniken kinstlich hergesteltid stellen immunologisch
wirksame Leishmaniaspp-Proteine dar. Das Protein 3H, ein repetitives,
immunodominantes Epitop eines Kinesissoziierten Proiies wurde in der
Tiermedizin berets héufig eingesetzt und zeigte bei rki3&sierten ELISA bei
naturlichinfizierten, symptomatischadunden eine hohe Sensitivii@®6,6%) und
Speziftat (99,2%) (SCALONE et al., 2002 Bei asymptomatischen Tieren zeigte
sich beim rK39ELISA mit 66,0 % eine deutlich niedrigere Sensitivitat
(PORROZZI et al., 2007). ELISA, basierend auf anderen rékwanten
Antigenen wie z. B. rK9, rK26 oder HSKHO, haten sehr untershiedliche
Sensitivitaten 4 4 ,1001 %) bei durchwegs hohen Spkaten (8501 100 %)
(Tabelle 3.

SofernLeishmaniaspp-Rohantigen CLA) von promastigoten der amastigoten
Pamsitenstadien zum Einsatz kam, ldge Sensitivitat bei symptontigchen
Hundenbei Weten zwischen 89,2 und 100%. Bei asymptomatischen Tieréayg
die Sensitivitaje nach Studi®ei Werterewischen 30,0 % und 1068 (METTLER
et al., 2008; PORROZZI et al., 200/SANTAREM et al., 2010 Die Spezifitat
des ELISAwird abhangig von der Studimit Werten zwischen 64.% und 100%
angegeben (METTLER et al., 20)%ERREIRA EDEet al., 2007PORROZZ| et
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al., 2007 SANTAREM et al., 201D Es konntegezeigt werdendass bei der
Verwendung vonCLA-LeishmaniaAmastigot@é (82,4 90,4 % Sensitivitatim
Vergleich zu_eishmaniaPromastigote 73,7 89,2 % Sensitivitdtalseingesetztes
Antigen fur den ELISA sowohl bei Klinisch kranken als auch subklinisch
infizierten Hundenbessere Sensiitaten erreichwerdenkonnten(SANTAREM

et al., 2010)Die Spezifitat wamit 91,7 % identisch.

Dot-ELISA mit Peroxidasenarkierten Protein A weisen im Gegensatz zu
konventionellen ELISA Vorteile im technischen Arbeitsablauf auf, da diese einfach
und schell durchzufihren sind und trotzdeguteResultate bezuglich Sensitivitat
und Spezifitat hervorbringen. ggessen andirekten Erregernachweimittels
mikroskopischer parasitologischer Untersuchung wies der -BbiSA eine
Spezifitat von 1006 und abhangig vom gewahltem eaff-Wert, eine Sensitiitat
zwischen90,0 % und 1006 auf (FISA et al., 1997

Ebensowie beim IFA, ist es auch beim ELISA nicht mdglich, Impfantikbrper
(Leishmuné&, CaniLeisl?) von Infektionsantikdrpern zu unterscheiden. Auch hier
stellt der Impfstoff Letifen®, basierend aulem rekombinanten Antigen Protein

Q, eine Ausnahme dar. Bei einer vorherigen Impfung mit diesem Impfstoff kann
der ELISA zwischen vorheriger Impfung und Infektion differenzieM@RENO

et al.,, 2012MARCONDES et al., 2013; MARTIN et al., 2014; MORENO &t a
2014; RIBEIRO et al., 2015).
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Tabelle 3 Ubersicht

der Sensitivtdten und Spezifitdten von Enzy#dieked

Immunosorbent Assays (ELISA)it verschiedeneAntigenen.
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2.1.1.1.3 Direkter Agglutinationstest

Fir die Durchfihrungles DAT kdnnen zum Antikorpesishweis ganzegefarbte
promastigote Leishmanien, entweder in Suspension oder gefriergetrocknet,
verwenet werdenlLeishmanierinfizierte Patienterilden Antikdrper, die gegen

die Oberflachenantigene der Leishmanien gerichtet sind. Der DAT erkennt diese
spezifischen Antikdrper im Blut des Patienten. Eine direkte Agglutination auf der
Testplattedie mit demAntigenen beschichtet isst die Folge. In Abwesenheit von
Leishmaniaspp-Antikdrpern akumuliert das DATAntigen am Boden der
Testplatte und stellt sich als dunkelblauer Punkt dar. Wenn in der zu
untersuchenden Probe ahgishmaniaspp-Antikorper valiegen, bildet das
Antigen einen flachig hellblauen Film (ADAMS et al., 2012Als
Untersuchungsmaterial eignen sich sowohl Plasma als auch Serum (MAIA &
CAMPINO, 2008). Um das Ergebnis des DAT zu quantifizierewerden
Verdinnungsreihedes eingesetztdvaterialsangelegt

In endemischen Gebieten zeigte der DAT Sensitivititen zwischen 70,6 %
(MOHEBALI et al.,, 2004) und 100 % (SILVA et al., 2006) und Spezifititen

zwischen 84,9 % (MOHEBALI et al., 2004) und 100 % (NEOGY et 8B2L Die

lange Probemikubationszeit und die seriellen Verdinnungen der Serumproben, die

die Prakikabilitdt des DATeinschrankepwur de dur ch di e Ent wi ckl u
Agglutination Screening@ s t s 1 nfitiRkORSET Parasitenkonzentration, einem

