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1. Einleitung

Infolge des weit verbreiteten Vorkommens des Erregers und der fortschreitenden Ausweitung
endemischer Gebiete handelt es sich bei der Leishmaniose um eine Erkrankung von
zunehmender Bedeutung. Da neben dem Menschen vor allen Dingen auch Hunde den Erreger
beherbergen konnen und als Erregerreservoir gelten, spielt die kanine Leishmaniose aufgrund
thres Zoonosepotentials eine wichtige Rolle. Dariiber hinaus wird durch urlaubsbedingte
Mitnahme der Tiere in betroffene Lander sowie durch Import von Hunden aus diesen
Regionen die Erkrankung immer héufiger auch in nicht endemischen Gebieten diagnostiziert.
Die Therapie der Leishmaniose gewinnt daher zunehmend an Bedeutung. Die Therapie
leishmaniosekranker Hunde stellt sich fiir den behandelnden Tierarzt jedoch oft problematisch
dar. Derzeit befindet sich kein Priparat auf dem Markt, das zu einer Heilung (im Sinne einer
Erregerfreiheit im Knochenmark) fithren kann. AufBlerdem weisen die gebriduchlichen
Therapeutika hdufig hohe Nebenwirkungen auf. Aus diesem Grund wird weltweit nach

wirksameren und vertraglicheren Medikamenten geforscht.

Bei Oleyl-Phosphocholin (OI-PC) handelt es sich um ein dem Hexadecylphosphocholin
verwandten Priparat (Miltefosin®), welches zur Zeit beim Menschen im Rahmen einer Phase-
IV-Studie mit gutem klinischem Erfolg und tolerierbaren Nebenwirkungen zur Behandlung
der Leishmaniose eingesetzt wird. Beim Hund fand das Medikament bisher nur in
Einzelfdllen Einsatz. Eingehende Untersuchungen wurden bislang bei dieser Tierart noch

nicht durchgefiihrt.

1.1 Aufgabenstellung

Ziel der eigenen Untersuchungen war es, den Einsatz von Oleyl-Phosphocholin - ein neuer
Wirkstoff in der Therapie der kaninen Leishmaniose- an Hunden zu untersuchen, die als
Patienten in der Klinik fiir Kleintiere der Justus-Liebig-Universitit in Giessen mit

Leishmaniose vorgestellt wurden.

Im Einzelnen sollte iiberpriift werden, inwieweit die Behandlung mit OI-PC zu einer
Besserung sowohl der klinischen Symptomatik als auch labordiagnostischer Verédnderungen,

die im Rahmen der kaninen Leishmaniose auftreten konnen, fiihrt.
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Nach Abschlufl der Therapie wurde eine Untersuchung des Knochenmarkes mit Hilfe einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Diese diente der Uberpriifung, ob der Einsatz
des Prdparates zu einer Erregerfreiheit im Knochenmark und in diesem Sinne zu einer

Heilung fiihren kann.

Des Weiteren sollten auftretende Nebenwirkungen erfasst, dokumentiert und in Hinsicht auf

ihre Tolerierbarkeit ausgewertet werden.
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2. Literaturiibersicht
2.1 Der Erreger der kaninen Leishmaniose

2.1.1  Epidemiologie

Der im Jahre 1900 vom britischen Tropenarzt Sir W.B. Leishman und C. Donovan erstmals in
Indien entdeckte Erreger der Leishmaniose (Leishmania donovani) ist ein intrazellulér,
iiberwiegend in Makrophagen vorkommender Parasit. Die durch ihn verursachte, hiufig
todlich  verlaufende  Infektionskrankheit  wird  durch  weibliche = Phlebotomen
(Schmetterlingsmiicken) libertragen und erlangt aufgrund ihres Zoonosepotentials besondere
Bedeutung. Neben Menschen und Hunden kdnnen auch andere Sduge- und Wirbeltiere als
potentielle Wirtsorganismen fungieren. Hierzu zéhlen neben weiteren Kaniden -wie
Schakalen und Fiichsen- Ziegen und Nager (z.B. Ratten, Eichhoérnchen und Spitzmiuse) aber
auch Katzen, Pferde, Stachelschweine und Reptilien. (GESSNER et al., 1994; BOGDAN,
1998; BANETH und JAFFE, 1999; ZAHNER, pers. Mitteilung). Je nach geographischer

Region konnen die verschiedenen Tierarten ein Erregerreservoir darstellen (BOGDAN, 1998).

Der Hund gilt in vielen Landern als Erregerreservoir der humanen, viszeralen, durch
Leishmania (L.) infantum bedingten Leishmaniose und spielt aus diesem Grund im Rahmen
der Verbreitung der Erkrankung eine wesentliche Rolle (MILES et al., 1999). Insbesondere
Hunde, die den Erreger beherbergen, aber klinisch unauftfillig sind, stellen eine nur schwer zu
identifizierende Infektionsquelle dar. So weisen beispielsweise in einer Untersuchung von
NOLI (1999) bis zu 15 % der Hunde in Siideuropa positive Leishmanien-Antikorpertiter auf,

wobei bis zu 40 % dieser Tiere klinisch unauffallig sind.

