
 

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwürde der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität  

München 

 

 

 

 

 

Untersuchung von Sensitivität und Spezifität eines Polymerase-

Kettenreaktions-Schnelltests zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund 

 

 

 

 

 

 

 

von 

Ralph Selder 

aus Friedberg 

 

München 2018 

 

 

 



 

Aus dem Zentrum für Klinische Tiermedizin der Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

Lehrstuhl für Innere Medizin der Kleintiere 

 

 

 

 

 

Arbeit angefertigt unter der Leitung von:  

Univ.-Prof. Dr. Katrin Hartmann 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Gedruckt mit der Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät  

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D. 

Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Katrin Hartmann 

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. Monika Rinder 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der Promotion: 27.07.2018 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis                                                                                                                              V 

INHALTSVERZEICH IS 

 

I. EINLEITUNG  ..................................................................................... 1 

II.  LITERATURÜBERSICHT:  DIAGNOSE DER KANINEN 

LEISHMANIOSE  ............................................................................... 2 

 

1.  Bedeutung von Hunden als Reservoir  ......................... 2 

2.  Nachweis von Leishmanien-Infektionen ...................... 4 

2.1.  Indirekte Nachweisverfahren ........................................... 5 

2.1.1.  Nachweis von Antikörpern .............................................. 6 

2.1.1.1.  Labortests ......................................................................... 8 

2.1.1.1.1.  Immunofluorescence Assay ............................................. 9 

2.1.1.1.2.  Enzyme-linked Immunosorbent Assay .......................... 12 

2.1.1.1.3.  Direkter Agglutinationstest ............................................ 16 

2.1.1.1.4.  Durchflusszytometrie ..................................................... 19 

2.1.1.2.  Schnelltests .................................................................... 22 

2.1.2.  Nachweis der zellulären Immunität ............................... 25 

2.1.2.1.  Montenegro-Skin-Test ................................................... 25 

2.1.2.2.  Lymphozyten-Proliferationstest .................................... 26 

2.2.  Direkte Nachweisverfahren ........................................... 27 

2.2.1.  Mikroskopische Untersuchung ...................................... 27 

2.2.2.  Polymerase-Kettenreaktion............................................ 31 

2.2.2.1.  Labortests ....................................................................... 31 

2.2.2.2.  Schnelltests .................................................................... 36 

 

III.  PUBLIKA TIO N ................................................................................ 41 

 

IV.  DISKUSSION .................................................................................... 48 

 

V. ZUSAMME NFASSUNG .................................................................. 54 

 

VI.  SUMMA RY ....................................................................................... 56 

 

VII.  LITERATURVER ZEICHNIS  ......................................................... 58 



Inhaltsverzeichnis                                                                                                                              VI  

VIII.  DANKSAGUNG ................................................................................ 78 

 

  

 



Abkürzungsverzeichnis                                                                                                                  VII  

 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  

 

°C   Grad Celsius 

%   Prozent 

B. canis  Babesia canis 
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Screeningtest) 

FML Fucose-Mannose-Ligand 

gp   Glykoprotein(e) 

HE   Hämatoxilin-Eosin 

ICPOC   In-Clinic Point-of-Care  

IFA   Immunofluorescence Assay 

IgG   Immunglobulin G 

kDNA   kinetoplastic Desoxy-Ribonucleic Acid (kinetoplastische 

   Desoxyribonukleinsäure) 

L. aethiopica  Leishmania aethiopica 

LAMP  Loop-Mediated Isothermal Amplification (Schleifen-vermittelte 

isothermale Amplifizierung) 

L. amazonensis  Leishmania amazonensis 

L. braziliensis  Leishmania braziliensis 

L. chagasi  Leishmania chagasi 

L. donovani  Leishmania donovani 

Leishmania spp. Leishmania-Spezies 
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L. mexicana  Leishmania mexicana 

L. naiffiand  Leishmania naiffiand 

L. panamanensis Leishmania panamanensis 
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I. EINLEITUNG  

Die kanine Leishmaniose, eine weltweit verbreitete Zoonose, gewinnt auch in 

Deutschland immer mehr an Bedeutung. Hierfür zuträglich ist der zunehmende 

Import von Hunden aus dem südlichen Ausland, jedoch ebenso die Tatsache, dass 

Hunde zur Urlaubszeit immer häufiger mit ins endemische Ausland reisen. Eine 

nicht zu unterschätzende Anzahl an Hunden kommt dort mit Protozoen des Genus 

Leishmania in Berührung. Desweiteren spielt im Rahmen der globalen Erwärmung 

die zunehmende nördliche Ausbreitung von Insekten der Gattung Phlebotomus, den 

bislang einzigen sicher nachgewiesenen Überträgern der Leishmaniose beim Hund, 

eine immer wichtiger werdende Rolle. Durch den Import von Hunden aus dem 

endemischen Ausland und der zunehmenden Ausbreitung des Lebensraums der 

Phlebotomus spp. sind mittlerweile auch autochthone Infektionen mit Erregern des 

Genus Leishmania in bislang nicht endemischen Regionen nicht mehr 

auszuschließen (MENN et al., 2010; MAIA  et al., 2015).  

Die Diagnose der Leishmaniose beim Hund stellt den Untersucher regelmäßig vor 

diagnostische Hürden. Auf der einen Seite werden indirekte Nachweisverfahren, 

wie Immunofluorescence Assays (IFA) oder Enzyme-linked Immunosorbent 

Assays (ELISA), zum Nachweis spezifischer Antikörper verwendet. Der Zeitpunkt, 

ab dem eine Infektion mit dem Erreger mittels Antikörper-Nachweisverfahren 

bestätigt werden kann, ist jedoch variabel und schwankt zwischen vier Wochen 

(experimentelle Infektion) (MORENO & ALVAR, 2002), drei Monaten (natürliche 

Infektion) (QUINNELL et al., 2003) und drei Jahren (natürliche Infektion) 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2005). Zudem ist davon auszugehen, dass einige 

sicher infizierte Hunde ein Leben lang keine nachweisbaren Antikörper bilden 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2001a; LEONTIDES et al., 2002). Bei den direkten 

Nachweisverfahren steht heutzutage die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im 

Vordergrund. Der direkte Erregernachweis mittels PCR kann jedoch nur in 

spezialisierten Labors durchgeführt werden. Schnelltests zum direkten 

Erregernachweis mittels PCR würden eine interessante Alternative darstellen, da 

sie direkt in der Praxis durchführbar wären. Diese Studie soll daher die Sensitivität 

und Spezifität eines PCR-Schnelltests zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund 

ermitteln und Aussagen zu Praktikabilität und Brauchbarkeit im klinischen Alltag 

treffen. 
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II. LITERATURÜBERSICHT :  

DIAGNOSE DER KANINEN LEISHMANIOSE  

1. Bedeutung von Hunden als Reservoir  

In mehr als 80 Ländern sind Leishmanien, vertreten durch verschiedene 

Leishmania-Spezies (spp.), endemisch anzutreffen. Hierzu zählen 

Mittelmeerländer, aber auch Länder in Südamerika, Asien und Afrika. Jährlich 

treten beim Menschen weltweit etwa zwei Millionen Neuinfektionen auf, von denen 

die Hälfte Kinder betreffen (BHATTACHARYA et al., 2006). Weltweit sind mehr 

als zwölf Millionen Menschen mit Leishmanien infiziert, von denen jählich bis zu 

40.000 an den Folgen der Leishmaniose versterben (ALVAR et al., 2012). Gemäß 

World Health Organization (WHO) wird die Leishmaniose als eine der fünf 

weltweit wichtigsten endemischen parasitären Infektionskrankheiten geführt und in 

Bezug auf die Sterberate lediglich von Malaria übertroffen. Rund 350 Millionen 

Menschen weltweit haben zudem ein hohes Risiko, mit Leishmanien infiziert zu 

werden und zu erkranken (BERN et al., 2008). Der Hund wird nach wie vor als 

wichtigstes Resevoir für die Übertragung von Leishmania infantum (L. infantum) 

und Leishmania chagsi (L. chagasi) angesehen (GRAMICCIA & GRADONI, 

2005), und Schätzungen zur Folge sind allein im südeuropäischen Raum bis zu 

zweieinhalb Millionen Hunde mit Leishmanien infiziert (MORENO & ALVAR, 

2002).  

Der Mensch ist empfänglich für Infektionen durch eine große Anzahl an 

Leishmania spp. Dies muss bei der durchzuführenden Diagnostik Berücksichtigung 

finden. Dabei gibt es Leishmania spp., die für einen viszerotropen, einen kutanen 

und einen mukokutanen Krankheitsverlauf in Frage kommen (HERWALDT, 

1999). Bei den kutanen und mukokutanen Leishmanioseformen können wiederum 

weitere Unterformen unterschieden werden. Die Abgrenzungen sind hierbei oft 

fließend (Tabelle 1). Die meisten der viszeralen Leishmaniosefälle werden beim 

Menschen durch Leishmania donovani (L. donovani) sowie L. infantum 

hervorgerufen. Jedoch kann auch jede andere Leishmnania spp. (z. B. Leishmania 

tropica (L. tropica) und Leishmania amazonensis (L. amazonensis)), die 

normalerweise eine kutane Leishmaniose hervorruft, potenziell eine viszerale Form 

auslösen und umgekehrt (HERWALDT, 1999; READY et al., 2014). Neben 

Infektionen durch L. infantum und L. donovani sind beim Mensch Infektionen 
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durch L. tropica (MAGILL et al., 1993; ALBORZI et al., 2006), Leishmania major 

(L. major) (DA SILVA et al., 1989), Leishmania mexicana (L. mexicana) 

(VELASCO et al., 1989), L. amazonensis (COSTA et al. 1986; GRIMALDI et al., 

1989; LUCAS et al., 1998), Leishmania braziliensis (L. braziliensis) (COSTA et 

al., 1986; GRIMALDI et al., 1989; CARVALHO et al., 1994), Leishmania 

aethiopica (L. aethiopica) (AKUFFO et al., 1997; VAN GRIENSVEN et al., 2016), 

Leishmania panamanensis (L. panamanensis) (GRIMALDI et al., 1989; OSORIO 

et al., 1998; HASHIGUCHI et al., 2016), Leishmania guyanensis (L. guyanensis) 

(SANTRICH et al., 1990; COUPPIE et al., 2004; HASHIGUCHI et al., 2016), 

Leishmania shawi (L. shawi) (SHAW et al., 1991), Leishmania lainsoni (L. 

lainsoni), Leishmania naiffiand (L. naiffiand) (HASHIGUCHI et al., 2017), 

Leishmania venezuelensis (L. venezuelensis) (HERWALDT, 1999), Leishmania 

peruviana (L. peruviana) (HERWALDT, 1999) sowie Leishmania pifanoi (L. 

pifanoi) (CONVIT et al., 1972) beschrieben. Das Krankheitsbild und der 

Gewebstropismus richten sich dabei nach der jeweiligen Leishmania spp. 

(Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Formen der Leishmaniose des Menschen mit den verantwortlichen Leishmania- 

(L.-) Spezies (HERWALDT, 1999; READY et al., 2014). 

Viszerale 

Leishmaniose 

Kutane 

Altwelt -

Leishmaniose  

Kutane Neuwelt-

Leishmaniose 

Mukosale 

Leishmaniose 

Rezidivierende 

kutane 

Leishmaniose 

Diffuse kutane 

Leishmaniose 

L. infantum 

L. chagasi 

L. donovani 

L. tropica 

L. amazonensis 

L. infantum 

L. donovani 

L. tropica 

L. major 

L. aethiopica 

L. chagasi 

L. mexicana 

L. amazonensis 

L. venezuelensis 

L. braziliensis 

L. panamanensis 

L. guyanensis 

L. peruviana 

L. braziliensis 

L. panamanensis 

L. guyanensis 

L. amazonensis 

L. tropica 

L. major 

L. aethiopica 

L. mexicana 

 

Im Rahmen der zunehmenden globalen Erwärmung erweitert sich der Lebensraum 

der Sandmücke in Europa nordwärts und reicht mittlerweile in Norditalien bis zu 

den Alpen (MAROLI et al., 2008) sowie in Frankreich und Spanien bis zu den 

Pyrenäen (AMUSATEGUI et al., 2004; CHAMAILLE et al., 2010), welche im 

Moment noch eine geographische Grenze darstellen. Jedoch nimmt durch den 

zunehmenden Import von Hunden aus dem endemischen Ausland sowie Reisen ins 
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endemische Ausland mit Hund die Anzahl von Leishmaniosefällen beim Hund auch 

in nicht endemischen Ländern, wie Großbritannien oder Deutschland, stetig zu 

(METTLER et al., 2005b; SHAW et al., 2009; MENN et al., 2010). Damit steigt 

das potenzielle Risiko für autochthone Infektionen. Klinisch erkrankte oder 

infizierte Hunde sind auch als potenzielles Problem der Volksgesundheit, auch in 

nicht endemischen Gebieten, von zunehmender Bedeutung (SHAW et al., 2009). 

Deshalb steigt, auch im Sinne der Volksgesundheit, der Bedarf an schnell 

durchführbaren und sicheren diagnostischen Tests zur Identifizierung einer 

Leishmanieninfektion beim Hund. Gerade schnell durchführbare Testmethoden, 

die sowohl der Diagnose einer Leishmania-spp.-Infektion, als auch einer 

Speziesidentifizierung dienen, sind dringend notwendig, genauso wie geeignete 

Therapie, Prophylaxe- und Kontrollmaßnahmen, die sicher, effektiv, bezahlbar und 

einfach durchführbar sind (HERWALDT, 1999). Eine große Anzahl an 

verschiedenen Testverfahren ist sowohl für den Menschen als auch für den Hund 

auf dem Markt erhältlich, jedoch sind nicht alle Testmethoden gleichermaßen 

zuverlässig und geeignet (RODRIGUEZ-CORTES et al., 2013; SOLANO-

GALLEGO et al., 2014). Bei der Wahl der Testmethode (direkter Erregernachweis 

oder indirekter Erregernachweis) muss der Infektionszeitpunkt mitberücksichtigt 

werden, um aussagekräftige Ergebnisse erwarten zu können (SOLANO-

GALLEGO et al., 2001a; LEONTIDES et al., 2002; MORENO & ALVAR, 2002; 

QUINNELL et al., 2003; SOLANO-GALLEGO et al., 2005). 

2. Nachweis von Leishmanien-Infektionen 

Es gibt keine klinischen oder labordiagnostischen Veränderungen, die für eine 

Leishmania-spp.-Infektion beim Hund als pathognomonisch erachtet werden 

können. Die Leishmaniose beim Hund kann sehr unterschiedliche Verlaufsformen 

annehmen, von subklinischen Infektionen bis hin zu schwerwiegender klinischer 

Erkrankung mit tödlichem Ausgang (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Neben 

einer Vielzahl unspezifischer klinischer Auffälligkeiten (unter anderem 

generalisierte Lymphadenomegalie, Gewichtsverlust, verminderter Appetit, 

Apathie, blasse Schleimhäute, Splenomegalie, Polyurie/Polydipsie, Fieber, 

Erbrechen, Durchfall) und labordiagnostischer Abnormalitäten (unter anderem 

Hyperglobulinämie, Hypalbuminämie, erniedrigtes Albumin/Globulin-Verhältnis, 

geringgradige bis mittelgradige aregenerative Anämie, Leukozytose oder 

Leukopenie, Thrombozytopenie und/oder Thrombozytopathie, Proteinurie, renale 
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Azotämie, Erhöhung von Leberenzymaktivitäten) treten bei einer Leishmaniose 

häufig Hautveränderungen auf (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).  

Dass eine Infektion jedoch nicht zwangsläufig mit einer klinischen Erkrankung 

einhergehen muss, spiegelt sich in einer hohen Anzahl an subklinisch infizierten 

Hunden wider (SOLANO-GALLEGO et al., 2001a; BANETH et al., 2008). Bei 

begründetem Verdacht sind indirekte und direkte Erregernachweisverfahren 

notwendig, um eine Leishmaniose zu bestätigen oder gegebenenfalls 

auszuschließen (MAIA & CAMPINO , 2008). 

Menschen sind für eine ganze Reihe von Leishmania spp. empfänglich, der Hund 

jedoch hauptsächlich für zwei Spezies. Im europäischen Mittelmeerraum sind 

Hunde ausschließlich mit L. infantum infiziert (MORENO & ALVAR, 2002; 

BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). In Süd- und 

Mittelamerika wird die Leishmaniose beim Hund hauptsächlich durch L. chagasi 

hervorgerufen (DANTAS-TORRES, 2007), wobei beide Leishmania spp. 

phylogenetisch eng miteinander verwandt sind (TUON et al., 2008). In Südamerika 

können Hunde zudem selten durch L. braziliensis infiziert werden (DANTAS-

TORRES et al., 2017). In Nordafrika und dem Mittleren Osten sind bei Hunden 

neben L.-infantum-Infektionen vereinzelt auch Infektionen mit L. major (BANETH 

et al., 2016; BANETH et al., 2017) sowie L. tropica (GUESSOUS-IDRISSI et al., 

1997; BANETH et al., 2014; BANETH et al., 2017) beschrieben. Für andere 

Leishmania spp. ist der Hund kaum empfänglich und spielt bei der möglichen 

Übertragung auf den Menschen eine untergeordnete Rolle (DANTAS-TORRES, 

2007). 

2.1. Indirekte Nachweisverfahren 

Einmal infizierte Hunde eliminieren Leishmanien nach einer Infektion vermutlich 

nie mehr (NOLI & AUXILIA, 2005). Deshalb hat der indirekte Erregernachweis 

für die Diagnose und Therapiekontrolle beim Hund eine deutlich größere 

Aussagekraft als in der humanmedizinischen Leishmaniosediagnostik. Beim 

Menschen können trotz erfolgreicher Therapie mit Erregerelimination indirekte 

Nachweisverfahren über einen relativ langen Zeitraum noch positiv ausfallen, was 

den Nutzen von indirekten Nachweisverfahren zur Therapiekontrolle stark 

einschränkt. Bei den indirekten Nachweismethoden wird zwischen 

Nachweisverfahren einer humoralen und zellvermittelten Immunantwort 
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unterschieden. Es muss berücksichtigt werden, dass der indirekte Erregernachweis 

nicht die tatsächliche Anwesenheit von Leishmanien detektiert, sondern die 

Immunreaktion, die im betroffenen Wirt ausgelöst wird (MAIA & CAMPINO, 

2008). 

2.1.1. Nachweis von Antikörpern 

Beim Antikörpernachweis werden antigenspezifische Antikörper detektiert. Selten 

kann auch eine Antikörperkreuzreaktion auf Trypanosomen zu einem positiven 

Ergebnis führen. Dies tritt vor allem dann auf, wenn Leishmania-Rohantigene 

eingesetzt werden (PORROZZI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).  