niedrigeren Testvolumen, einer udich reduzierten Inkubationszeit sowder

Notwendigkeit einer einzigen Serumverdunnurdgutlich verbessert. Hierbei

wurden Sensitivitaten zwischen 93,6 % und 97,7 % sowie Spezifitaten zwischen

89,0% und 93,0 % erreicht (SCHALLI@t d., 2002 SCHALLIG et al., 200

Trotz derbeschriebenehohen Sensitivitatennd Spezifitater{Tabelle 4 nimmt

der DAT zur Testdurchfiilang sehr viel Zeit in Anspruch und eignet sich nicht fir
Screeninguntersuchueg, wenreine grol3ere Anzahl an Proben untersucht werden
muss. Alleinig die Inkubation der Proben dauert 18 Stundeeshalbfindet er
heutzutage in der LeishmanieReutinediagnstk kaum mehr Anwendung
(SCHALLIG et al., 2002). Der FAST hingegeder die Vorteile deschnellen
Verfugbarkeit von Ergebnissen inhaib von vier Stunden einfacher
Ergebnisinterpretation, niedrigen Durchfiihrungskosten (unter 0,5
US $/Probendurchfiihrung) und deutlich vereinfachtem Arbeitsaufwand (keine

seriellen  Verdinnungen  notwendig) vereint findet gerade  bei
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Screeninguntersuchung@m Rahmen von Kontrollprogrammen in endemischen
Gebieten oder zum Screening von Blutkonserven fur Transfusionszviei
Hund Verwendung (SCHALLIt al., 2002

Im Gegesdz zum IFA und ELISA kdénnen sowohl DAT als auch FAST nach
Verwending eines Leishnmoseimpfstof§, basierend auf FML und
Oberflachenantigenen van. donovani(Leishmun&, Zoetis, Brazil) zwischen
Infektions und Impfantikérperrunterscheiden (RIBEIRO et al., 2015). Obsdie
auch fur Impfstoffe, dieauf exkretorischen und sekretorischen infantum
Proteinen oder rekombinanten Antigenen (Proteib&jerengilt, ist unklar, da
es hierzu bislang keine Studien gibt.
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Tabelle 4 Ubersicht deiSensitivitaten und Spezifitaten deisekten Agglutinationstests

(DAT) unddes Schnellagglutin@ins Screeningtest+AST).
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2.1.1.1.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie istire Verfahren, welchesanhand von optischen und
elektronischen Signalemie Zahlung, Untersuchung undas Sortierenvon
mikroskopischen Partikeln, die in einem Flissigké&itss geldst vorhanden sind,
emoglicht. Bei der Antikdrpeburchflusszytometrie werden spezifische
Antikorper gegen gebundenkeishmaniaspp-Antigene detektiert (MAIA &
CAMPINO, 2008). Hierbei werdeneine aufbereitetd.eishmaniaspp-Antigen
Suspension zusammen mit verdiinntem Patientenserg@mer Mikrotitrierplatte
inkubiert. MehrereWaschschrittdolgen, bevorfluoreszeinmarkierte antcanine
ImmunglobulinG- (IgG-)Antikorper hinzugefiigtwerden und eine weitere
Inkubation stattfindetNach weiteren Waschschritten kann das Ergebnis abgelesen
werden. Pasive Proben erscheinen fluoresy, wahrem negative Proben keine
Fluoresenz  aufweisen. Bereits seit 2002 wird die Antikorper
Durchflusszytometrie zur Leishmaniosediagnostilder Humanmedizin genutzt
(ROCHA et al., 2002)Ein tiermedizinischeDurchflusszytometrid’rototypzum
Nachwas von antiLeishmaniaspp-lgG-Antikérpern bei mit L.-infantum
infizierten Hunden erwiesich als sehr sensitivnd spezifisch (100 % Sensitivitat,
100 % Spezifitat) (KER et al., 2013)ie Spezifitat dieses Tests sank jedoch durch
den Einschluss von Hued, die mit anderen Erregern infiziert waren, teilweise
deutlich ab I(. braziliensis80,0 %, T. cruzi55,6 %,Babesia (B.) canid00 %,
Ehrlichia (E.)canis 93,3 %). Eine Studie(DE ANDRADE et al., 2007keigte, dass
sich dieser indirekte Erregernachwaeis Detektion von Antikérpern gegen fixierte
Antigene (.-chagasiPromastigote) im Serum von mit. chagasiinfizierten
Hunden eignet, um zwischen vorangegangener Impfung und Infektion zu
unterscheiden. Hierbei wird von den Autoren postuliert, dassh d& Nachweis
derAntikorper FC-AFPA-1gG und FCAFPA-IgG2 eine derartige Unterscheidung
moglich ist (IgG: Sensitivitat 97,0 %, Spezifitat 100 %,; IgG2: Sen&iti®3,0 %,
Spezifitat 100 %). Eine weiterentwickelte Form der Durchflusszytometrie,
basierend aufler Inklusion von Fluoreszenzimmunosensoren, die magnetische
Polymermikrosphéren, ausgekleidet mit rekombinanten Antigenen (rK39 und
LicTXNPx), zum Nachweis von spezifischen Antikdrpern verwenden, zeigte
sowohl bei symptomatischen als auch bei asymptoaetis Hunden sehr gute
Ergebnisse (98,8 % Sensitivitat, 94,4 % Spezifitat) (SOUSA et al., 2013).



