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LEISHMANIA SIAMENSIS ALS ERREGER VON  
AUTOCHTHONER KUTANER LEISHMANIOSE BEI  
PFERDEN IN DEUTSCHLAND – EINE NEUE  
INFEKTIONSKRANKHEIT IN MITTELEUROPA?
Denise Sinning, Kernt Köhler, Lutz-Ferdinand Litzke, Gabriele Schönian, Marcus Frohme, Katrin Kuhls

Zusammenfassung

Aus mitteleuropäischer Sicht ist die durch Parasiten verur-
sachte und von Sandmücken übertragene Leishmaniose 
eine in Ländern tropischer und subtropischer Regionen 
auftretende Infektionskrankheit. In zunehmendem Maße 
werden jedoch autochthone Fälle in Mitteleuropa, insbe-
sondere in Süddeutschland, verzeichnet. Dies ist vermut-
lich auf die globale Erwärmung und die Ausdehnung des 
Verbreitungsgebietes der Sandmücken nach Norden zu-
rückzuführen. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der 
Identifizierung und phylogenetischen Charakterisierung 
der Erreger dieser Fälle. Dazu wurden verschiedene Mar-
ker im Leishmaniengenom sequenziert und mit bekannten 
Arten verglichen. Die untersuchte DNA stammte von auto-
chthonen kutanen Leishmaniosen bei Pferden und einem 
Rind, die in den letzten zehn Jahren in Deutschland und 
der Schweiz auftraten. Aufgrund identischer Sequenzen 
konnten die Parasiten als L. siamensis identifiziert bzw. veri-
fiziert werden, eine erst im Jahr 2008 neu beschriebene Art, 
die in Thailand humane viszerale Leishmaniose verursacht. 
Die phylogenetischen Analysen zeigten die Ähnlichkeit von  
L. siamensis mit weiteren bisher nicht identifizierten Stäm-
men aus Martinique und Ghana, die kutane Leishmaniose 
bei Menschen verursachen. Um die Frage zu beantworten, 
ob sich die Leishmaniose zu einer in Mitteleuropa endemi-
schen zoonotischen Krankheit entwickeln könnte, müssen 
weitere Studien über kompatible Vektoren, mögliche Re-
servoire  und zur Virulenz durchgeführt werden.

Abstract

From our Central European point of view leishmaniasis is a 
vector-borne parasitic disease that occurs mainly in tropi-
cal and subtropical countries. In recent years there is how-
ever an increasing number of reports of autochthonous 
cases in Central Europe, especially in southern Germany. 
This is probably caused by climate change and global warm-
ing and the northward shift of the occurrence of the sandfly 
vectors. The aim of the present study was the identifica-
tion and phylogenetic characterization of the causative 
agents of these cases. To this end we sequenced several 
markers of the Leishmania genome and compared them 
with those of the known Leishmania species. The studied 
DNA originated from several autochthonous cases of cu-
taneous leishmaniasis in horses and a cow that occurred 
during the last decade in Germany and Switzerland. The 
parasites were identified or verified as L. siamensis, a newly 
described species that causes human visceral leishmaniasis 
in Thailand. The phylogenetic analyses also showed the 
similarity with previously not identified strains that caused 
human cutanous leishmaniasis in Ghana and Martinique. 
To answer the question whether leishmaniasis is becoming 
endemic as a zoonotic disease in Central Europe further 
research has to be done on vector compatibility, virulence 
and possible reservoire animals.

I. EINFÜHRUNG

Die Leishmaniose ist eine durch Vekto-
ren übertragene Infektionskrankheit, 
die von obligaten Protozoen der Gat-
tung Leishmania verursacht wird. Laut 
WHO [WHO 2010] ist die Leishmaniose 
in 88 Ländern endemisch, mit ca. 12 
Mio. infizierten Menschen weltweit 
und jährlich ca. 2 Mio. Neuinfektio-
nen. Das Verbreitungsgebiet der Leish-
maniose umfasst die tropischen und 
subtropischen Regionen aller Konti-
nente, einschließlich des europäischen 
Mittelmeerraumes. Die Parasiten wer-
den durch Phlebotomen (Sandmü-

cken) übertragen. Je nach Erreger und 
Verbreitungsgebiet kann die Leish-
maniose anthroponotisch oder zoo-
notisch sein, der Transmissionszyklus 
umfasst je nach Ökosystem spezifische 
Parasiten-, Sandmücken- und tierische 
Wirtsarten bzw. den Menschen.