Im Gegensatz zum Hund handelt es sich bei der Katze um einen eher selten betroffenen
Wirtsorganismus (PENNISI, 2002). Haufig wird bei dieser Tierart daher nur von
sporadischen Erkrankungsféllen berichtet (OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; POLI et
al., 2002). Jedoch konnte in Untersuchungen von PENNISI (1998, 1999) in Siiditalien
(Sizilien) eine erhohte Priavalenz auch bei Katzen nachgewiesen werden. Hierbei zeigten von

93 untersuchten Tieren 59 % einen Titer iiber 1 : 40 (PENNISI, 2002).
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Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind weltweit rund 12 Millionen Menschen an
Leishmaniose erkrankt. Von zirka 350 Millionen infektionsgefdhrdeten Menschen treten
jahrlich etwa 1 - 1,5 Millionen neue Fille von kutaner und etwa 500.000 neue Félle von
viszeraler Leishmaniose auf. Ein Anstieg der Erkrankungshaufigkeit tiber die letzten Jahre ist
zu verzeichnen (GRADONI, 1999). Besonders infektionsgefdahrdet sind Menschen, die unter
einer Suppression des Immunsystems leiden. Hierzu zdhlen vor allen Dingen HIV-infizierte
Personen, so daB ein erhohter Anteil an Leishmania/HIV-Co-Infektionen registriert werden
kann (ALVAR et al, 1996; ALVAR 1999). Dariiber hinaus besteht eine erhohte
Erkrankungsgefahr fiir Menschen, deren Immunsystem durch Langzeitbehandlungen mit

Kortikosteroiden oder durch eine Chemotherapie geschwicht ist (ALVAR, 1999).

2.1.2  Geographische Verbreitung

Die Leishmaniose stellt eine parasitire Infektionskrankheit mit weltweiter Verbreitung dar.
Mit Ausnahme von Australien tritt sie auf allen Kontinenten der Erde auf. 88 Lénder
(darunter 72 Entwicklungsldnder) zdhlen laut WHO zu den endemischen Gebieten. Neben
Lindern in Siidamerika, Asien und Afrika sind in Europa vor allem die
Mittelmeeranrainerstaaten ~ Spanien, Siuidfrankreich  (einschlieBlich Korsika), Italien
(einschlieBlich Sizilien und Sardinien), Griechenland (einschlieBlich Kreta), Kroatien sowie
Portugal betroffen. GRADONI (1999) berichtet auch von Féllen in Bosnien-Herzegowina.
Weitere Mittelmeeranrainerstaaten wie Albanien, Algerien, Agypten, Zypern, Israel, Libanon,
Libyen, Marokko, Syrien, Tunesien und die Tiirkei gelten ebenfalls als endemische Gebiete

(DEREURE et al., 1999).

Die geographische Verbreitung der Erkrankung ist — mit Ausnahme von einigen autochtonen
Féllen - eng an die geographische Verbreitung des Vektors gebunden. Hierbei handelt es sich
um blutsaugende, 2-3 mm grof3e, weibliche Schmetterlingsmiicken, die in ihrer Funktion als
Zwischenwirt fiir die Verbreitung der Erkrankung eine entscheidende Rolle spielen. In der
Alten Welt (Afrika, Asien, Europa) fungieren Schmetterlingsmiicken der Gattung
Phlebotomus als Vektor, in der Neuen Welt (Amerika) dagegen Schmetterlingsmiicken der
Gattung Lutzomyia (NOLI, 1999). Allerdings konnte bisher nicht fiir alle Arten eine
Vektorenkompetenz belegt werden. So sind laut WHO von 500 bekannten Phlebotomenarten

lediglich 30 Arten in der Lage, den Parasiten zu iibertragen.
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Als nachgewiesene Vektoren gelten im Bereich des Mittelmeeres 9 Phlebotomenarten
(KILLICK-KENDRICK und KILLICK-KENDRICK, 1999). Hierzu zdhlt beispielsweise
Phlebotomus perniciosus als Vektor viszeraler Leishmaniose fiir L. infantum in Frankreich,
Italien, Spanien, auf Malta und in Nordafrika. Dariiberhinaus konnte diese
Schmetterlingsmiickenart bereits in weiteren Lidndern, wie z.B. England (Jersey), Portugal,
RuBland (Aserbaidschan) und in der Schweiz ermittelt werden. Ein weiterer nachgewiesener
Vektor fir L. infantum in Stdeuropa ist Phlebotomus perfiliewi. Diese
Schmetterlingsmiickenart {ibertrdgt die viszerale Leishmaniose in Italien und Algerien, wurde
aber auch in weiteren Mittelmeeranrainerstaaten identifiziert und gilt in einigen dieser Lander
(z.B. Griechenland, ehemaliges Jugoslawien, Tunesien) als verdidchtiger Vektor (NAUCKE,
2003).