I1. Literaturtibersicht 20

Trotz der guten Sensitivitdten und Spidten dieser Methode (Tabell¢ Bindet
die Durchflusszytometrie wegeder hohen technischen Angphe bislang
ausscheflich in experimentella Studien VerwendungDE ANDRADE et 4d.,

2007).
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5 Ubersicht
Durchflusszytometrie im Rahmen der slemanioséDiagnostik beim Hund.

deAntikbérper

und Spezifitdten

der Sensitivitaten

Tabelle
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2.1.1.2 Schnelltests

Furden Antikdrpernachweiseim Hund gibt es eine grol3e Ahtan Schnelltests,
die eine mogliche Leishmaniaspp-Infektion nachweisen sollerManche diesr
antikérpernachweisenderschnelltests kénnen aufgrund der imSchnelltest
verwendeten Antigenewischen einer Infektion und einer vorangegangenen
Leishmamse Impfung unterscheiderGanzzellbasierte Tests sind hierzu generell
nicht in der Lage(Tabelle §. Einige dieser Schnelltests sind ELISAndere
Schnelltests basieren auf demeines ELISA &hnlichen Prinzips, der
Immunochromatographieund wiederum andere sind-houselFA (Tabelle §.
Neben ganzzellbasierten Antigenen werdmich fur die Schnelltestsatbfig
rekombinate Proteine eingesetzt (REITHINGER et al., 2002,COSTA et al.,
2003 FERROGLIO et al., 2013Bei naturlich infizierten Hundekonntenmithilfe
dieser antikdrpernachweisend&chnelltestsSpezifitaten zwisabn 89,6 % und
100% undSensitvitatenzwischen 63,6 % un@b,3 %ermitteltwerden (SOLANG
GALLEGO et al., 2014). Bei experimegit infizierten Hunden laglie Spezifitat
zwischen94,0 % und 100%, die Sensitivitatzwischen 65,0 % und 98,0 %
(RODRIGUEZCORTES et al., 2013).

Immunochromaigraphische Schnelltests wie der Speed Lei8h&benzwar den

Vorteil, dass sie einfach durchzufiihren und zu interpretierenssenliefern jedoch
ausschliel3lich quahtive Ergebnisse. Soferder qualitative Nachweisiegativ

ausfallt, sollten weitere @€sts folgen, da die Sensitivitat diesequalitativen

AntikdrperSchnelltests §peed Leish R: 63,6 % Sensitivitat) relativ niedrig ist
(METTLER et al., 2005a; SOLANGALLEGO et al., 2014)
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Tabelle 6 Antikdrpernachweisend&chnelltestszur Diagnose der eéishmaniose beim

Hundmit denzugehdérigerSensitivitaten und Spezifitaten
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Enzymelinked Immunosorbent Assay, IFA = Immunofluorescence Adsay,

LeishmaniaPCR

ELISA

PolymerasKettenreaktion
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2.1.2 Nachweis der zellularen Immunitéat

Eine augepragte zellulare Immunantwort ist die Grag# eines Schutzgggen

die Ausbildung eineKrankheit nach Infektio@CABRAL et al., 1992; PINELLEt

al., 1994).Methoden zur Untersuchung der zellularen Immunantwort im Rahmen
der Leishmaniosediagnostik beiHund werden selteneangewandtund sind
weniger standalsiert im Vergleich zu den Methoden des Antikdrpernachweises
(MAIA & CAMPINO, 2008). Jedoch kann die Evaluatiater spezifischen
zellularen Immunantwort gegentbdreishmania spp. einen entscheidende
Hinweis auf die Art der Immunantwort und somit die Prognose des betroffenen
Hundes geben. So ist eiiib-1-Immunantwort (zellvermittelt) mit einer effektiven
Kontrolle der Leishmanien durch den Organismus korreliert, was sich positiv auf
die Prognse desHundes auswirkt (FERNANDEBELLON et al., 2005)Zum
Nachweis der zellularen Immunitdt werden in der Veterindrmedizin der
MontenegreSkin-Test(MST) und der LymphozyteRroliferatonstestangewandt
(MAIA & CAMPINO, 2008).

2.1.2.1 Montenegro-Skin-Test

Der MST, auch Leishmaniskin-Test (LST) genannt, ist der alteste Test in der
Leishmaniosedhgnostik.Sein Vorteil liegt in der einfachen Testdurchfihrbarkeit
undin den geringen Koster beruht auf einer Uberempfindlichkegaktion vom
spaten Typ (delayetype hypersensitivity reaction) nach intradermaler Applikation
einesLeishmaniaspp-Antigens.Hierzu werderdemHundverdinnte, inaktivierte
promastigot e Lei shmanienst ad, ienener das
Konzentration von 3 x PMilliliter ( ml) oder3x 10°/ml in die Haut injiziertWenn

sich 48 beziehungsweise 72 Stunden nach Applikation an der Injektionsstelle eine
Schwellung bildet, d im Durchmesser mindestens 5 Millimeter (ntredragt, wird

der Tes als positiv gewertet (PINELLI et al., 199 CARDOSO et al., 1998;
SOLANO-GALLEGO et al.,, 200Ib). Genauso wie in der Humanmedizin
beschriebenfallt der Testbei symptomatischen Hundeneist negativ aus. &
infizierten, aberasymptomatischerHunden sowie beierst seit kurze Zeit
infizierten Huneén oder Hunden, die zuvdnerapiert wrden,ist der Tesin der

Regel positiv ist (PEARSON & SOUSA, 1996RODRIGUEZCORTES et al.,

2007). CARDOSO et alkonnten in einer Studie aus dem Jahr 1898 Spezifitat
sowie eine Sensitivitdt (Leishmanin in deprgentration von mindestens 3 x

10°/ml) des MST von jeweils 100 % belegdder Test eignet sich sowohl fiir

S0g
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ScreeningUntersuchunge als auch zur Thepgekontrolle (SOLANGGALLEGO

et al., 200%. Nachmehrmalige Applikationenkann der Tegedoch falsckpaositiv
ausfallefFERNANDEZ-BELLON et al., 2005)Limitierend ist dartiber hinaus die
Tatsache, dass der Hund zur korrekten Testdurchflrung nabls 48 Stunden
wieder \orgestellt werden muss (FERNANDEZELLON et al., 2005und das
Testergebnis stark vomew wendet en ALei shmani ni
GALLEGO et al., 2004&; BALEEIRO et al., 2006)