Die Prävalenz von subklinisch infizierten Hunden in endemischen Regionen ist 

häufig deutlich höher als die Antikörperprävalenz und die Prävalenz der 

Erkrankung (BANETH et al., 2008). Bei Hunden, die im Antikörpertest negativ 

sind, kann daher eine Leishmaniose nicht sicher ausgeschlossen werden. In Studien, 

in denen Hunde experimentell mit Leishmanien infiziert wurden, konnte gezeigt 

werden, dass es zwischen einem Monat und drei Jahren dauern kann, bis ein Hund 

nach Infektion nachweisbare Antikörper bildet (MORENO & ALVAR, 2002). Bei 

natürlichen Infektionen dauert es in der Regel drei Monate, bis mit der 

Nachweisbarkeit von Antikörpern gerechnet werden kann (QUINNELL et al., 

2003). Bei manchen Hunden dauert dies jedoch bis zu drei Jahren (SOLANO-

GALLEGO et al., 2005). Darüber hinaus gibt es infizierte Hunde, die lebenslang 

keine spezifischen Antikörper bilden. Dies wird durch Studien untermauert, in 

denen gezeigt wurde, dass in endemischen Gebieten bei 63,0 % der untersuchten 

Hunde eine Leishmanieninfektion mittels direktem Erregernachweis (Polymerase-

Kettenreaktion (PCR)) bestätigt werden konnte, wohingegen der 

Antikörpernachweis bei nur 12ï13 % der untersuchten Hunde positiv war 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2001b; LEONTIDES et al., 2002). Bei subklinisch 

infizierten Hunden, deren Immunantwort vorwiegend zellulär (T-Helfer-

Zelle- (Th-) 1-Immunantwort) statt humoral (Th-2-Immunantwort) ausfällt, sind 

häufig keine Antikörper nachweisbar (BARBIERI, 2006).  

In den letzten Jahren wurden Leishmaniose-Impfstoffe für Hunde auf dem 

brasilianischen und europäischen Markt verfügbar. Die meisten der Antikörper-

nachweisenden Tests (Immunofluorescence Assay (IFA), Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA)) können nicht zwischen Impfantikörpern 
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(Impfstoffe basierend auf L.-infantum- und L.-donovani-Proteinen), und 

Infektionsantikörpern unterscheiden (SOLANO-GALLEGO et al., 2017). Die 

Etablierung eines neuen Leishmaniose-Impfstoffs für den Hund, basierend auf dem 

Q-Protein, einem rekombinanten Protein bestehend aus fünf Fragmenten eines 

intrazellulären L.-infantum-Proteins, erwies sich als geeignet, um mit den gängigen 

antikörpernachweisenden Methoden zwischen Impf- und Infektionsantikörpern 

unterscheiden zu können (CARCELEN et al., 2009). Der Impfstoff aus 

rekombinantem Protein Q aus Fragmenten von L. infantum (L. infantum MON-1), 

Letifend® (Laboratorios Leti, Spain), ist seit April 2016 auch auf dem europäischen 

Markt erhältlich. 

 Zum Antikörpernachweis werden Verfahren zum qualitativen sowie quantitativen 

Nachweis unterschieden. Die gemessene Antikörperkonzentration kann zusammen 

mit klinischen und labordiagnostischen Auffälligkeiten herangezogen werden, um 

eine Einteilung in Infektionsstadien vorzunehmen (SOLANO-GALLEGO et al., 

2011). Hohe Antikörperkonzentrationen mit entsprechenden klinischen 

Symptomen gelten als beweisend für eine klinisch manifeste Leishmaniose 

(Abbildung 1) (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 

2011; SOLANO-GALLEGO et al., 2014).  
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Abbildung 1: Empfehlung für das diagnostische Vorgehen bei Hunden mit 

Leishmanioseverdacht (modifiziert nach SOLANO-GALLEGO et al., 2011 (ĂLeishVet 

guidelines for the practical management of canine leishmaniosis.ñ)). PCR = Polymerase-

Kettenreaktion  

Der Originalartikel liegt im Open-Access vor und wird unter den Bedingungen der 

Creative-Commons-Attribution-Lizenz zur Verfügung gestellt. 

(http://creativecommons.org/licenses/by/2.0) 

 

2.1.1.1. Labortests 

Zum Antikörpernachweis werden heutzutage vorwiegend der IFA und ebenso der 

ELISA zur Leishmaniosediagnostik eingesetzt. Sie finden sowohl bei 

Screeninguntersuchungen in endemischen Gebieten als auch zur individuellen 

Leishmaniosediagnostik Anwendung (MAIA  et al., 2009; ARRUDA et al., 2016). 

Darüber hinaus werden die Durchflusszytometrie und der direkte Agglutinatiostest 

(DAT), sowie Counterimmunoelektrophorese (BARBOSA et al., 1973), 

Immunodiffusionsassays (BERNADINA et al., 1997) oder der Western Blot 

(FERROGLIO et al., 2007) zum Antikörpernachweis eingesetzt. Diese Methoden 

finden jedoch keine routinemäßige Anwendung und werden hauptsächlich für 

experimentelle Studien eingesetzt (MAIA & CAMPINO, 2008). 

Hunde mit klinischen Anzeichen und/oder labordiagnostischen Abnormalitäten, die 

mit einer Leishmaniose vereinbar sind 

quantitativer Antikörpernachweis positiv negativ 

anhaltender Verdacht zytologische/histologische Untersuchung niedrig hoch 

ja 

positiv 

Leishmania-Amastigote nachweisbar 

nein 

Real-time PCR               

(Knochenmark, Lymphknoten, 

Milz, Haut, Konjunktiven) 

 

bo 

negativ  andere Ursachen Leishmaniose bestätigt 

http://creativecommons.org/licenses/by/2.0
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2.1.1.1.1. Immunofluorescence Assay  

Das Prinzip des IFA beruht auf dem Nachweis von Antikörpern mittels 

Fluoreszenzreaktion. Als Antigene werden meist Lysate des ganzen Parasiten 

verwendet. Das Antigen ist an eine feste Phase gebunden. Im darauffolgenden 

Schritt werden die spezifischen Antikörper mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten 

Zweitantikörpern sichtbar gemacht (indirekte Immunfluoreszenz). Folglich können 

unter dem Fluoreszenzmikroskop die gebundenen Antikörper detektiert werden. 

Ein Signalunterschied lässt hierbei positive von negativen Proben unterscheiden. 

Zur Quantifizierung der Antikörper müssen von der jeweiligen Serumprobe 

Verdünnungsreihen angefertigt werden. Die Verdünnungsstufe, bei der die 

Farbreaktion unter dem Mikroskop noch nachgewiesen werden kann, bestimmt den 

Antikörper-Titer (PALTRINIERI et al., 2010). Der cut-off-Titer zur 

Unterscheidung zwischen positiven und negativen Ergebnisse variiert von Labor zu 

Labor und liegt in der Regel zwischen 1:40 und 1:160 (FERROGLIO & VITALE, 

2006). 

Der IFA wurde in der Literatur mit hohen Sensitivitäten und Spezifitäten 

beschrieben und galt traditionell als ĂGoldstandardñ der antikºrpernachweisenden 

Tests zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund (ZAFFARONI et al., 1999). Von 

einigen Autoren wird er immer noch als Referenzdiagnostikmethode für Labors 

beschrieben (PALTRINIERI et al., 2010). Der hohe Arbeitsaufwand, die subjektive 

quantitative Befundinterpretation sowie die Abhängigkeit von der Erfahrung des 

Untersuchenden schmälern jedoch die Praktikabilität dieser Methode (SWETS, 

1988; MAIA & CAMPINO , 2008). Darüber hinaus variieren die Sensitivitäten und 

Spezifitäten dieser Methode von Studie zu Studie stark, weswegen die Bezeichnung 

als diagnostischer ĂGoldstandardñ überdacht werden muss (RODRIGUEZ-

CORTES et al., 2013) (Tabelle 2). Trotzdem nimmt der IFA, gerade in 

endemischen Gebieten, nach wie vor einen hohen Stellenwert ein. Bei staatlichen 

Überwachungs- und Kontrollprogrammen wird meist auf diese Art des indirekten 

Erregernachweises zurückgegriffen, um infizierte Hunde zu identifizieren 

(ARRUDA et al., 2016). Der IFA wird auch für epidemiologische Studien sowie in 

der klinischen Praxis für das Therapiemonitoring eingesetzt. Die Sensitivität des 

IFA wird mit Werten bis zu 100 % beschrieben (MANCIANTI & MECIANI, 1988; 

CIAMARELLA et al., 1997; SILVA et al., 2006). Bei klinisch erkrankten Tieren 

erwies sich der IFA als sehr sensitiver (90,0 % Sensitivität) und spezifischer (100 % 
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Spezifität) Test (Bestätigung der Infektion durch Kultur und/oder PCR von 

Lymphknotenaspiraten). Bei asymptomatischen Tieren fiel die Sensitivität mit nur 

29,4 % jedoch deutlich geringer aus (METTLER et al., 2005a). Dies bestätige sich 

im direkten Vergleich der Ergebnisse von IFA und Knochenmarks-PCR bei 

klinisch gesunden Hunden in endemischen Gebieten (LEONTIDES et al., 2002). In 

dieser Studie wurden vom IFA lediglich 12,3 % der untersuchten Tiere als positiv 

erkannt, während die PCR 63,0 % der untersuchten Tiere als infiziert 

diagnostizierte. Eine aktuelle Studie (ADEL et al., 2016), die sich mit dem 

systematischen Rückblick auf 31 Validierungsstudien zu unterschiedlichen IFA 

beschäftigte, beschrieb Sensitivitäten zwischen 31,5 % (asymptomatische Hunde) 

und 89,9 % (symptomatische Hunde) sowie Spezifitäten zwischen 96,6 % 

(endemische Gebiete) und 98,1 % (nicht-endemische Gebiete).  