Es gibt verschiedene klinische Ausprä-
gungen der Erkrankung, bei denen 
entweder die Haut bzw. Schleimhaut 
(kutane und mukokutane Leishmanio-
se – CL und MCL) oder das gesamte 
Immunsystem und innere Organe des 
Infizierten (viszerale Leishmaniose, 
auch Kala-Azar genannt - VL) betrof-

fen sind (Abb. 1), wobei die viszerale 
Leishmaniose bei Nichtbehandlung 
gewöhnlich letal verläuft. Es existieren 
ungefähr 30 Leishmanienarten, von 
denen etwa 20 im Menschen Leish-
maniose auslösen können. Zu den 
wichtigsten gehören L. infantum und 
L. donovani (Auslöser der VL), L. ma-
jor, L. tropica (Auslöser der CL) und L. 
braziliensis und L. guyanensis (Auslö-
ser der CL und MCL). Die im europä-
ischen Mittelmeerraum auftretende 
Leishmaniose wird durch L. infantum 
verursacht. 
In Deutschland tritt die Leishmaniose 
üblicherweise nur in Verbindung mit 
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Reisen in Endemiegebiete auf [Harms 
et al. 2003, Weitzel et al. 2005] und 
ist bisher nicht meldepflichtig. Im Jahr 
1991 wurde jedoch der erste autoch-
thone (~einheimische) Fall beschrie-
ben [Gothe 1991], ca. 17 weitere ka-
men in den folgenden Jahren bis 2012 
dazu. Zwischen 1991 und 2008 wur-
den 11 autochthone Fälle bestätigt, 
von denen jedoch nur vier publiziert 
wurden [Naucke et al. 2008], weitere 
7 Fälle kamen bis 2012 dazu [Müller 
et al. 2009, Kuhls et al. 2013]. Generell 
sind verschiedene autochthone Fälle 
aus Mitteleuropa (Schweiz, Öster-
reich, Deutschland, Niederlande) bei 
Menschen, Hunden  und Pferden seit 
den 60er Jahren bekannt geworden, 
jedoch nur wenige davon wurden 
veröffentlicht (Tabelle 1). Diesen Mel-
dungen wurde bis 1999 wenig Bedeu-
tung zugeschrieben, da man davon 
ausging, dass der Vektor in diesen Län-
dern nicht vorkommt.

Im Jahr 1999 wurden das erste Mal 
Sandmücken in Deutschland (Baden-
Württemberg) nachgewiesen [Nau-
cke & Pesson 2000, Naucke 2002], es 
handelte sich um Phlebotomus mas-
cittii, dessen Transmissionspotenzial 
für Leishmania jedoch bisher nicht 
getestet wurde. Bis 2007 wurde Ph. 
mascittii an 16 verschiedenen Stellen 
in Baden-Württemberg und einer Stel-
le in Rheinland-Pfalz (Cochem-Mosel) 

gefunden. Cochem ist die bisher nörd-
lichste Fundstelle von Sandmücken 
in Europa (50°19‘41.2‘‘N). Im Jahr 
2001 wurde Phlebotomus perniciosus 
(Vektor für L. infantum) das erste Mal 
in Deutschland entdeckt [Naucke & 
Schmitt 2004]. Es wird angenommen, 
dass Ph. perniciosus von Frankreich 
über das Saarland nach Deutsch-
land gekommen ist. Die Ausbreitung 
von Ph. mascittii verläuft entlang des 
Rheingrabens und der Mosel. Deswei-
teren muss man davon ausgehen, dass 
die bisherigen Funde nicht das eigent-
liche Ausmaß der Verbreitung und die 
Häufigkeit dieser Sandmücken wider-
spiegeln. Auch in Österreich (Kärnten) 
[Naucke et al. 2011], der Süd- und 
Westschweiz [Galli-Valerio 1912, Vogel 
1931, Knechtli & Jenni 1990, Grimm 
et al. 1990, 1993], Belgien [Depaquit 
et al. 2005] und Frankreich nahe der 
Grenze zu Deutschland [Callot 1950] 
treten Sandmücken (Ph. mascittii) auf. 
Die theoretische Verbreitungsgrenze 
stellt die 10°C-Jahresisotherme dar. 
Auch das Verbreitungsgebiet von 
Ph. perfiliewi, eines in Norditalien zir-
kulierenden Vektors für L. infantum, 
verschiebt sich aufgrund der globa-
len Erwärmung derzeit nordwärts 
[Maroli et al. 2008], so dass diese Art 
in den nächsten Jahren bis zum 49. 
Breitengrad vorkommen wird (Ba-
den-Württemberg, Bayern, Schweiz, 
Österreich). Erste Modelling-Ansätze 
hinsichtlich der zukünftigen Klimaver-
änderungen in Mitteleuropa und den 
Auswirkungen auf die Verbreitung von 
Sandmücken deuten darauf hin, dass 
sich die Habitat-Bedingungen bis zur 
Hälfte des 21. Jahrhunderts so stark 
ändern werden, dass sie für alle der 
untersuchten L. infantum Vektoren ge-
eignet sind [Fischer et al. 2010, 2011]. 
Alle bisherigen autochthonen Leish-
maniosen in Deutschland traten im 
Verbreitungsgebiet von Ph. mascittii 
und Ph. perniciosus auf.