2.1.2.2 Lymphozyten-Proliferationstest

Eineweitere Moglichkeit zuniNachweis der zellularen Immunantwaort Rahmen
einer Leishmaniaspp:Infektion stellt der Lymphozyte-Proliferationstest dar.
Hierbei handelt es sich im Gegensatz zumSW um einenin-vitro-Nachweis.
Zunachst weren monoklonale Zellen aus dem peripheren Badliert und
anschlieBendnit einem l6slicherLeishmaniaspp-Antigen und einem Mitogen
inkubiert. Das Ausmal3 der hierdurch hervorgerufenen Zellproliferation spiegelt
sich im Stimulationsindex (Shdex) wider. Dieser kann aus dépuotienten aus
stimulierten und nicht stimulierten Zellen berechnet werden. Die Beurteilung des
Sl-Index wird in der Litertur kontrovers diskutiert. Je nach Autor werden Sl
Indices groRer als 2 (PINELL&t al.,1994) odemgrolRer als 5 (QUINELL et al.,
2001) als positiv gewertet. Werasymptomatische Tiere getestet werden, ist von
einer st&ken Proliferation der durch das lidghe Antigen stimulierten Zellen
auszugehen, wahrend symptomatische Tieher ein negatives d@stresultat
aufweisen (ABRANCHES et al., 1991; PINELEL al., 1994). Ahnlich wie bei
asymptomatischen Hunden vertsitth das Testresultat baifolgreich behadelten
Tieren BOURDOISEAU et al., 1997aylORENO et al., 1999; RHALEM et al.,
1999; FERNANDEZPEREZet al., 2003) Zur Leishmaniosedgnostik ist dieser
Test jedoch nur sehr eingeschrankt brauchbar,el8ehsitivitatn einer Studidei
Hunden mit durciKnochenmarkzytologie oder Knochenmaskultur bestatigter
Leishmaniosenur 68,8 % betrug(QUINNELL et al., 2001) Selbst bei klinisch
asymptomatischen Hundéwnntelediglich eine geringgradig hohere Sensitivitéat
von 75,3 % verzeichnet werdeAuch in Anbéracht einer niedrigen Spezifitat
(54,3%) (QUINNELL et al., 200) kann dieser Test nicht alRoutinetest

angesehen werden

abh?
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2.2. Direkte Nachweisverfahren

Bei den direkten Erregddachweisverfahren unterscheidet man zwischen
Methoden, mit denen deganzeErreger(Mikroskopie:Zytologie, Histologie) oder
dessen DNA mitls PCRnhachgewiesen wird (SOLANGALLEGO et al., 2009).

2.2.1 Mikroskopische Untersuchung

Zur Diagnose der Leishmaniose beimurtd kann das amastigote
Leishmanienstadium irgefarbten Prapaten (Giemsa, Leishmain staingqus
geeigneten infizierten Geweben (Knochemky Lymphknoten, Haut, Blut)
identifiziert werden So kann die Diagnosemittels zytologischem oder
histologischemNachweis gestellt werden(Maia & Campino, 2008).In den
Praparatesind die Parasiten entweder frei oder intrazellular in Makrophagen oder
Monozyten anzutrefferSiek © n n e n4 pm grel3e unde bis ovale Organismen
dargestellt werderbas Zytoplasma erscheint in einem schwachen Blaurelativ
grof3e Kern farbt sich rot aimlirechten Winketum Kern lokalisiert befindet sich
der dunkel gefarbteKinetoplast(MAIA & CAMPINO, 2008) Falschpositive
Ergebnisse sind anndhernd ausfésssen, was sich in einfeshen Spezifitat dieser
Untersuchungsmethode  niederschlagtAlleinig  Farbeartefakte  kénnen
falschlicherwése als Leishmanien identifiziewerden (BANETH & AROCH
2008). Die Sensititat dieser Methode istark abhéngig von der Erfahrung des
Untersuchersund wird mit Wertenbis zu 93,0 %(ROSYPAL et al.,, 2005)
beschriebenSie variiertdartber hinauabhangig von der Parasitendichte in dem
zu untersuchenden Prapamér Art des zu untersuchenden Gewebes sowiewder
untersuchendeRatientengruppe. Die Sensitivitat bei symptomatischen Hunde
wurde mt 88,9 % beschrieben (CIARAMELLAet al., 1997),wohingegen
asymptomatische Hunde nur in 39,1 % der Falle wfizieért erkannt wurden
(MOREIRA et al., 2007). DurchangeUntersuchungszeiten umiie Untersuchung
einer hohen Anzahl an Gesichtsfelderkonnte die Sensitivitat in
Knochenmarksproben und Lymphknotenaspiraten von symptamatisHunden
auf 94,8 %erhohtwerden (SRIDOMICHELAKIS et al., 2005) (Tabelle)7

Darlber hinaus kénnen die Erregarch in HamatoxiliFEosin (HE) geféarbten
Biopsiepraparaten nachgewiesen werden. Hierfur erwiesen sich Knochenmark
sowie Lymphknoten und Hautbiopsien am besten geeignet. Da jeddieh

Sensitivitdf abhangig vom untersuchten Gewgeloker Untersuchungsmethode
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sowie derklinischen Symptomatik des infizierten Hundets unter Umstéanden
gering anzusehen ist (MOREIRAt al., 200}, werden haufig zusatzlich
immunhistochemische Methoden e@sgtzt(Tabelle §. Gerade bei Proben mit
niedriger Leilmaniendichte ist diesinnvoll (TAFURI et al., 2004) Es konnte
nachgewiesen werden, dass durch Immunhistochemie die Sensitivitdt des
mikroskopischen Erregernachweises auch bei asymptomatischenrHioisdeu