Kreuzreaktionen mit anderen Infektionserregern (T. cruzi) sind beschrieben 

(FERREIRA EDE et al., 2007). Hierdurch kann in endemischen Gebieten die 

Spezifität des IFA deutlich eingeschränkt werden (Spezifität 52,0 %, Sensitivität 

72,0 %, gemessen an den Ergebnissen der mikroskopischen Untersuchung von 

gefärbten Knochenmarks- und Hautbiopsien). 

Zur Unterscheidung von Infektions- und Impfantikörpern (Impfstoffe basierend auf 

gereinigten sekretorischen und exkretorischen L. infantum-Proteinen (CaniLeish®, 

Virbac Santé Animale, France) sowie basierend auf dem Fucose-Mannose-

Liganden (FML) und Oberflächenproteinen von L. donovani (Leishmune®, Zoetis, 

Brazil)) ist der IFA nicht geeignet, da hier nicht zwischen Impf- und Infektions-

Antikörpern unterschieden werden kann (MARCONDES et al., 2013; MARTIN et 

al., 2014; MORENO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015). Lediglich bei einem 

Leishmanioseimpfstoff für Hunde, basierend auf dem rekombinanten Protein Q 

(Letifend®, Laboratorios Leti, Spain), kann mittels IFA zwischen einer vorherigen 

Impfung und einer Infektion unterschieden werden (CARCELEN et al., 2009). 
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Tabelle 2: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten verschiedener 

Immunofluorescence Assays (IFA).  

 

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, k. A. = keine Angabe, L. = Leishmania, 

PCR = Polymerase-Kettenreaktion 
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2.1.1.1.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Das Prinzip des ELISA beruht auf dem Antikörpernachweis mittels enzymatischer 

Farbreaktion. Hierbei ist die Signalstärke des enzymkatalysierten Farbumschlags 

abhängig von der vorliegenden Antikörperkonzentration. Das Ergebnis ergibt sich 

aus dem Wert der optischen Dichte (MAIA & CAMPINO, 2008). Für den ELISA 

können verschiedene Antigene verwendet werden. Es werden ganze Leishmania-

Amastigote (oder deren löslicher Bestandteile), ganze Leishmania-Promastigote 

(oder deren löslicher Bestandteile), rekombinate Proteine und aufgereinigte 

Proteine unterschieden (SOLANO-GALLEGO et al., 2014). Hierbei gibt es eine 

große Anzahl an unterschiedlichen Antigen-Aufbereitungen, die spezifisch anti-

Leishmania-Antikörper nachweisen können und für den ELISA geeignet sind 

(MAIA & CAMPINO, 2008).  

Abhängig davon, welches Antigen verwendet wird, können die Spezifitäten und 

Sensitivitäten stark variieren (Tabelle 3) (METTLER et al., 2005a; MAIA & 

CAMPINO, 2008). Heutzutage werden für ELISA hauptsächlich rekombinante 

Antigene verwendet (MAIA & CAMPINO , 2008). Diese werden mit Hilfe 

molekularbiologischer Techniken künstlich hergestellt und stellen immunologisch 

wirksame Leishmania-spp.-Proteine dar. Das Protein rK39, ein repetitives, 

immunodominantes Epitop eines Kinesin-assoziierten Proteins wurde in der 

Tiermedizin bereits häufig eingesetzt und zeigte bei rK39-basierten ELISA bei 

natürlich infizierten, symptomatischen Hunden eine hohe Sensitivität (96,6 %) und 

Spezifität (99,2 %) (SCALONE et al., 2002). Bei asymptomatischen Tieren zeigte 

sich beim rK39-ELISA mit 66,0 % eine deutlich niedrigere Sensitivität 

(PORROZZI et al., 2007). ELISA, basierend auf anderen rekombinanten 

Antigenen, wie z. B. rK9, rK26 oder HSP70, hatten sehr unterschiedliche 

Sensitivitäten (44,0ī100 %) bei durchwegs hohen Spezifitäten (85,0ī100 %) 

(Tabelle 3). 

Sofern Leishmania-spp.-Rohantigen (CLA) von promastigoten oder amastigoten 

Parasitenstadien zum Einsatz kam, lag die Sensitivität bei symptomatischen 

Hunden bei Werten zwischen 89,2 % und 100 %. Bei asymptomatischen Tieren lag 

die Sensitivität je nach Studie bei Werten zwischen 30,0 % und 100 % (METTLER 

et al., 2005a; PORROZZI et al., 2007; SANTAREM et al., 2010). Die Spezifität 

des ELISA wird abhängig von der Studie mit Werten zwischen 64,0 % und 100 % 

angegeben (METTLER et al., 2005a; FERREIRA EDE et al., 2007; PORROZZI et 
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al., 2007; SANTAREM et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass bei der 

Verwendung von CLA-Leishmania-Amastigoten (82,4ī90,4 % Sensitivität) im 

Vergleich zu Leishmania-Promastigoten (73,7ī89,2 % Sensitivität) als eingesetztes 

Antigen für den ELISA, sowohl bei klinisch kranken als auch subklinisch 

infizierten Hunden, bessere Sensitivitäten erreicht werden konnten (SANTAREM 

et al., 2010). Die Spezifität war mit 91,7 % identisch.  

Dot-ELISA mit Peroxidase-markiertem Protein A weisen im Gegensatz zu 

konventionellen ELISA Vorteile im technischen Arbeitsablauf auf, da diese einfach 

und schnell durchzuführen sind und trotzdem gute Resultate bezüglich Sensitivität 

und Spezifität hervorbringen. Gemessen am direkten Erregernachweis mittels 

mikroskopischer parasitologischer Untersuchung wies der Dot-ELISA eine 

Spezifität von 100 % und, abhängig vom gewähltem cut-off-Wert, eine Sensitivität 

zwischen 90,0 % und 100 % auf (FISA et al., 1997). 

Ebenso wie beim IFA, ist es auch beim ELISA nicht möglich, Impfantikörper 

(Leishmune®, CaniLeish®) von Infektionsantikörpern zu unterscheiden. Auch hier 

stellt der Impfstoff Letifend®, basierend auf dem rekombinanten Antigen Protein 

Q, eine Ausnahme dar. Bei einer vorherigen Impfung mit diesem Impfstoff kann 

der ELISA zwischen vorheriger Impfung und Infektion differenzieren (MORENO 

et al., 2012; MARCONDES et al., 2013; MARTIN et al., 2014; MORENO et al., 

2014; RIBEIRO et al., 2015). 
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Tabelle 3: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten von Enzyme-linked 

Immunosorbent Assays (ELISA) mit verschiedenen Antigenen.  
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DAT = Direkter Agglutinationstest, IFA = Immunofluorescence Assay, k. A. = keine 

Angabe, KM = Knochenmark, L. = Leishmania, Lnn. = Lymphknoten 
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2.1.1.1.3. Direkter Agglutinationstest  

Für die Durchführung des DAT können zum Antikörpernachweis ganze gefärbte 

promastigote Leishmanien, entweder in Suspension oder gefriergetrocknet, 

verwendet werden. Leishmanien-infizierte Patienten bilden Antikörper, die gegen 

die Oberflächenantigene der Leishmanien gerichtet sind. Der DAT erkennt diese 

spezifischen Antikörper im Blut des Patienten. Eine direkte Agglutination auf der 

Testplatte, die mit den Antigenen beschichtet ist, ist die Folge. In Abwesenheit von 

Leishmania-spp.-Antikörpern akkumuliert das DAT-Antigen am Boden der 

Testplatte und stellt sich als dunkelblauer Punkt dar. Wenn in der zu 

untersuchenden Probe anti-Leishmania-spp.-Antikörper vorliegen, bildet das 

Antigen einen flächig hellblauen Film (ADAMS et al., 2012). Als 

Untersuchungsmaterial eignen sich sowohl Plasma als auch Serum (MAIA & 

CAMPINO, 2008). Um das Ergebnis des DAT zu quantifizieren, werden 

Verdünnungsreihen des eingesetzten Materials angelegt.  

In endemischen Gebieten zeigte der DAT Sensitivitäten zwischen 70,6 % 

(MOHEBALI et al., 2004) und 100 % (SILVA et al., 2006) und Spezifitäten 

zwischen 84,9 % (MOHEBALI et al., 2004) und 100 % (NEOGY et al., 1992). Die 

lange Probeninkubationszeit und die seriellen Verdünnungen der Serumproben, die 

die Praktikabilität des DAT einschränken, wurde durch die Entwicklung von ĂFast 

Agglutination Screening Testsñ (FAST) mit höherer Parasitenkonzentration, einem 

niedrigeren Testvolumen, einer deutlich reduzierten Inkubationszeit sowie der 

Notwendigkeit einer einzigen Serumverdünnung deutlich verbessert. Hierbei 

wurden Sensitivitäten zwischen 93,6 % und 97,7 % sowie Spezifitäten zwischen 

89,0 % und 93,0 % erreicht (SCHALLIG et al., 2002; SCHALLIG et al., 2004). 

Trotz der beschriebenen hohen Sensitivitäten und Spezifitäten (Tabelle 4) nimmt 

der DAT zur Testdurchführung sehr viel Zeit in Anspruch und eignet sich nicht für 

Screeninguntersuchungen, wenn eine größere Anzahl an Proben untersucht werden 

muss. Alleinig die Inkubation der Proben dauert 18 Stunden. Deshalb findet er 

heutzutage in der Leishmaniose-Routinediagnostik kaum mehr Anwendung 

(SCHALLIG et al., 2002). Der FAST hingegen, der die Vorteile der schnellen 

Verfügbarkeit von Ergebnissen innerhalb von vier Stunden, einfacher 

Ergebnisinterpretation, niedrigen Durchführungskosten (unter 0,5 

US $/Probendurchführung) und deutlich vereinfachtem Arbeitsaufwand (keine 

seriellen Verdünnungen notwendig) vereint, findet gerade bei 
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Screeninguntersuchungen im Rahmen von Kontrollprogrammen in endemischen 

Gebieten oder zum Screening von Blutkonserven für Transfusionszwecke beim 

Hund Verwendung (SCHALLIG et al., 2002). 