Zu den nachgewiesenen Reservoirtie-
ren von Leishmanien (L. infantum) in 
Europa zählen in erster Linie die Hun-
de, aber auch Katzen, Füchse und Na-
getiere. Infektionen wurden auch bei 
Pferden, Eseln und Kühen gefunden. 
In vielen Regionen Südeuropas (z.B. 
auf Mallorca oder Sizilien) liegt die In-
fektionsrate bei Hunden bei bis zu 70 
% und die Anzahl der von dort nach 

Deutschland importierten Hunde 
nimmt zu. Man nimmt an, dass es in 
Deutschland ca. 20.000 infizierte Hun-
de – entweder durch Urlaubsreisen 
in die Endemiegebiete oder das Mit-
bringen von infizierten Hunden - gibt 
[Nauke et al. 2008, Menn et al. 2010]. 
Über diese Tiere und lokale Sandmü-
cken in Deutschland könnten sich die 
Infektionen somit weiter ausbreiten.

Nur wenige der autochthonen Infektio-
nen wurden publiziert und die Erreger 
auf Artebene diagnostiziert. Bis 2009 
wurde davon ausgegangen, dass nur 
L. infantum als Erreger dieser autoch-
thonen Fälle in Frage kommt. Umso be-
merkenswerter ist es, dass bereits 2004 
in Deutschland ein Fall von Hautleish-
maniose bei einem Pferd auftrat, bei 
dem jedoch zum damaligen Zeitpunkt 
der Erreger keiner bis dahin bekann-
ten Leishmaniaart zugeordnet werden 
konnte. Es handelte sich um einen ca. 4 
Jahre alten Warmblut-Wallach mit einer 
Hautläsion am Augenlid (Abb. 2). 

Das Pferd wurde im Bayrischen Wald 
geboren und kam mit ca. 6 Monaten 
nach Aschaffenburg. Sechs Monate 

vor der Erkrankung wurde das Pferd 
nach Gießen umgestellt. Nach der chi-
rurgischen Entfernung der Läsion wur-

Abb. 2b) Giemsa gefärbtes Präparat mit 1000-facher 
Vergrößerung einer intraepithelialen Pustel mit zahl-
reichen Makrophagen und darin massenhaft amas-
tigote Protozoenstadien (Leishmanien). 

Abb. 2a) Ca. kirschgroße Umfangsvermehrung 
unmittelbar am Lidrand bei einem 4-jährigen Wal-
lach (präoperativer Befund).

Abb. 1) Beispiele für die kutane Leishmaniose bei 
verschiedenen Patienten (mit freundlicher Geneh-
migung von Dr. Amer Al-Jawabreh, Leishmaniases 
Research Unit, Jericho, Palestine).
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de aus dem Gewebe die Parasiten-DNA 
extrahiert und eine Sequenzanalyse 
der ITS1-Region der ribosomalen DNA 
sowie des DNA-Polymerase-α-Gens 
durchgeführt, eine Artidentifizierung 
war jedoch nicht möglich [Litzke et al. 
2006, Kuhls et al. 2013]. Das Pferd erlitt 
vier Wochen nach dem chirurgischen 
Eingriff einen Rückfall. Ein weiterer 
Verdacht auf Leishmaniose bei einem 
Pferd aus Gießen wurde im Jahr 2006 
dokumentiert. Auch in einem Rind und 

weiteren Pferden aus der Schweiz und 
Südwestdeutschland wurden 2009 
autochthone, kutane Leishmaniosen 
beschrieben. Die Erreger dieser Fälle 
konnten jedoch inzwischen als L. sia-
mensis identifziert werden [Müller et 
al. 2009, Lobsiger et al. 2010]. Weitere 
solcher equinen Fälle wurden kürz-
lich auch in den USA berichtet [Reuss 
et al. 2012]. Leishmania siamensis ist 
eine neu beschriebene Art, die 2008 
in Thailand entdeckt wurde und dort 

VL bei Menschen verursacht [Sukmee 
et al. 2008]. In den folgenden Jahren 
wurden etliche weitere humane Fälle, 
u.a. auch als HIV+ Koinfektion, in Thai-
land bekannt [Kongkaew et al. 2007, 
Maharom et al. 2008, Suankratay et al. 
2010, Chusri et al. 2012, Bualert et al. 
2012, Leelayoova et al. 2013]. Deswei-
teren liegen weitere bisher ungeklärte 
Fälle, die verursachende Leishmanien-
art betreffend, in Martinique von 1992 
(humane VL), Ghana von 2006 (hu-

Tab. 1) �Autochthone Leishmaniose-Fälle in Mitteleuropa

*Die in dieser Arbeit in die Sequenzierung einbezogenen Fälle. k. A. – keine Angaben

Land Region
Jahr des Auftretens 

der Infektion
Referenz

Wirt (Anzahl 
der Fälle)

Spezies

Deutschland

(seit 1991  
12 bestätigte 
autochthone 
Fälle bei 
Mensch, Hund, 
Pferd, Katze)

Nordrhein-Westfalen 
(Köln)

- Gothe (1991)

Hund (1) L. spec.

Bayern 
(Landsberg/Lech)

Hund (1) L. spec.