100 % betragen kann (MOREIRA et al., 200Zum immunhistochemischen
Parasitennachweis eignet sich ein Streptavidin/Peroxiiagm-System unter
Verwendung eines dninen Hyperimmunserums oder polyder monoklonaler
antiLeishmaniaspp-Antikérper (BOURDOISEAU et al., 19%7 TAFURI et al.,
2004).Hier konnte in Geweben symptomatischer Tiere eine Sensitivit&2,486
(Hautbiopsie)(XAVIER et al., 2006) sowie voB2,7 % (Lymphknotenbiopsie)
(MOREIRA et al., 2007) gezeigterden.Dartber hinaus wrde beschrieben, dass

die Sensitivitat des mikroskopischen Nachweises von Leishmanien in Hautbiopsien
durch den Einsatz immunhistochemischer Methadarb0,0 % gesteigert werden
konnte TAFURI et al.,2004).
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Tabelle 7 Ubersicht der Sensitivitaten und Sfgaten des mikroskopischen Nachweises

einer Leishmanieinfektion.
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2.2.2. Polymerase Kettenreaktion

Die PCRist dieheutzutage gangigskéethode deslirekten Erregernachwees Sie
kann mit unterschiedlichen Praimeaterialien durchgefirt werden. Als geeignet
erwiesen sictK drperflissigkeitenwie Blut, Urin und Spermé-ISA et al., 2001,
LACHAUD et al., 20@b; FRANCESCHI et al., 20Q7 zahlreiche Gewebewie
Knochenmark, Lymphknote Milz und Konjunktiven (FISA et al., 2001;
SOLANO-GALLEGO et al., 2004 ANDRADE et al., 2002; REITHINGERt al.,
2002 STRAUSSAYALI et al., 2004FERREIRA SDE et al., 2008; LEE et al.,
2010; GEISWEID et al., 20)3 sowie bereits durch Formal fixierte
Gewebeproben (XAVIERer al., 2006).Gerade bei asymptomatischen oder
maoglicherweise kurz zuvor infiziien Hunden stellt die PCRh Gegensatz zum
Antikérpernachweisine sensitie Moglichkeitdar, die Parasiten nachzuweisen.
Die PCRermdglicht den Nachweis der Leishmanien durch das Vorhandensein ihrer
DNA und ist unabhéngig von der Immunantwort des jeweiligen Hundes
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011)In einer experimentelie Studiekonnteder
Erregerim Konjunktivalabstich mittels PCR bereits nach 45 Tageach Infektion
nachgewiesen werden (STRAUSYALI et al., 2004).

2.2.2.1 Labortests

Die Sensitivitat der PCRur Diagnose der lighmaniose beim Hund wurde in
verschiedenen Studiersehr untershiedlich beschrieben (Tabelle).8Als
Einflussfaktoren sindhier die Wahl der Primer, die Anzahl an Kopien der Ziel
DNA, die Methode der DNAExtraktion, das zu untersuchende Probenmaterial
sowie das PCHrotokollzu nennen (ALVAR et al., 200, ORTES et al., 2004;
BANETH & AROCH, 2008).Deshalb reichein einzelnes negatives Ergebhes
einem klinisch verdachtigen Tiemicht aus, umeinen Leishmanioseverdacht
auszuraumeBANETH & AROCH, 2008;SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
Durch denindividuelen Gewebstropismusler Leishmanien, dieheterogene
Verteilung der Parasiten in Organen @maemoglicherweise lokalBenmunantwort
des betroffenen Tierdsann je nach gewahltem Probenmateridie Sensitivitat
stark beeinflusst werdefMAIA et al., 2009. Gerade bei der PCR mit Vollblut
kommt es haufig zu falsehegativen Ergebnissen, da Dauer und Intensigit
Parasitamie unterschiedlickind (LACHAUD et al., 200B). Fiur die PCR
(genomische DNA) au¥ollblut wurde eineSensitivitat vonl7,0 %beschriebe,

wahrend die Sensitivitat ausKonjunktivalabstriche, sowie Milz- und
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Lymphknotenaspirate mit 92,0 % 77,0 %und 66,0 % deutlich héher ausfiel
(STRAUSSAYALI et al.,, 2004). Dartiber hinaus kandie Sensitivitat dieser
Methode durch die Wahl der Primégkinetoplastische DNA (KDNA) der
genomische DNA), das PCRrotokoll sowiedie Art der DNA-Extraktion und das
zu untesuchenden Gewellgeeinflusst werde(BANETH & AROCH, 2008).Je
nachdem, welche Primer gewéhlt werdéagt die zu amplifizierende DNA
Sequez in sehr unterschiedlicher Menge im Leishmaniengenom vorwiks
zwischen genomischer ribosomaler DNA ( A i n transcribadspacerl A
(ITS1-) Regionen)und MinicircleSequenzen von Kinetoplast&NA (KDNA)
unterschiedenwahrend die genoische, rib@omale DNA in nur 40200-facher
Kopie vorliegt, liegt die MinicircléSequenz der kDNA in 10.06f@cher Kopie vor
(GOMESet al., 2008)Assays zum Nachweis kinetoplastiscbA stdlten sich
daherals besondersensitiv herausMAIA & CAMPINO, 2008; MIRO et al.,
2008).

Die Spezifitait der PCRwird mit bis zu 100 % beschriebefkonventonelle
Knochenmarks?CR (kDNA) (ROURA et al., 1999); konventionelle
KonjunktivaltupferPCR (genomische DNA) (STRAUSSYALI et al., 2004)).
Sie wirdjedochmalf3geblich durch die Gefahr vBINA-Kontamination im Rahmen
der Testdurchfiihrung beeinflusst. In diesem Zusammenhatendtekschpositive
PCRErgebnisse durch Kreuzkontamiiwmmen die grofdte Limitation fur die
Spezifitat dieser Methode dGROURA et al., 1999; FISA et al., 200abelle §.