Im Gegensatz zum IFA und ELISA können sowohl DAT als auch FAST nach 

Verwendung eines Leishmanioseimpfstoffs, basierend auf FML und 

Oberflächenantigenen von L. donovani (Leishmune®, Zoetis, Brazil), zwischen 

Infektions- und Impfantikörpern unterscheiden (RIBEIRO et al., 2015). Ob dies 

auch für Impfstoffe, die auf exkretorischen und sekretorischen L. infantum-

Proteinen oder rekombinanten Antigenen (Protein Q) basieren, gilt, ist unklar, da 

es hierzu bislang keine Studien gibt. 
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Tabelle 4: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten des direkten Agglutinationstests 

(DAT) und des Schnellagglutinations-Screeningtests (FAST).  

 

DAT = direkter Agglutinationstest, FAST = Fast Agglutination Screening Test, IFA = 

Immunfluorescence Assay, k. A. = keine Angabe, PCR = Polymerase-Kettenreaktion 
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2.1.1.1.4. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, welches anhand von optischen und 

elektronischen Signalen die Zählung, Untersuchung und das Sortieren von 

mikroskopischen Partikeln, die in einem Flüssigkeitsstrom gelöst vorhanden sind, 

ermöglicht. Bei der Antikörper-Durchflusszytometrie werden spezifische 

Antikörper gegen gebundene Leishmania-spp.-Antigene detektiert (MAIA & 

CAMPINO, 2008). Hierbei werden eine aufbereitete Leishmania-spp.-Antigen- 

Suspension zusammen mit verdünntem Patientenserum in einer Mikrotitrierplatte 

inkubiert. Mehrere Waschschritte folgen, bevor fluoreszeinmarkierte anti-canine-

Immunglobulin-G- (IgG-)Antikörper hinzugefügt werden und eine weitere 

Inkubation stattfindet. Nach weiteren Waschschritten kann das Ergebnis abgelesen 

werden. Positive Proben erscheinen fluoreszent, während negative Proben keine 

Fluoreszenz aufweisen. Bereits seit 2002 wird die Antikörper-

Durchflusszytometrie zur Leishmaniosediagnostik in der Humanmedizin genutzt 

(ROCHA et al., 2002). Ein tiermedizinischer Durchflusszytometrie-Prototyp zum 

Nachweis von anti-Leishmania-spp.-IgG-Antikörpern bei mit L.-infantum-

infizierten Hunden erwies sich als sehr sensitiv und spezifisch (100 % Sensitivität, 

100 % Spezifität) (KER et al., 2013). Die Spezifität dieses Tests sank jedoch durch 

den Einschluss von Hunden, die mit anderen Erregern infiziert waren, teilweise 

deutlich ab (L. braziliensis 80,0 %, T. cruzi 55,6 %, Babesia (B.) canis 100 %, 

Ehrlichia (E.) canis 93,3 %). Eine Studie (DE ANDRADE et al., 2007) zeigte, dass 

sich dieser indirekte Erregernachweis zur Detektion von Antikörpern gegen fixierte 

Antigene (L.-chagasi-Promastigote) im Serum von mit L. chagasi infizierten 

Hunden eignet, um zwischen vorangegangener Impfung und Infektion zu 

unterscheiden. Hierbei wird von den Autoren postuliert, dass durch den Nachweis 

der Antikörper FC-AFPA-IgG und FC-AFPA-IgG2 eine derartige Unterscheidung 

möglich ist (IgG: Sensitivität 97,0 %, Spezifität 100 %; IgG2: Sensitivität 93,0 %, 

Spezifität 100 %). Eine weiterentwickelte Form der Durchflusszytometrie, 

basierend auf der Inklusion von Fluoreszenzimmunosensoren, die magnetische 

Polymermikrosphären, ausgekleidet mit rekombinanten Antigenen (rK39 und 

LicTXNPx), zum Nachweis von spezifischen Antikörpern verwenden, zeigte 

sowohl bei symptomatischen als auch bei asymptomatischen Hunden sehr gute 

Ergebnisse (98,8 % Sensitivität, 94,4 % Spezifität) (SOUSA et al., 2013). 
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Trotz der guten Sensitivitäten und Spezifitäten dieser Methode (Tabelle 5) findet 

die Durchflusszytometrie wegen der hohen technischen Ansprüche bislang 

ausschließlich in experimentellen Studien Verwendung (DE ANDRADE et al., 

2007).
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Tabelle 5: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten der Antikörper-

Durchflusszytometrie im Rahmen der Leishmaniose-Diagnostik beim Hund. 

 

 

DAT = Direkter Agglutinationstest, IFA = Immunofluorescence Assay, L. = Leishmania, 

PCR = Polymerase-Kettenreaktion 
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2.1.1.2. Schnelltests 

Für den Antikörpernachweis beim Hund gibt es eine große Anzahl an Schnelltests, 

die eine mögliche Leishmania-spp.-Infektion nachweisen sollen. Manche dieser 

antikörpernachweisenden Schnelltests können aufgrund der im Schnelltest 

verwendeten Antigene zwischen einer Infektion und einer vorangegangenen 

Leishmaniose-Impfung unterscheiden. Ganzzellbasierte Tests sind hierzu generell 

nicht in der Lage (Tabelle 6). Einige dieser Schnelltests sind ELISA, andere 

Schnelltests basieren auf dem eines ELISA ähnlichen Prinzips, der 

Immunochromatographie, und wiederum andere sind in-house-IFA (Tabelle 6). 

Neben ganzzellbasierten Antigenen werden auch für die Schnelltests häufig 

rekombinate Proteine eingesetzt (REITHINGER et al., 2002; DA COSTA et al., 

2003; FERROGLIO et al., 2013). Bei natürlich infizierten Hunden konnten mithilfe 

dieser antikörpernachweisenden Schnelltests Spezifitäten zwischen 89,6 % und 

100 % und Sensitivitäten zwischen 63,6 % und 95,3 % ermittelt werden (SOLANO-

GALLEGO et al., 2014). Bei experimentell infizierten Hunden lag die Spezifität 

zwischen 94,0 % und 100 %, die Sensitivität zwischen 65,0 % und 98,0 % 

(RODRIGUEZ-CORTES et al., 2013). 

Immunochromatographische Schnelltests wie der Speed Leish K® haben zwar den 

Vorteil, dass sie einfach durchzuführen und zu interpretieren sind, sie liefern jedoch 

ausschließlich qualitative Ergebnisse. Sofern der qualitative Nachweis negativ 

ausfällt, sollten weitere Tests folgen, da die Sensitivität dieser qualitativen 

Antikörper-Schnelltests (Speed Leish K®: 63,6 % Sensitivität) relativ niedrig ist 

(METTLER et al., 2005a; SOLANO-GALLEGO et al., 2014). 
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Tabelle 6: Antikörpernachweisende Schnelltests zur Diagnose der Leishmaniose beim 

Hund mit den zugehörigen Sensitivitäten und Spezifitäten.  
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ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, IFA = Immunofluorescence Assay, L. = 

Leishmania, PCR = Polymerase-Kettenreaktion 
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2.1.2. Nachweis der zellulären Immunität 

Eine ausgeprägte zelluläre Immunantwort ist die Grundlage eines Schutzes gegen 

die Ausbildung einer Krankheit nach Infektion (CABRAL et al., 1992; PINELLI et 

al., 1994). Methoden zur Untersuchung der zellulären Immunantwort im Rahmen 

der Leishmaniosediagnostik beim Hund werden seltener angewandt und sind 

weniger standardisiert im Vergleich zu den Methoden des Antikörpernachweises 

(MAIA & CAMPINO, 2008). Jedoch kann die Evaluation der spezifischen 

zellulären Immunantwort gegenüber Leishmania spp. einen entscheidenden 

Hinweis auf die Art der Immunantwort und somit die Prognose des betroffenen 

Hundes geben. So ist eine Th-1-Immunantwort (zellvermittelt) mit einer effektiven 

Kontrolle der Leishmanien durch den Organismus korreliert, was sich positiv auf 

die Prognose des Hundes auswirkt (FERNANDEZ-BELLON et al., 2005). Zum 

Nachweis der zellulären Immunität werden in der Veterinärmedizin der 

Montenegro-Skin-Test (MST) und der Lymphozyten-Proliferationstest angewandt 

(MAIA & CAMPINO, 2008). 