Nordrhein-Westfalen 
(Aachen)

1997 Bogdan et al. (2001) Mensch (1) L. infantum

Bayern 
(Augsburg)

2000 Koehler et al. (2002) Pferd (1) L. infantum

Rheinland-Pfalz 
(Gehrweiler)

1998/99 nicht publiziert Hund (1) L. spec.

Bayern - Müller et al. (2009) Pferd (1) L. siamensis*

Rheinland-Pfalz - Müller et al. (2009) Pferd (5) L. siamensis*

Bayern 
(Aschaffenburg) 

und

Hessen 
(Gießen)

2004
Kuhls et al. (2013),
Litzke et al. (2006)

Pferd (1) L. siamensis*

Schweiz

Südschweiz - Mazzi (1976) Mensch L. infantum

- - Schawalder (1977) Hund L. spec.

Nordschweiz - Müller et al. (2009)  Pferd (2) L. siamensis

Züricher Oberland 2009 Lobsiger et al. (2010)  Kuh (1) L. siamensis*

Österreich

Niederösterreich - Beyreder (1962) Mensch L. spec.

- - Kollaritsch et al. (1989) Mensch L. spec.

- - Dornbusch et al. (1999) Mensch (1) L. spec.

Niederlande

- - Slappendel (1988) Hund L. spec.

- -
Diaz-Espineira &  

Slappendel (1997)
Hund L. spec.
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mane VL) und in Australien von 2004 
(bei Kängurus) vor [Noyes et al. 2002, 
Villinski et al., 2008, Rose et al., 2004, 
Dougall et al. 2009].

Europa wurde erst kürzlich als „hot 
spot“ für neu und wieder auftretende 
Infektionskrankheiten („(re)-emerging 
infectious diseases“ - EID) aufgrund 
von Klimaveränderung und Globali-
sierung (Reisen, Migration, weltwei-
ter Handel) bezeichnet und es wurde 
die Notwendigkeit unterstrichen, die 
Monitoringsysteme entsprechend an-
zupassen. Die viszerale Leishmaniose 
wurde 2012 als EID in Europa dekla-
riert und große gesundheitspolitische 
Auswirkungen werden prognostiziert 
[Lindgren et al. 2012]. Insbesondere 
Mittel- und Osteuropa werden in die-
sem Zusammenhang als besonders 
wichtig eingeschätzt und es wird in 
Betracht gezogen, die Leishmaniose 
als meldepflichtige Krankheit bei der 

ECDC (European Centre for Disease 
Prevention and Control) einzuführen.

Für die Planung präventiver Maßnah-
men und aufgrund der vielen noch 
nicht genau untersuchten Fälle der 
neuen Art L. siamensis erscheint es 
umso wichtiger, diese Art genauer zu 
erforschen sowie alle bekannten und 
neu auftretenden autochthonen Fälle in 
Deutschland (bzw. in Mitteleuropa) ge-
nau zu identifizieren und zu typisieren. 

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, 
einen erneuten Versuch zur Identifi-
zierung der Pferdeprobe aus dem Jahr 
2004 zu unternehmen. Zum anderen 
sollte die phylogenetische Einordnung 
dieser Probe sowie von L. siamensis in 
die bestehenden Arten vorgenommen 
werden. Dazu wurden mehrere DNA-
Marker untersucht, für die in der Lite-
ratur und bei der Sequenzdatenbank 
GenBank für die bekannten Leishma-

niaarten schon Sequenzinformatio-
nen vorliegen.

II. MATERIAL UND METHODEN

Zu den für die Identifizierung und für 
phylogenetische Untersuchungen der 
Leishmanien am häufigsten verwende-
ten genetischen Markern gehören die 
sog. Internal Transcribed Spacer (ITS1, 
ITS2) sowie die kleine Untereinheit 
(18S) der ribosomalen DNA, die DNA 
Polymerase α, die große Untereinheit 
der RNA Polymerase II, das Cytochrom 
b Gen (cytb) und das Heatshock Prote-
in 70 Gen (hsp70). Zu diesen Markern 
liegen auch die meisten Einträge bei 
der Sequenzdatenbank GenBank des 
National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) vor. Diese bereits 
veröffentlichten Sequenzen von Leish-
manien und anderen Vertretern der 
Ordnung Kinetoplastidae sowie die 
Informationen zu den verschiedenen 