Man unterscheidet zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund drei unterscheidliche
PCRTechniken. Hierzu zabh die konventionelle PCR, die réahe-PCR sowie

die nestedPCR (SOLANGGALLEGO et al., 2011)Die reattime-PCR erwies

sich gegenuber konventionatl PCRMethoden & deutlich sensitivefSOLANO-
GALLEGO et al.,, 2011)Eine Studie mit natirlich infizierten Hunden konnte
belegen, dasdiereattime-PCR (kDNA) aus Knochenmark diefektion schon bei

< 1 Parasitnl nachweisen kann, wéahrend bei der koniogrellen PCR mindestens

30 Parasiten/ml vorhanden sein missen (FRANCINO et al., 2008gm ist sie
zeiteffektiver und weist ein geringeres Kontaminationsrisiko auf, was zu einer
hoheren Spezifitat fihrt (ROLAO et al., 2004; VITALE et al., 2004; GOMES. et
2008).

Bei derkonventionellen PCR sowiebei dernestedPCR, bei der das Risiko einer

unspezifischerBindung im Vergleich zur konventiolken PCR zwar deutlich
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reduziert jedoch die Kontaminationsgefahr groRer ist, werden in der Regel
qualitative Ergbnisse ermittelim Gegensatz dazu erfolgt bei der reale-PCR
standardisiereine DNA-Quantifizierung, die es ermdglicht, die Parasitenburde des
Patienten in Zahlenwerte zu fassen, und somit dietirmaelPCR als geeignete
Methode zur Diagnose, jedoclebensozum Monitoring der Erregerlast des
Patienten zu nutzen. Gerade lngfizierten Patienten, é&i gegen Leishmanien
behandelt welen, ist dies eine effektive Methode zur Verlaofsikolle
(FRANCINO etal., 2006;SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

Die quantiative realtime PCR basiert auf einer kontinuierlichen Messung von
gebildeten DNASequenzen, wobealie DNA-Menge im Templatavahrend der
exponentiellen Phase mittels Fluoreszenzmessung bestimmt wird. Dies erméglicht
eine Quantifizierung der Erregerzahder jeweiligen Probe. Neben vielen anderen
moglichen Protokollen zur Quantifizierung von amplifizierten PRBdukten
findet SYBRGreen, ein unspezifischer fluoreszierender Farbstoff, welcher sich in
die DNA einlagert, am haufigsten Verwendung (NICOLA%let 2002; ROLAO

et al., 2004). dm anderen komnttie TagMan Technologieheutzutage haufigum
Einsatz.Hier kanndie Menge an amplifizierter DNAoch genauer abgeschéatzt
werden daspezifischeSondenin die Zielsequenz eingelagertanden(MAIA &
CAMPINO, 2008)
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Tabelle 8 Ubersicht der Sensitivitaiterund Spezifititen von unterschiedlichen

Polymerase&ettenreaktionenPCR), in Abhangigkeit von verwendeteBeweba& und

Zielsequenzen
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kinetoplastische DNA,

Enzyfimked Immunosdbent Assay,

genomische DNA, k. A. = keine Angabe, kDNA

ELISA = Enzymelinked Immunosorbent Assay; IFA = Immunosorbent Assay, KM

CFR = complement fixation reaction, ELISA

genom.DNA
Knochenmark
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2.2.2.2 Schnelltests

In der Humanmedizin nimmt di®CRbasierte Leishmaniesliagnatik einen
hohen Stellenwert ein.Da die Durchfiihrung jedoch teuer und nicht Uberall
verfligbarist undteilweise langauf Ergebnissgewartet werden mussachst die
Nachfragean PCRbasierten Schnelltest®iese sollen die Vorteile der hohen
Sensiivitat und Spezifitdt der PCRiit einfacher und schiier Durchfuhrbarkeit
vereinen (CARSON et al., 2010).

Im Jahr 2009 (ESPINOSA et al., 2008urde in Peru ein PGRBchnelltest zum
Nachweis vonLeishmaniassp:DNA beim Menschen( ALei shmani a Ol i g
T e s TCORIS BioConcept, 8gium) auf seine Sensitivitat getestddieser
Schnelltest beruht auf dem Prinzifer PCRAmplifizierung von gnomischer
LeishmanierDNA (18SrDNA), gdolgt von derVisualsierungder PCRProdukte
mittels immunchromatographisché@ipstick-Tess mit Gold-Nanopartikeln Die
DNA-Extraktion erfolgte durch Uberfiihrung sleProbenmaterials in 100 pl
Lysepuffer mit anschlieBender Inkubation bei 94 °C fir 30 Minutéis
Referenzmethode kam eine KDNZCR (. braziliensi$3 zum Einsatz. Zudem
wurde die Infektion bei den Patientgkutane Leishmaniose) mittels MST und
mikroskopischparasitologischen Nachweigs nach Kultur bestatigt. e
Sensitivitat desSchnelltest lag bei Hautgeschabsel bei 92,0 % und Ubertraf
hiermit sogar die Sensitivitat deDNA-PCR (88,0 %). Bdreinnadelaspirateder