2.1.2.1. Montenegro-Skin-Test 

Der MST, auch Leishmanin-Skin-Test (LST) genannt, ist der älteste Test in der 

Leishmaniosediagnostik. Sein Vorteil liegt in der einfachen Testdurchführbarkeit 

und in den geringen Kosten. Er beruht auf einer Überempfindlichkeitsreaktion vom 

späten Typ (delayed-type hypersensitivity reaction) nach intradermaler Applikation 

eines Leishmania-spp.-Antigens. Hierzu werden dem Hund verdünnte, inaktivierte 

promastigote Leishmanienstadien, das sogenannte ĂLeishmaninñ, in einer 

Konzentration von 3 x 106/Milliliter ( ml) oder 3 x 108/ml in die Haut injiziert. Wenn 

sich 48 beziehungsweise 72 Stunden nach Applikation an der Injektionsstelle eine 

Schwellung bildet, die im Durchmesser mindestens 5 Millimeter (mm) beträgt, wird 

der Test als positiv gewertet (PINELLI et al., 1994; CARDOSO et al., 1998; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2001b). Genauso wie in der Humanmedizin 

beschrieben, fällt der Test bei symptomatischen Hunden meist negativ aus. Bei 

infizierten, aber asymptomatischen Hunden sowie bei erst seit kurzer Zeit 

infizierten Hunden oder Hunden, die zuvor therapiert wurden, ist der Test in der 

Regel positiv ist (PEARSON & SOUSA, 1996; RODRIGUEZ-CORTES et al., 

2007). CARDOSO et al. konnten in einer Studie aus dem Jahr 1998 eine Spezifität 

sowie eine Sensitivität (Leishmanin in der Konzentration von mindestens 3 x 

106/ml) des MST von jeweils 100 % belegen. Der Test eignet sich sowohl für 
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Screening-Untersuchungen, als auch zur Therapiekontrolle (SOLANO-GALLEGO 

et al., 2005). Nach mehrmaligen Applikationen kann der Test jedoch falsch-positiv 

ausfallen (FERNANDEZ-BELLON et al., 2005). Limitierend ist darüber hinaus die 

Tatsache, dass der Hund zur korrekten Testdurchfürung nach 48 bis 72 Stunden 

wieder vorgestellt werden muss (FERNANDEZ-BELLON et al., 2005) und das 

Testergebnis stark vom verwendeten ĂLeishmaninñ abhªngt (SOLANO-

GALLEGO et al., 2001c; BALEEIRO et al., 2006). 

2.1.2.2. Lymphozyten-Proliferationstest 

Eine weitere Möglichkeit zum Nachweis der zellulären Immunantwort im Rahmen 

einer Leishmania-spp.-Infektion stellt der Lymphozyten-Proliferationstest dar. 

Hierbei handelt es sich im Gegensatz zum MST um einen in-vitro-Nachweis. 

Zunächst werden monoklonale Zellen aus dem peripheren Blut isoliert und 

anschließend mit einem löslichen Leishmania-spp.-Antigen und einem Mitogen 

inkubiert. Das Ausmaß der hierdurch hervorgerufenen Zellproliferation spiegelt 

sich im Stimulationsindex (SI-Index) wider. Dieser kann aus dem Quotienten aus 

stimulierten und nicht stimulierten Zellen berechnet werden. Die Beurteilung des 

SI-Index wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Je nach Autor werden SI-

Indices größer als 2 (PINELLI et al., 1994) oder größer als 5 (QUINNELL et al., 

2001) als positiv gewertet. Wenn asymptomatische Tiere getestet werden, ist von 

einer starken Proliferation der durch das lösliche Antigen stimulierten Zellen 

auszugehen, während symptomatische Tiere eher ein negatives Testresultat 

aufweisen (ABRANCHES et al., 1991; PINELLI et al., 1994). Ähnlich wie bei 

asymptomatischen Hunden verhält sich das Testresultat bei erfolgreich behandelten 

Tieren (BOURDOISEAU et al., 1997a; MORENO et al., 1999; RHALEM et al., 

1999; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2003). Zur Leishmaniosediagnostik ist dieser 

Test jedoch nur sehr eingeschränkt brauchbar, da die Sensitivität in einer Studie bei 

Hunden mit durch Knochenmarkszytologie oder Knochenmarkskultur bestätigter 

Leishmaniose nur 68,8 % betrug (QUINNELL et al., 2001). Selbst bei klinisch 

asymptomatischen Hunden konnte lediglich eine geringgradig höhere Sensitivität 

von 75,3 % verzeichnet werden. Auch in Anbetracht einer niedrigen Spezifität 

(54,3 %) (QUINNELL et al., 2001) kann dieser Test nicht als Routinetest 

angesehen werden. 
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2.2. Direkte Nachweisverfahren 

Bei den direkten Erreger-Nachweisverfahren unterscheidet man zwischen 

Methoden, mit denen der ganze Erreger (Mikroskopie: Zytologie, Histologie) oder 

dessen DNA mittels PCR nachgewiesen wird (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

2.2.1. Mikroskopische Untersuchung 

Zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund kann das amastigote 

Leishmanienstadium in gefärbten Präparaten (Giemsa, Leishmain stain) aus 

geeigneten infizierten Geweben (Knochenmark, Lymphknoten, Haut, Blut) 

identifiziert werden. So kann die Diagnose mittels zytologischem oder 

histologischem Nachweis gestellt werden (Maia & Campino, 2008). In den 

Präparaten sind die Parasiten entweder frei oder intrazellulär in Makrophagen oder 

Monozyten anzutreffen. Sie kºnnen als 2ī4 µm große runde bis ovale Organismen 

dargestellt werden. Das Zytoplasma erscheint in einem schwachen blau. Der relativ 

große Kern färbt sich rot an. Im rechten Winkel zum Kern lokalisiert befindet sich 

der dunkel gefärbte Kinetoplast (MAIA & CAMPINO, 2008). Falsch-positive 

Ergebnisse sind annähernd ausgeschlossen, was sich in einer hohen Spezifität dieser 

Untersuchungsmethode niederschlägt. Alleinig Färbeartefakte können 

fälschlicherweise als Leishmanien identifiziert werden (BANETH & AROCH, 

2008). Die Sensitivität dieser Methode ist stark abhängig von der Erfahrung des 

Untersuchers und wird mit Werten bis zu 93,0 % (ROSYPAL et al., 2005) 

beschrieben. Sie variiert darüber hinaus abhängig von der Parasitendichte in dem 

zu untersuchenden Präparat, der Art des zu untersuchenden Gewebes sowie der zu 

untersuchenden Patientengruppe. Die Sensitivität bei symptomatischen Hunden 

wurde mit 88,9 % beschrieben (CIARAMELLA et al., 1997), wohingegen 

asymptomatische Hunde nur in 39,1 % der Fälle als infiziert erkannt wurden 

(MOREIRA et al., 2007). Durch lange Untersuchungszeiten und die Untersuchung 

einer hohen Anzahl an Gesichtsfeldern konnte die Sensitivität in 

Knochenmarksproben und Lymphknotenaspiraten von symptomatischen Hunden 

auf 94,8 % erhöht werden (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005) (Tabelle 7). 

Darüber hinaus können die Erreger auch in Hämatoxilin-Eosin (HE) gefärbten 

Biopsiepräparaten nachgewiesen werden. Hierfür erwiesen sich Knochenmark 

sowie Lymphknoten- und Hautbiopsien am besten geeignet. Da jedoch die 

Sensitivität, abhängig vom untersuchten Gewebe, der Untersuchungsmethode 
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sowie der klinischen Symptomatik des infizierten Hundes als unter Umständen 

gering anzusehen ist (MOREIRA et al., 2007), werden häufig zusätzlich 

immunhistochemische Methoden eingesetzt (Tabelle 7). Gerade bei Proben mit 

niedriger Leishmaniendichte ist dies sinnvoll (TAFURI et al., 2004). Es konnte 

nachgewiesen werden, dass durch Immunhistochemie die Sensitivität des 

mikroskopischen Erregernachweises auch bei asymptomatischen Hunden bis zu 

100 % betragen kann (MOREIRA et al., 2007). Zum immunhistochemischen 

Parasitennachweis eignet sich ein Streptavidin/Peroxidase-Biotin-System unter 

Verwendung eines kaninen Hyperimmunserums oder poly- oder monoklonaler 

anti-Leishmania-spp.-Antikörper (BOURDOISEAU et al., 1997b; TAFURI et al., 

2004). Hier konnte in Geweben symptomatischer Tiere eine Sensitivität von 62,1 % 

(Hautbiopsie) (XAVIER et al., 2006) sowie von 92,7 % (Lymphknotenbiopsie) 

(MOREIRA et al., 2007) gezeigt werden. Darüber hinaus wurde beschrieben, dass 

die Sensitivität des mikroskopischen Nachweises von Leishmanien in Hautbiopsien 

durch den Einsatz immunhistochemischer Methoden um 50,0 % gesteigert werden 

konnte (TAFURI et al., 2004).



II. Literaturübersicht                                                                                                                         29 

 
Tabelle 7: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten des mikroskopischen Nachweises 

einer Leishmanien-Infektion.  

 

  

U
n

te
rs

u
c
h

u
n

g
s
m

e
th

o
d

e
R

e
fe

re
n

z
m

e
th

o
d

e
U

n
te

rs
u

c
h

u
n

g
s
m

a
te

ri
a

l
S

e
n

s
it
iv

it
ä

t
S

p
e

z
if
it
ä

t
L

it
e

ra
tu

r

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
R

o
m

a
n

o
w

s
k
y
-

F
ä

rb
u

n
g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

/K
u

lt
u

r 

(L
n

n
./

K
n

o
c
h

e
n

m
a

rk
)

L
y
m

p
h

k
n

o
te

n
, 

K
n

o
c
h

e
n

m
a

rk

9
3

,0
 %

1
0

0
 %

R
O

S
Y

P
A

L
 e

t 
a

l.
, 

2
0

0
5

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
G

ie
m

s
a

-

F
ä

rb
u

n
g
)

K
u

lt
u

r
L
y
m

p
h

k
n

o
te

n
, 

K
n

o
c
h

e
n

m
a

rk

8
8

,9
 %

k
. 

A
.