Tab. 2) �Aufstellung der zur Sequenzierung eingesetzten Primer

Marker Name Sequenz 5'-3' Tan Größe Referenz

ITS1 rDNA
LITSR
5.8S

CTGGATCATTTTCCGATG
TGATACCACTTATCGCACTT

53 °C ca. 320 bp El Tai et al. 2001

ITS2 rDNA
5.8SR
LITSV

AAGTGCGATAAGTGGTA
ACACTCAGGTCTGTAAAC

53 °C ca. 600 bp El Tai et al. 2001

SSU rDNA, 1. 
Runde

R221
R332

GGTTCCTTTCCTGATTTACG
GGCCGGTAAAGGCCGAATAG

53 °C ca. 600 bp Schönian et al. 2003

SSU rDNA, 2. 
Runde 

R223
R333

TCCCATCGCAACCTCGGTT
AAAGCGGGCGCGGTGCTG

65°C ca. 353 bp Schönian et al. 2003

hsp70
hsp70for
hsp70rev

GACGGTGCCTGCCTACTTCAA
CCGCCCATGCTCTGGTACATC

61 °C ca. 1300 bp
Garcia et al. 2004,

Montalvo et al. 2010

cytb kDNA
Lcyt-S =LCBF1
Lcyt-R = LCBR2

GGTGTAGGTTTTAGTYTAGG
CTACAATAAACAAATCATAATATRCAATT

55 °C ca. 865 bp
Kato et al. 2007,

Luyo-Acero et al. 2004

DNA Polyme-
rase α (POLA)

DNAP
DPO2

AACGAGCGCGCRCTGCTYGACTGG
GCCGAGGCAGCCATACAT

52 °C ca. 900 bp Noyes et al. 2002 

RNA Polymerase 
large subunit 

(RPOIILS)

RPOF1=RPO1F
RPOR1

GACACAGCCGTCAAGAC 
GCAGCCGCACAATGCGCT

45 °C ca. 1300 bp Croan et al. 1997
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Arten und Stämmen wurden für eine 
Leishmania-Datenbank zusammen-
gestellt. Hinzugefügt werden sollten 
die Sequenzen der in dieser Arbeit 
untersuchten Proben: die des deut-
schen Pferdes von 2004 T8316/2004 
(MEQU/2004/DE/T8316), des Rezi-
divs T8316Rez/2004, eines weiteren 
Pferdes aus Deutschland (H-2009) 
und des Rindes (MBOV/CH/2009/C1) 
aus der Schweiz (Lobsiger et al. 2010, 
Müller et al. 2009), der thailändischen 
L. siamensis-Kultur Stamm MHOM/
TH/2010/PCM2 (Bualert et al. 2012), 
der nicht identifizierten Probe MHOM/
MQ/1992/MAR1 der VL-Fälle in Marti-
nique (Noyes et al. 2002) sowie um ei-
nige andere seltene Leishmanienarten 
aus Südamerika, zu denen bisher keine 
Sequenzinformationen für bestimmte 
Marker publiziert wurden, so u.a. L. 
enrietti MCAV/BR/1945/LV90. Dafür 
wurden die verschiedenen Marker mit-
tels PCR amplifiziert und mit einem ABI 
3130xl Genetic Analyzer sequenziert.

Der PCR-Ansatz mit 25 µl Volumen 
setzte sich wie folgt zusammen: 1fach 
DreamTaq Puffer, 0,2 mM je dNTP, je 
25 pmol forward- und reverse-Primer, 
1 U Dream Taq DNA Polymerase und 
2,0 µl DNA (aus Kulturen mit einer Kon-
zentration von 10 ng/µl). Die DNA aus 
biologischem Material wurde unver-
dünnt unter Zugabe von 0,65 µl Dime-
thylsulfoxid und 2,5 µl 25mM MgCl2 

eingesetzt. Negativ- und Hemmkon-
trollen wurden standardmäßig durch-
geführt. Für die verschiedenen Marker 
wurden unterschiedliche Thermocyc-
lerprogramme etabliert, die sich in der 
Annealingtemperatur, der Dauer der 
einzelnen Schritte und der Anzahl der 
Zyklen unterscheiden. Die Primerse-
quenzen, die Annealingtemperaturen 
sowie die entsprechenden Referenzen 
sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 
Die PCR-Produkte wurden mittels Elek-
trophorese in 1%igen Agarosegelen   
überprüft. Die Sequenzierung wurde 
mit dem Genetic Analyzer 3130xl von 
Applied Biosystems durch die Firma 
Services in Molecular Biology (SMB) 
GmbH durchgeführt.

Mit Hilfe des Programms BioEdit 
Version 7.1.11 und der Applikation 
ClustalW wurden Alignments der er-
haltenen und der zuvor aus GenBank 
herausgesuchten Sequenzen für je-

den der untersuchten genetischen 
Marker erstellt. Basierend auf diesen 
Alignments wurden in dem Programm 
MEGA Version 5.2.1 die phylogeneti-
schen Bäume konstruiert. Die dabei 
verwendeten Methoden beruhen auf 
den Prinzipien Maximum Parsimony 
(kladistische Analyse) und Neighbour 
Joining (distanzbasierte Methode). Zu-
sätzlich wurden Bootstrap-Analysen 
durchgeführt, um die Stabilität der 
Gruppierungen zu prüfen.

III. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden 
mehrere genetische Marker für ver-
schiedene Leishmanienproben, von 
denen vermutet wird, dass es sich 
um L. siamensis handelt, mittels PCR 
amplifiziert und sequenziert. Dazu 
wurde die aus biologischem Material 
(Biopsien) autochthoner Leishmani-
osefälle bei Pferden und einem Rind 
in Deutschland und der Schweiz ge-
wonnene DNA verwendet, ebenso 
die DNA eines der thailändischen 
L. siamensis Referenzstämme sowie 
von weiteren L. siamensis-ähnlichen 

Stämmen, wie u.a. L. spec. aus huma-
nen VL-Fällen auf Martinique und  L. 
enrietti. 