Haut zeigte die Schnelltef®CR eine Sensitivitat von 74,0 %Angaben zur
Spezifitat des PCHchnelltests wurden jedoch leider nicht gemaditeiner
Folgestudie aus dem Jahr 2010 (SAAD et al., 2010) wdeteOligoC-TesT
(CORIS BioConcept, Belgiujmm Sudan bei Patienten mit viszeraler, kutaner und
PostKala-AzarHautleishmaniose erneut evaluiert. Bei Patienten mit bestatigter
viszeraler Leishmaniose wies der Schnelltest bei Lymphknotenaspiraten eine
Sensitivtat von 96,8 %, bei Vollblutproben eine Sensitivitat von 96,2 % und bei
Knochenmarkproben eine Sensitivitat von 96,9 % auf. Dartiber hinaus wurden alle
Patienten mit kutaner und Pdsala-AzarHautleishmaniosevom Schnelltest
erkannt. Die Spezifitat des IQbC-TesTs (ORIS BioConcept, Belgiuinag hier

bei 90,0 %. In Kenia zeigte der OligelesT (CORIS BioConcept, Belgiymum
Nachweis der viszeralen Leishmaniose eine Sensitivitat von 96,4 % bei einer
Spezifitdt von 88,8 % (BASIYE et al., 2010).
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Etwas spar wurde ein Assay zur RekombinaBelymeraséAmplifizierung
(RPA) (RPAAssay in Form eines Analysekoffezar PCRTestdurchfihrung vor
Ortals anndhernd geschlossenes Sysem Nachweis voh.-donovariDNA aus
Vollblut fir den Menscheentwickelt und ntidenErgebnissen einer quantitativen
reattime-PCR verglichen (MONDAL et al., 2016). Bei dieser Methode ersetzen
spezifische Enzyme und Proteine die sonst notwendigeperaturabhéangigen
Zyklen der DNAAmplifi zierung bei dePCR. Die Amplifizierungsreakdn dieses
Assays lauft isothermal bei 42,0 °C,alnd Ergebnisse nach DNEBxtraktion
(kommerzielles Extraktionskit SpeedXtract, Qiagen, Hilden, Germay)l
innerhalb von 15 Minuten zu erwarten. Inr deestdurchfiihrung wies der RPA
Assay im Vergleich zureattime-PCR sowohl bei den positiven Proben alshauc
bei den negativen Proben 100 Ubereinstirmung auf. Dariiber hinaus ist es mit
diesemSchnelltest méglichweitereLeishmaniaspp. nachzuweisefi.. major, L.
infantum L. aethiopicd. Andere Infektionerreger, wie z. B. L. tropica L.
amazonensjd.. braziliensis Toxoplasma gondiiSalmonella typhiPlasmodium
vivaxoderMycobacterium tuberculosigeigten keine positiven Testergebnisse.

Auch in der Tiermedizin wurden in dewergangenen JahredACR Schrelltests
entwickelt (Tabelle 9) Im Jahr 2010 wurdein Test der ursprunglichfir die
Humanmedizin entwickelt wurgdeand in diesem Bereich durch hohe Sensitivitaten
und Spezifitdten Uberzeugen kon(ESPINOSAet al., 2009; BASIYE et al., 2010;
SAAD et al, 2010, fur die Anwendung beim Hund validiert (CARSON et al.,
2010). Hierzu wurden Knochenmagiroben von natirlich mit.. infantum
infizierten Hunde verwendet, die mittels quantitzer real-time-PCR positiv
getestet wurden. M direkten Vergleich zur estedkDNA-PCR (72,0 %
Sensitivitat), nestethternattranscibed-spacefl-(IST-1-) PCR (54,0 %
Sensitivitat) und PCHRlybridisierung (61,0 % Sensitivitat) wieter Schnelltest
(OligoC-TesT, CORIS BioConcept, Belgium eine Sensitivitatvon 70,0 % auf
Einzig die realtime-PCR wies in dieser Studie mit 91,0 %ensitivitat bessere
Resultateals der PCRSchnelltestauf. Die Sensitivitat des Schnelltediei poly
(93,0 %)und oligosymptomatischen (74,0 %) Hundag hierbei deutlich hoher
als die bei asymptortiachen Hunden (61,0 %). Bei meHls &4 Leishmanien/ml
Knochenmark konnte beim OligeTesT (CORIS BioConcept, Belgiynsogar

eine Sensitivitat von 10% demonstrientverden.
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Eine Studie aus dem Jahr 2012 (ANDREADOU et al., 2012) verglich die
Performace von zwei inhousePCR einem kommeziell erhaltlichen PCR
Schneltest (Genekam Biotechnology AG, Germany) und einer -tiga¢-PCR.
Anhard der Referenzmethode {houseAssay mit der hdchsten positiven
Ubereinstimmung im Zusammenhang mit den ausgewahliesckien Proben)
wurden die Sensitivitditen und Spigaten der reatime-PCR, derandera in-
housePCRund des kommerziell erhaltlichen PE&Rhnelltests berechnet. lHiei
betrug die Sensitivitat derdmousePCR50,7 % Die Spezifitat lag bei 90,8 9bie
Sensitivitat des kommerziell erhéltlichen PGRhrelltests lag bei 43,0 %,ial
Spezifitat lag bei 93,4 %

Eine weitereSchnelltestPCR( leishmaniaF AST15/A), basierend auf
eines bewahrten retime-PCRProtokolls (FRANCINO et al.,, 2006) zum

Nadweis von kinetoplstischer L.-infantum und L. braziliensis DNA in

Blutproben wurde entwickelt (DANTAS-TORRES et al., 2017)Die Vorteile

dieses neuen Assays sind ein niedriges Reaktionsvolumen, geringere Kosten sowie

eine kirzere Durchfilhrungszebie Ubereinstimmung zwshen ALei shmani a
FAST15A und der ((FRARCINQ et gll, 2086h selite SRICdRS

anndhernd perfekieraus(Kappa = 0,90; < 0,0001). Jedoch eigreesich dieser

Test niGQRIBStc halegda dirbstrtidhtlicher matelier Aufward fiir die
Testdurchfihrung notwendigt (DANTAS-TORRES et al., 2017).