C
IA

M
A

R
E

L
L
A

 e
t 

a
l.
, 

1
9

9
7

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
D

iff
-Q

u
ic

k
-

F
ä

rb
u

n
g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

L
y
m

p
h

k
n

o
te

n
3
2
,
0
ī
7
5
,
6
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
H

E
-F

ä
rb

u
n

g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

L
y
m

p
h

k
n

o
te

n
3
9
,
1
ī
4
3
,
9
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
H

E
-F

ä
rb

u
n

g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

M
ilz

2
8
,
8
ī
3
6
,
6
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
H

E
-F

ä
rb

u
n

g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

K
n

o
c
h

e
n

m
a

rk
1
2
,
0
ī
2
6
,
8
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
H

E
-F

ä
rb

u
n

g
)

M
ik

ro
s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

L
e

b
e

r
1
2
,
0
ī
2
6
,
8
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7

Im
m

u
n

h
is

to
c
h

e
m

ie
M

ik
ro

s
k
o

p
ie

 (
L
n

n
.)

 +
/-

 

E
L
IS

A
)

L
y
m

p
h

k
n

o
te

n
6
5
,
9
ī
7
2
,
7
 
%

1
0

0
 %

M
O

R
E

IR
A

 e
t 

a
l.
, 

2
0

0
7



II. Literaturübersicht                                                                                                                         30 

 

 

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, HE = Hämatoxilin-Eosin, Lnn. = 

Lymphknoten, k. A. = keine Angabe, PCR = Polymerase-Kettenreaktion 
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2.2.2. Polymerase Kettenreaktion 

Die PCR ist die heutzutage gängigste Methode des direkten Erregernachweises. Sie 

kann mit unterschiedlichen Probenmaterialien durchgeführt werden. Als geeignet 

erwiesen sich Körperflüssigkeiten, wie Blut, Urin und Sperma (FISA et al., 2001; 

LACHAUD et al., 2002b; FRANCESCHI et al., 2007), zahlreiche Gewebe, wie 

Knochenmark, Lymphknoten, Milz  und Konjunktiven (FISA et al., 2001; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2001a; ANDRADE et al., 2002; REITHINGER et al., 

2002; STRAUSS-AYALI  et al., 2004; FERREIRA SDE et al., 2008; LEITE et al., 

2010; GEISWEID et al., 2013), sowie bereits durch Formalin fixierte 

Gewebeproben (XAVIER er al., 2006). Gerade bei asymptomatischen oder 

möglicherweise kurz zuvor infizierten Hunden stellt die PCR im Gegensatz zum 

Antikörpernachweis eine sensitive Möglichkeit dar, die Parasiten nachzuweisen. 

Die PCR ermöglicht den Nachweis der Leishmanien durch das Vorhandensein ihrer 

DNA und ist unabhängig von der Immunantwort des jeweiligen Hundes 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011). In einer experimentellen Studie konnte der 

Erreger im Konjunktivalabstrich mittels PCR bereits nach 45 Tagen nach Infektion 

nachgewiesen werden (STRAUSS-AYALI et al., 2004). 

2.2.2.1. Labortests 

Die Sensitivität der PCR zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund wurde in 

verschiedenen Studien sehr unterschiedlich beschrieben (Tabelle 8). Als 

Einflussfaktoren sind hier die Wahl der Primer, die Anzahl an Kopien der Ziel-

DNA, die Methode der DNA-Extraktion, das zu untersuchende Probenmaterial 

sowie das PCR-Protokoll zu nennen (ALVAR et al., 2004; CORTES et al., 2004; 

BANETH & AROCH, 2008). Deshalb reicht ein einzelnes negatives Ergebnis bei 

einem klinisch verdächtigen Tier nicht aus, um einen Leishmanioseverdacht 

auszuräumen (BANETH & AROCH, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

Durch den individuellen Gewebstropismus der Leishmanien, die heterogene 

Verteilung der Parasiten in Organen und eine möglicherweise lokale Immunantwort 

des betroffenen Tieres kann, je nach gewähltem Probenmaterial, die Sensitivität 

stark beeinflusst werden (MAIA  et al., 2009). Gerade bei der PCR mit Vollblut 

kommt es häufig zu falsch-negativen Ergebnissen, da Dauer und Intensität der 

Parasitämie unterschiedlich sind (LACHAUD et al., 2002b). Für die PCR 

(genomische DNA) aus Vollblut wurde eine Sensitivität von 17,0 % beschrieben, 

während die Sensitivität aus Konjunktivalabstrichen, sowie Milz - und 
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Lymphknotenaspiraten mit 92,0 %, 77,0 % und 66,0 % deutlich höher ausfiel 

(STRAUSS-AYALI et al., 2004). Darüber hinaus kann die Sensitivität dieser 

Methode durch die Wahl der Primer (kinetoplastische DNA (kDNA) oder 

genomische DNA), das PCR-Protokoll sowie die Art der DNA-Extraktion und das 

zu untersuchenden Gewebe beeinflusst werden (BANETH & AROCH, 2008). Je 

nachdem, welche Primer gewählt werden, liegt die zu amplifizierende DNA-

Sequenz in sehr unterschiedlicher Menge im Leishmaniengenom vor. Es wird 

zwischen genomischer, ribosomaler DNA (Ăinternal-transcribed-spacer-1ñ- 

(ITS1- ) Regionen) und Minicircle-Sequenzen von Kinetoplasten-DNA (kDNA) 

unterschieden. Während die genomische, ribosomale DNA in nur 40ī200-facher 

Kopie vorliegt, liegt die Minicircle-Sequenz der kDNA in 10.000-facher Kopie vor 

(GOMES et al., 2008). Assays zum Nachweis kinetoplastischer DNA stellten sich 

daher als besonders sensitiv heraus (MAIA & CAMPINO, 2008; MIRO et al., 

2008). 

Die Spezifität der PCR wird mit bis zu 100 % beschrieben (konventionelle 

Knochenmarks-PCR (kDNA) (ROURA et al., 1999); konventionelle 

Konjunktivaltupfer-PCR (genomische DNA) (STRAUSS-AYALI et al., 2004)). 

Sie wird jedoch maßgeblich durch die Gefahr von DNA-Kontamination im Rahmen 

der Testdurchführung beeinflusst. In diesem Zusammenhang stellen falsch-positive 

PCR-Ergebnisse durch Kreuzkontaminationen die größte Limitation für die 

Spezifität dieser Methode dar (ROURA et al., 1999; FISA et al., 2001) (Tabelle 8).  

Man unterscheidet zur Diagnose der Leishmaniose beim Hund drei unterscheidliche 

PCR-Techniken. Hierzu zählen die konventionelle PCR, die real-time-PCR sowie 

die nested-PCR (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Die real-time-PCR erwies 

sich gegenüber konventionellen PCR-Methoden als deutlich sensitiver (SOLANO-

GALLEGO et al., 2011). Eine Studie mit natürlich infizierten Hunden konnte 

belegen, dass die real-time-PCR (kDNA) aus Knochenmark die Infektion schon bei 

< 1 Parasit/ml nachweisen kann, während bei der konventionellen PCR mindestens 

30 Parasiten/ml vorhanden sein müssen (FRANCINO et al., 2006). Zudem ist sie 

zeiteffektiver und weist ein geringeres Kontaminationsrisiko auf, was zu einer 

höheren Spezifität führt (ROLAO et al., 2004; VITALE et al., 2004; GOMES et al., 

2008). 

Bei der konventionellen PCR sowie bei der nested-PCR, bei der das Risiko einer 

unspezifischen Bindung im Vergleich zur konventionellen PCR zwar deutlich 
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reduziert, jedoch die Kontaminationsgefahr größer ist, werden in der Regel 

qualitative Ergebnisse ermittelt. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der real-time-PCR 

standardisiert eine DNA-Quantifizierung, die es ermöglicht, die Parasitenbürde des 

Patienten in Zahlenwerte zu fassen, und somit die real-time-PCR als geeignete 

Methode zur Diagnose, jedoch ebenso zum Monitoring der Erregerlast des 

Patienten zu nutzen. Gerade bei infizierten Patienten, die gegen Leishmanien 

behandelt werden, ist dies eine effektive Methode zur Verlaufskontrolle 

(FRANCINO et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2007). 

Die quantitative real-time PCR basiert auf einer kontinuierlichen Messung von 

gebildeten DNA-Sequenzen, wobei die DNA-Menge im Template während der 

exponentiellen Phase mittels Fluoreszenzmessung bestimmt wird. Dies ermöglicht 

eine Quantifizierung der Erregerzahl in der jeweiligen Probe. Neben vielen anderen 

möglichen Protokollen zur Quantifizierung von amplifizierten PCR-Produkten 

findet SYBR-Green, ein unspezifischer fluoreszierender Farbstoff, welcher sich in 

die DNA einlagert, am häufigsten Verwendung (NICOLAS et al., 2002; ROLAO 

et al., 2004). Zum anderen kommt die TaqMan-Technologie heutzutage häufig zum 

Einsatz. Hier kann die Menge an amplifizierter DNA noch genauer abgeschätzt 

werden, da spezifische Sonden in die Zielsequenz eingelagert werden (MAIA & 

CAMPINO, 2008). 
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Tabelle 8: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten von unterschiedlichen 

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR), in Abhängigkeit von verwendeten Geweben und 

Zielsequenzen.  
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CFR = complement fixation reaction, ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, 

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

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IFA = Immunosorbent Assay, KM = 

Knochenmark
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2.2.2.2. Schnelltests 

In der Humanmedizin nimmt die PCR-basierte Leishmaniosediagnostik einen 

hohen Stellenwert ein. Da die Durchführung jedoch teuer und nicht überall 

verfügbar ist und teilweise lange auf Ergebnisse gewartet werden muss, wächst die 

Nachfrage an PCR-basierten Schnelltests. Diese sollen die Vorteile der hohen 

Sensitivität und Spezifität der PCR mit einfacher und schneller Durchführbarkeit 

vereinen (CARSON et al., 2010). 