Mit der Software BioEdit wurden die 
Amplikon-Sequenzen und die Sequen-
zen sämtlicher Leishmanienarten und 
einiger Vertreter anderer Trypanoso-
matiden (Endotrypanum schaudinii, 
Endotrypanum monterogeii, Trypanoso-
ma cruzi, Trypanosoma brucei, Crithidia 
fasciculata, Leptomonas costaricensis), 
sofern bei GenBank vorhanden, für 
jeden der untersuchten Marker mittels 
multiplen Alignments verglichen. Die-
se Alignments stellten die Basis für die 
Konstruktion der phylogenetischen 
Bäume dar. Um die Verzweigung und 
Einordnung der untersuchten DNA 
zweifach zu bestätigen, wurden die 
beiden Konstruktionsmethoden Maxi-
mum Parsimony und Neighbour Join-
ing mit zusätzlicher Bootstrap-Analyse 
angewendet und somit zu jedem Mar-
ker zwei Bäume erstellt. 

Eines der Hauptziele der Arbeit war die 
Identifizierung der Pferdeprobe aus 
dem Jahr 2004, die zum damaligen 
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Abb. 3) Phylogenetische Position der Pferdeprobe T8316/2004 innerhalb der Gattung Leishmania. Der 
Stammbaum basiert auf den Sequenzen des DNA-Polymerase-α-Gens und wurde mit der Parsimonieanalyse 
ermittelt. Bootstrapwerte (in Prozent) sind angegeben.
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Zeitpunkt zwar der Gattung Leishma-
nia, jedoch keiner bekannten Leishma-
niaart zugeordnet werden konnte. Die 
Amplifikation der ITS1- Region zeigte 
zunächst, dass es sich bei dem unbe-
kannten Parasiten um einen Vertreter 
der Trypanosomatiden handelt. Erst die 
Sequenzierung des DNA-Polymerase-
α-Gens (POLA) ergab die Zugehörig-
keit zur Gattung Leishmania. Es zeigte 
sich, dass dieser Parasit innerhalb des 
Stammbaums dieser Gattung eine 
basale Position einnimmt, d.h. relativ 
entfernt verwandt zu den anderen in 
Europa vorkommenden Leishmanien 
ist und eine eigenständige phylogene-
tische Gruppe mit L. enrietti, einem bei 
Meerschweinen in Südamerika auftre-
tenden Parasiten, sowie dem 1992 in 
Martinique isolierten Stamm MAR1 ei-
nes humanen CL-Falls bildet (Abb. 3). 
Interessanterweise unterschieden sich 
die Sequenzen der Pferdeprobe und 
des MAR1-Stammes nur durch einen 
einzigen Basenaustausch.

Erst die erneute Sequenzanalyse der 
ITS1-Region in diesem Jahr ergab, dass 

es sich bei der Pferdeprobe um die im 
Jahr 2008 neu beschriebene Art L. sia-
mensis handelt. Es zeigte sich, dass die 
sehr variable ITS1-Region bei folgen-
den Proben identisch war: der Pferde-
probe T8316/2004 aus Deutschland, 
den 2009 in der Schweiz und Deutsch-
land aufgetretenen equinen und bovi-
nen Leishmaniosefällen [Müller et al. 
2009, Lobsiger et al. 2010], dem erst 
kürzlich in den USA beschriebenen Fäl-
len von Pferdeleishmaniose [Reuss et 
al. 2012], dem bisher nicht identifizier-
ten Leishmania-ähnlichen VL-Stamm 
aus Martinique [Noyes et al. 2002] 
sowie 7 der 8 in Thailand beschriebe-
nen humanen VL-Fälle aus den Jahren 
2008-2012. Interessanterweise scheint 
es zwei phylogenetische Gruppen in-
nerhalb von L. siamensis zu geben, da 
sich einer der VL-Stämme aus Thailand 
in der ITS1-Sequenz deutlich von der 
ersten Gruppe unterscheidet und eine 
nahezu identische Sequenz zu einem 
Leishmania-ähnlichen Isolat, das bei 
humanen CL-Fällen in Ghana gefun-
den wurde und bisher auch nicht zu-
geordnet werden konnte, aufweist. 

Die größte Ähnlichkeit dieser zweiten 
Gruppe bestand zu L. enrietti. Wie in 
dem Stammbaum in Abb. 4 zu sehen 
ist, sind die zwei L. siamensis Gruppen 
nur entfernt verwandt zu den ande-
ren humanpathogenen Leishmaniaar-
ten der Untergattungen Viannia und 
Leishmania. Innerhalb der Gattung 
Leishmania sind die auch erst 2004 
bei Kängurus gefundenen Parasiten 
(L. australiensis) phylogenetisch am 
weitesten entfernt. In dem mit der 
Parsimonie-Analyse erstellten Baum 
(hier nicht gezeigt) ist L. australiensis 
Teil der zweiten Gruppe, so wie auch 
L. enrietti.