Ein neuer Ansatzvon Tests auf PCHBasis sind loopmediierte isothermale
Amplifizi erungs (LAMP-) Assay CHAOUCH et al., 2013)LAMP verbindet die
Vorteile der hohen Sensiitat eines molekulardiagnostischen Tests mit der
Moglichkeit der Testdurchfihrung unter Feldbedingungen und ohne aufwandige
technische Hilfsmittel. Hierbei werden vier bis sechs Primer, die spezifisch sechs
bis acht Regionen der Zi€INA (hier das Cyster-ProteaseB-(cpb-) multi-copy

Gen) erkennenzusammen mit Enzymezur Spaltung des DNMoppelstranges
verwendetDie gleichzeitige Initierung der DN&ASynthese durch die Zugabe von
Primern macht diese Technik sehr spezififds polymorphend in hoher Azahl
auftretende cplsen erlaubt es, sowohl zwischeheishmania spp. zu
unterscheiden, als auch speziesspezifische und sensitive 1&8HY/s zu kreieren
(NOTOMI et al., 2000; CHAOUCH et al., 20L.3 direkten Vergleich deLAMP-
Assays zm IFA (88,6 % Sersitivitat, 52,5 % Spezifitafyeattime-PCR (37,1%
Sensitivitat, 82,5 % Spezifitatynd Mikroskopie (Referenzmethode) wies der
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LAMP-Assay unter Verwendung von Blut (DN#&Xxtraktion mittels Wizard
Genomic DNAPurification kit, Promega, Madison, WI, US8ihe Sensitivitat von
54,0 % bei einer Spezifitat von 80,0 % auf (CHAOUCH et al., 2013).
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Tabelle 9: Ubersicht der Sensitivitaten und Spezifitaten tiermedizinis€lodymerase

Kettenreaktion(PCR) Schnelltests.
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genom. DNA = genomische DNAFA = Immundluorescence Assay, k. A. = keine

Angabe, kDNA

Knochenmark, LAMP = Leoediated

kinetoplastische DNA, KM =

Isothermal Amplification
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Accepted 7 December 2017 Canine leishmaniasis is an important infectious disease worldwide. Although commonly used, antibody

tests are often falsely negative, and in such cases direct detection of the pathogen, such as PCR, is

Keywords: necessary. However, PCR is only performed in specialized laboratories and not available in all localities.
Dog The aim of this study was to compare the sensitivity and specificity of an in-clinic point-of-care (ICPOC)
Leishmania PCR for the diagnosis of canine Leishmania spp. infection to those of a well characterized reference real-
PCR time PCR. In this study, 515 samples from 251 dogs (201 EDTA blood samples, 244 conjunctival swabs,

In-house test

R 19 lymph node aspirates, and 51 bone marrow aspirates) were collected prospectively and analysed for
pid test

the presence of Leishmania DNA using an ICPOC test. The results were compared to those of a reference
real-time PCR for identification of Leishmania kinetoplast minicircle DNA. Sensitivity and specificity with
95% confidence interval (Cl 95%) were determined.

Specificity was 100% for all samples examined. Sensitivity was 57.1% (Cl 95%, 34.0-78.2) in bone
marrow aspirates, 58.8% (Cl 95%, 32.9-81.6) in lymph node aspirates, 46.9% (Cl 95%, 32.5-61.7) in
conjunctival swabs, and 10.0% (CI 95%, 3.3-21.8) in blood. The ICPOC PCR was easy to perform and was
reliable in the case of positive test results. A negative result, however, did not exclude infection and

therefore requires further diagnostics.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Canine leishmaniasis is an infectious disease with zoonotic
potential and increasing importance in Central Europe, since the
number of imported dogs and dogs that have travelled to endemic
countries is constantly rising (Mettler et al., 2005). Therefore, fast
and reliable methods for the detection of Leishmania spp. infection
in dogs are essential to prevent transmission from subclinically
infected dogs and to avoid the introduction of infected dogs into
non-endemic countries. Rapid detection is also important to
confirm infection status prior to treatment for leishmaniasis. The
sensitivity of antibody detection methods, such as immunofluo-
rescence assays (IFA) or enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) is often insufficient for clinical purposes. It can take up to
3 years for antibodies to be detected after infection (Solano-
Gallego et al., 2005) and some dogs remain antibody-negative
indefinitely (Solano-Gallego et al., 2001; Leontides et al., 2002).
Moreover, antibody detection tests can produce false positive

* Corresponding author.
E-mail address: Vorstandsassistenz@medizinische-kleintierklinik.de (R. Selder).

https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2017.12.006
1090-0233/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

results due to cross reactivity with antibodies against other
infectious agents.

PCR analysis of bone marrow is considered the reference
standard for the diagnosis of leishmaniasis in dogs, since it is more
sensitive than PCR analysis of other tissues (Maia and Campino,
2008). In the search for appropriate tissues that could be obtained
less invasively, direct pathogen detection by PCR from conjunctival
swabs has been investigated and was sensitive for the diagnosis of
Leishmania spp. infections in both diseased dogs (92.0% sensitivity;
Strauss-Ayali et al., 2004) and asymptomatic dogs in endemic
regions (90.0% sensitivity; Leite et al., 2010), as well as in non-
endemic areas (78.4% sensitivity; Geisweid et al., 2013). Thus, PCR
of conjunctival swabs is considered the test of choice to detect
Leishmania spp. infection. The major disadvantage of PCR in general
is that samples need to be sent to specialized laboratories, leading
to potential delays until results are available. Moreover, transport
holds the risk of sample loss or DNA destruction. In addition, there
are many localities where canine leishmaniasis is endemic that do
not have specialized laboratories offering PCR. Consequently, an
accurate and specific diagnostic test that could be performed
directly on-site at veterinary practices could be very helpful.

Therefore, the aim of this study was to compare the sensitivity,
specificity and practicability of an in-clinic point-of-care ICPOC
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