Im Jahr 2009 (ESPINOSA et al., 2009) wurde in Peru ein PCR-Schnelltest zum 

Nachweis von Leishmania-ssp.-DNA beim Menschen (ĂLeishmania OligoC-

TesTñ, CORIS BioConcept, Belgium) auf seine Sensitivität getestet. Dieser 

Schnelltest beruht auf dem Prinzip der PCR-Amplifizierung von genomischer 

Leishmanien-DNA (18S-rDNA), gefolgt von der Visualisierung der PCR-Produkte 

mittels immunchromatographischen Dipstick-Tests mit Gold-Nanopartikeln. Die 

DNA-Extraktion erfolgte durch Überführung des Probenmaterials in 100 µl 

Lysepuffer mit anschließender Inkubation bei 94 °C für 30 Minuten. Als 

Referenzmethode kam eine kDNA-PCR (L. braziliensis) zum Einsatz. Zudem 

wurde die Infektion bei den Patienten (kutane Leishmaniose) mittels MST und 

mikroskopisch-parasitologischen Nachweises nach Kultur bestätigt. Die 

Sensitivität des Schnelltests lag bei Hautgeschabseln bei 92,0 % und übertraf 

hiermit sogar die Sensitivität der kDNA-PCR (88,0 %). Bei Feinnadelaspiraten der 

Haut zeigte die Schnelltest-PCR eine Sensitivität von 74,0 %.  Angaben zur 

Spezifität des PCR-Schnelltests wurden jedoch leider nicht gemacht. In einer 

Folgestudie aus dem Jahr 2010 (SAAD et al., 2010) wurde der OligoC-TesT 

(CORIS BioConcept, Belgium) im Sudan bei Patienten mit viszeraler, kutaner und 

Post-Kala-Azar-Hautleishmaniose erneut evaluiert. Bei Patienten mit bestätigter 

viszeraler Leishmaniose wies der Schnelltest bei Lymphknotenaspiraten eine 

Sensitivität von 96,8 %, bei Vollblutproben eine Sensitivität von 96,2 % und bei 

Knochenmarksproben eine Sensitivität von 96,9 % auf. Darüber hinaus wurden alle 

Patienten mit kutaner und Post-Kala-Azar-Hautleishmaniose vom Schnelltest 

erkannt. Die Spezifität des OligoC-TesTs (CORIS BioConcept, Belgium) lag hier 

bei 90,0 %. In Kenia zeigte der OligoC-TesT (CORIS BioConcept, Belgium) zum 

Nachweis der viszeralen Leishmaniose eine Sensitivität von 96,4 % bei einer 

Spezifität von 88,8 % (BASIYE et al., 2010).  
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Etwas später wurde ein Assay zur Rekombinase-Polymerase-Amplifizierung 

(RPA) (RPA-Assay in Form eines Analysekoffers zur PCR-Testdurchführung vor 

Ort als annähernd geschlossenes System) zum Nachweis von L.-donovani-DNA aus 

Vollblut für den Menschen entwickelt und mit den Ergebnissen einer quantitativen 

real-time-PCR verglichen (MONDAL et al., 2016). Bei dieser Methode ersetzen 

spezifische Enzyme und Proteine die sonst notwendigen temperaturabhängigen 

Zyklen der DNA-Amplifi zierung bei der PCR. Die Amplifizierungsreaktion dieses 

Assays läuft isothermal bei 42,0 °C ab, und Ergebnisse nach DNA-Extraktion 

(kommerzielles Extraktionskit SpeedXtract, Qiagen, Hilden, Germany) sind 

innerhalb von 15 Minuten zu erwarten. In der Testdurchführung wies der RPA-

Assay im Vergleich zur real-time-PCR sowohl bei den positiven Proben als auch 

bei den negativen Proben 100 % Übereinstimmung auf. Darüber hinaus ist es mit 

diesem Schnelltest möglich, weitere Leishmania spp. nachzuweisen (L. major, L. 

infantum, L. aethiopica). Andere Infektionserreger, wie z. B. L. tropica, L. 

amazonensis, L. braziliensis, Toxoplasma gondii, Salmonella typhi, Plasmodium 

vivax oder Mycobacterium tuberculosis, zeigten keine positiven Testergebnisse. 

Auch in der Tiermedizin wurden in den vergangenen Jahren PCR-Schnelltests 

entwickelt (Tabelle 9). Im Jahr 2010 wurde ein Test, der ursprünglich für die 

Humanmedizin entwickelt wurde, und in diesem Bereich durch hohe Sensitivitäten 

und Spezifitäten überzeugen konnte (ESPINOSA et al., 2009; BASIYE et al., 2010; 

SAAD et al., 2010), für die Anwendung beim Hund validiert (CARSON et al., 

2010). Hierzu wurden Knochenmarksproben von natürlich mit L. infantum 

infizierten Hunden verwendet, die mittels quantitativer real-time-PCR positiv 

getestet wurden. Im direkten Vergleich zur nested-kDNA-PCR (72,0 % 

Sensitivität), nested-internal-transcribed-spacer-1-(IST-1-) PCR (54,0 % 

Sensitivität) und PCR-Hybridisierung (61,0 % Sensitivität) wies der Schnelltest 

(OligoC-TesT, CORIS BioConcept, Belgium) eine Sensitivität von 70,0 % auf. 

Einzig die real-time-PCR wies in dieser Studie mit 91,0 % Sensitivität bessere 

Resultate als der PCR-Schnelltest auf. Die Sensitivität des Schnelltests bei poly- 

(93,0 %) und oligosymptomatischen (74,0 %) Hunden lag hierbei deutlich höher, 

als die bei asymptomatischen Hunden (61,0 %). Bei mehr als 74 Leishmanien/ml 

Knochenmark konnte beim OligoC-TesT (CORIS BioConcept, Belgium) sogar 

eine Sensitivität von 100 % demonstriert werden.  
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Eine Studie aus dem Jahr 2012 (ANDREADOU et al., 2012) verglich die 

Performance von zwei in-house-PCR, einem kommerziell erhältlichen PCR-

Schnelltest (Genekam Biotechnology AG, Germany) und einer real-time-PCR. 

Anhand der Referenzmethode (in-house-Assay mit der höchsten positiven 

Übereinstimmung im Zusammenhang mit den ausgewählten klinschen Proben) 

wurden die Sensitivitäten und Spezifitäten der real-time-PCR, der anderen in-

house-PCR und des kommerziell erhältlichen PCR-Schnelltests berechnet. Hierbei 

betrug die Sensitivität der in-house-PCR 50,7 %. Die Spezifität lag bei 90,8 %. Die 

Sensitivität des kommerziell erhältlichen PCR-Schnelltests lag bei 43,0 %, die 

Spezifität lag bei 93,4 %. 

Eine weitere Schnelltest-PCR (ĂLeishmania-FAST15ñ), basierend auf den Primern 

eines bewährten real-time-PCR-Protokolls (FRANCINO et al., 2006) zum 

Nachweis von kinetoplastischer 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 kürzere Durchführungszeit. Die Übereinstimmung zwischen ĂLeishmania-

FAST15ñ und der urspr¿nglichen PCR (FRANCINO et al., 2006) stellte sich als 

annähernd perfekt heraus (Kappa = 0,90; p < 0,0001). Jedoch eignete sich dieser 

Test nicht als ĂPCR-Schnelltestñ, da ein beträchtlicher materieller Aufwand für die 

Testdurchführung notwendig ist (DANTAS-TORRES et al., 2017). 

Ein neuer Ansatz von Tests auf PCR-Basis sind loop-mediierte isothermale 

Amplifizi erungs- (LAMP-) Assays (CHAOUCH et al., 2013). LAMP verbindet die 

Vorteile der hohen Sensitivität eines molekulardiagnostischen Tests mit der 

Möglichkeit der Testdurchführung unter Feldbedingungen und ohne aufwändige 

technische Hilfsmittel. Hierbei werden vier bis sechs Primer, die spezifisch sechs 

bis acht Regionen der Ziel-DNA (hier das Cystein-Protease-B-(cpb-) multi-copy-

Gen) erkennen, zusammen mit Enzymen zur Spaltung des DNA-Doppelstranges 

verwendet. Die gleichzeitige Initiierung der DNA-Synthese durch die Zugabe von 

Primern macht diese Technik sehr spezifisch. Das polymorphe und in hoher Anzahl 

auftretende cpb-Gen erlaubt es, sowohl zwischen Leishmania spp. zu 

unterscheiden, als auch speziesspezifische und sensitive LAMP-Assays zu kreieren 

(NOTOMI et al., 2000; CHAOUCH et al., 2013). Im direkten Vergleich des LAMP-

Assays zum IFA (88,6 % Sensitivität, 52,5 % Spezifität), real-time-PCR (37,1 % 

Sensitivität, 82,5 % Spezifität) und Mikroskopie (Referenzmethode) wies der 
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LAMP-Assay unter Verwendung von Blut (DNA-Extraktion mittels Wizard 

Genomic DNA Purification kit, Promega, Madison, WI, USA) eine Sensitivität von 

54,0 % bei einer Spezifität von 80,0 % auf (CHAOUCH et al., 2013). 
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Tabelle 9: Übersicht der Sensitivitäten und Spezifitäten tiermedizinischer Polymerase-

Kettenreaktion- (PCR-) Schnelltests.  

 

genom. DNA = genomische DNA, IFA = Immunofluorescence Assay, k. A. = keine 

Angabe, kDNA = kinetoplastische DNA, KM = Knochenmark, LAMP = Loop-mediated 

Isothermal Amplification 
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