Die meisten publizierten Sequenzen 
liegen z.Z. für die ITS1-Region vor, ein-
schließlich der L. siamensis Stämme. 
Der SSU-Marker ist derjenige mit dem 
geringsten Differenzierungspotential, 
gibt aber wichtige Aufschlüsse, wenn 
es um die Einordnung der Isolate auf 
Gattungsebene geht – auch für die-
sen Marker liegen viele Sequenzen 
vor, problematisch ist jedoch, dass 
z.T. unterschiedliche Teilfragmente 
durch die einzelnen Autoren sequen-
ziert wurden und die Sequenzen nicht 
homolog sind. Die Marker cytb und 
hsp70 eignen sich wiederum sehr gut 
für die Differenzierung auf der Artebe-
ne. Grundsätzlich zeigten sowohl ITS1 
als auch hsp70 und cytb die Ähnlich-
keit von L. siamensis zu L. enrietti und 
L. spec. aus Martinique (MAR1). Für 
L. australiensis und den L. siamensis- 
ähnlichen Stamm aus Ghana liegen 
leider bisher keine Sequenzen für cytb 
und hsp70 vor. Alle Marker ordneten L. 
siamensis (mit Ausnahme des Stammes 
PCM2) als monophyletische Gruppe 
innerhalb der Gattung Leishmania ein, 
die möglicherweise eine dritte bis-
her nicht klassifizierte Untergattung  
neben den Subgenera Viannia und 
Leishmania darstellt.

IV. DISKUSSION

Zur Untersuchung autochthoner 
Leishmaniosefälle bei Nutztieren in 
Deutschland und der Schweiz in Zu-
sammenhang mit der neuen Leishma-
nienart L. siamensis wurden mittels 
PCR sieben verschiedene genetische 
Marker mehrerer entsprechender 
Proben amplifiziert und sequenziert  
sowie mit den Sequenzen anderer 
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Abb. 4) Phylogenetische Position der Pferdeprobe T8316/2004 innerhalb der Gattung Leishmania. Der 
Stammbaum basiert auf den Sequenzen der ITS1-Region der ribosomalen DNA und wurde mit der dis-
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Leishmaniaarten verglichen. So konn-
te u.a. der Erreger der schon 2004 
diagnostizierten Hautleishmaniose 
bei einem Pferd aus Deutschland als 
L. siamensis identifiziert werden. Des 
Weiteren konnten wir zeigen, dass es 
sich bei den 1992 in Martinique auf-
getretenen VL-Fällen bei Menschen 
sowie den 2006/2007 in Ghana diag-
nostizierten humanen CL-Fällen auch 
um L. siamensis handelt, d.h. dass 
diese Art schon viel länger als Erre-
ger der Leishmaniose zirkuliert. Leish-
mania siamensis ist somit die einzige 
Leishmaniaart, die auf vier bzw. fünf 
Kontinenten (Europa, Asien, Süd- und 
Nordamerika, Afrika) vorkommt, d.h. 
die weiteste Verbreitung aller Arten 
aufweist und trotzdem erst vor kur-
zem als Auslöser von Leishmaniosen 
beschrieben wurde (Abb. 5). Inter-
essanterweise ist auch das Spektrum 
der klinischen Bilder sehr komplex – 
einerseits sind sowohl Menschen als 
auch Tiere betroffen, andererseits 
treten sowohl kutane als auch visze-
rale Fälle auf, desweiteren auch Ko-
infektionen mit HIV. In Mitteleuropa 
gab es allerdings bisher nur Fälle bei 
Nutztieren, das Auftreten von huma-
nen Infektionen kann aber auch hier 
nicht ausgeschlossen werden, so dass 
es sich um eine neu auftretende zoo-
notische Infektionskrankheit handeln 
könnte. Völlig unklar ist bis jetzt, wie 
L. siamensis übertragen wird, d.h. 
welche Vektoren dafür in Frage kom-
men, das betrifft nicht nur die Fälle in 
Mitteleuropa. Da in Deutschland und 
der Schweiz bisher nur Ph. mascittii 
und Ph. perniciosus auftreten, könnte 
man vermuten, dass eine oder beide 

dieser Sandmückenarten als Vektor 
fungieren, allerdings gibt es noch kei-
nerlei Untersuchungen zum Transmis-
sionspotential dieser Sandmückenar-
ten für L. siamensis. Des Weiteren gibt 
es bisher auch noch keinerlei Erkennt-
nisse dazu, ob Ph. mascittii überhaupt 
Leishmanien überträgt. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit zeigten anhand der Marker cytb, 
hsp70 und ITS1 auch, dass es zwei 
unterschiedliche phylogenetische 
Gruppen innerhalb von L. siamensis 
gibt, was auch kürzlich in einer Stu-
die der thailändischen Fälle festge-
stellt wurde [Leelayoova et al. 2013]. 
Interessanterweise scheint einer der 
L. siamensis Genotypen aus Thailand 
(PCM2) enger mit L. enrietti und dem 
bisher nicht identifizierten Parasiten in 
Ghana verwandt zu sein als mit allen 
anderen L. siamensis Stämmen. Eine 
enge Verwandtschaft des PCM2 Stam-
mes zu L. enrietti zeigte sich auch bei 
der Sequenzanalyse von drei anderen 
proteinkodierenden Genen [Bualert 
et al. 2012]. Die Sequenzvariabilität 
innerhalb der ITS1-Region zwischen 
diesen beiden Gruppen entspricht 
den Werten, die sonst zwischen ver-
schiedenen Leishmaniaarten zu finden 
sind, so dass es nicht auszuschließen 
ist, dass es sich hier um Subspezies, 
wenn  nicht sogar verschiedene Arten, 
handelt. Auch die phylogenetisch-ta-
xonomische Position der bei Kängurus 
auftretenden Leishmanien ist bislang 
noch nicht geklärt. Unsere Ergebnisse 
weisen darauf hin, dass diese Parasi-
ten eng mit der zweiten Gruppe von 
L. siamensis (einschließlich L. enrietti) 

verwandt sind, so dass auch hier sich 
die Frage stellt, ob es sich tatsächlich 
bei dieser Gruppe um drei verschiede-
ne Arten - L. enrietti, L. siamensis und 
L. australiensis - handelt. In diesem Fall 
wäre L. siamensis paraphyletisch.

Um diese Fragen klären zu können, 
müssen einerseits viel mehr Stämme 
dieser drei Arten untersucht werden, 
um die Sequenzvariabilität innerhalb 
der einzelnen Arten abschätzen zu 
können. Problematisch ist des Weite-
ren, dass nicht für alle Arten und auch 
die untersuchten L. siamensis Stämme 
sowie einige der bisher nicht identifi-
zierten L. siamensis-ähnlichen Stäm-
me die Sequenzen für alle untersuch-
ten Marker vorliegen, so dass nicht 
mit einem identischen Stammset für 
alle Marker gearbeitet werden konn-
te. Diese fehlenden Arten müssen in 
zukünftigen Studien für die entspre-
chenden Marker komplettiert werden. 
Bedauerlicherweise existiert von vie-
len der als L. siamensis identifizierten 
Proben kein Material (Biopsie, DNA 
oder Kultur) mehr. 

Phylogenetische Studien sind wichtig, 
um bestimmte biologische Eigenschaf-
ten der einzelnen Taxa vergleichen zu 
können und auch Rückschlüsse zum 
Ursprung und zur Verbreitung der Or-
ganismen zu ziehen. Die Möglichkeit, 
dass sich Deutschland und andere Län-
der in Mitteleuropa als neue Foci für 
Leishmaniosen entwickeln könnten, 
ist in jedem Fall ernst zu nehmen. Des-
halb ist es wichtig, weitere Forschung 
zu diesem Thema zu betreiben. Die 
Studien zu L. siamensis als Verursacher 
von autochthonen Leishmaniosen sind 
ein erster Schritt in diese Richtung.

Um die Gefährdung von Menschen in 
Mitteleuropa besser einschätzen zu 
können, sind weitere Untersuchungen 
zur Virulenz, Wirtspräferenz, Medika-
mentensensitivität und zum Transmis-
sionszyklus von L. siamensis (insbe-
sondere der europäischen Parasiten) 
notwendig. Diese Studien erfordern 
das erfolgreiche Ansetzen einer Kultur, 
was bis jetzt leider noch für keinen der 
in Deutschland und der Schweiz auf-
getretenen Fälle gelungen ist. Epide-
miologische Studien einschließlich der 
Surveillance, dem Screening von Nutz-
tieren sowie der Menschen in den be-

Martinique (CL)
(1992, 1997)

Brasilien

Florida (2011)

Deutschland (2004, 2009)

Ghana (CL)
(2006)

Thailand (VL, HIV / VL) 
(seit 2007)

Australien  
(seit 2004)

Schweiz (2009)

L. siamensis
	 equine Fälle
	 bovine Fälle
	 humane Fälle

L. enrietti
	 beim Meerschwein

L. australiensis
	 beim Känguru

Abb. 5) Bisherige Leishmaniose-Fälle, die durch L. siamensis bzw. die nah verwandten Arten L. enrietti und 
L. australiensis verursacht wurden. In Klammern ist das Jahr des Auftretens der Erkrankung angegeben.  
CL – kutane Leishmaniose, VL – viszerale Leishmaniose. 
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troffenen Regionen, der genetischen 
Typisierung und Untersuchungen zum 
Ursprung und der Verbreitung der In-
fektionen und die Identifizierung des 
Vektors sind die Hauptaufgaben für 
eine effektive Prävention und Kontrol-
le dieser neuen Infektionskrankheit in 
Mitteleuropa.
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