Obwohl Deutschland nicht zu den endemischen Gebieten der Leishmaniose zéhlt, gelang im
Juli 1999 der Erstnachweis von Schmetterlingsmiicken durch NAUCKE und PESSON auch
in Baden-Wiirtemberg. Bis zum Ende des Jahres 2001 konnten an iiber 10 verschiedenen
Lokalisationen iiber 100 Exemplare von Phlebotomus mascittii nachgewiesen werden. Ein
Zwischenwirt fiir die Erkrankung und die Moglichkeit zur Ubertragung von Erregern existiert
somit zumindest theoretisch auch hier, jedoch ist iiber eine Vektorkompetenz fiir diese Art
bisher nichts bekannt (NAUCKE und PESSON, 2000). Phlebotomus mascittii wurde
auBerdem in Frankreich, Griechenland, Italien, Spanien, Schweiz, auf Zypern, in Algerien, in

der Tiirkei und im ehemaligen Jugoslawien nachgewiesen (NAUCKE, 2003).

Seit 1993 wird von der WHO eine geographische Ausbreitung endemischer Gebiete und eine
Zunahme der Erkrankungshdufigkeit beobachtet. Durch Verdnderungen des Weltklimas
scheint es dem Vektor moglich zu sein, sich in bislang ,,zu kalten* Klimazonen anzusiedeln.
Berichte tliber Leishmaniose in bisher nicht endemischen Gebieten treten zunehmend auf.
Beispiel ist hierfiir der serologische Nachweis von Leishmania infantum bei 2,6 % von 612
untersuchten Hunden in 2 Kommunen der ,,Emilia-Romagna-Region* an der Adria-Kiiste im
Norden Italiens. Phlebotomus perniciosus und Phlebotomus perfiliewi konnten als potentielle
Vektoren in diesem Gebiet nachgewiesen werden. Bis zum Auftreten erster Félle von
Leishmaniose im Jahr 1998 galt diese Region als frei von dieser Erkrankung (BALDELLI et
al., 2001). Durch weitere Untersuchungen muf3 allerdings noch geklért werden, ob das Risiko
einer Ubertragung hier auf Dauer besteht. Ein weiteres Beispiel fiir die Ausweitung

endemischer Gebiete stellt Israel dar (BANETH und JAFFE, 1999). Wéhrend bis 1994 vor
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allem von Féllen im Norden des Landes berichtet wurde, treten nun auch vermehrt Félle von
humaner und kaniner Leishmaniose in siidlicheren Regionen des Landes auf. In diesem Fall
kann ursdchlich wahrscheinlich eine Zunahme der Population von Schakalen und Fiichsen in
Betracht gezogen werden, die sich vermehrt in der Umgebung menschlicher Siedlungen

aufhalten (BANETH und JAFFE, 1999).

In einigen Gebieten der Welt (z.B. in Brasilien, Afghanistan und Syrien) ldsst sich in
Abhidngigkeit von der wirtschaftlichen Entwicklung des Landes eine Zunahme der
Erkrankungshéufigkeit beobachten. Im Rahmen des Wachstums grofler Stidte entstehen
Vororte mit einer sehr hohen Populationsdichte, in denen Schmetterlingsmiicken gute
Voraussetzungen zur Vermehrung finden, da neben schlechten hygienischen Verhéltnissen
eine hohe Anzahl von Hunden anzutreffen ist (DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2002). Vor
allem in Brasilien ziehen viele Menschen von landlichen Gegenden in die Vororte der grof3en
Stadte, in denen Lutzomyia longipalpis gute Voraussetzung zur Vermehrung findet (TESH,
1995). In den norddstlichen Gebieten Brasiliens verdoppelte sich die Anzahl der
Erkrankungen der zoonotischen viszeralen Leishmaniose in den letzten 2 Jahren (DESJEUX,

2002).

Bei Hunden wird die Erkrankung immer héiufiger auch in nicht endemischen Gebieten
festgestellt. Grund hierfiir ist die urlaubsbedingte Mitnahme von Tieren in das siidliche
Ausland sowie der Import von Hunden aus den betroffenen Regionen. So ergaben
Untersuchungen von GOTHE et al. (1997) in Deutschland bei 236 Hunden innerhalb eines
Zeitraumes von 32 Monaten die Diagnose ,,Leishmaniose®. Bei 132 dieser Fillen wurden die
Besitzer der Tiere beziiglich der Auslandsanamnestik befragt: Zirka (ca.) % der Tiere stammte
aus endemischen Gebieten und wurde nach Deutschland importiert, ca. ¥4 der Tiere hatte die
Besitzer im Rahmen eines Urlaubsaufenthaltes in das siidliche Ausland begleitet.

In Deutschland stellt die wichtigste Erregerart der kaninen Leishmaniose aufgrund des

hiufigen Vorkommens in den Mittelmeeranrainerstaaten L. infantum dar (GOTHE, 1991).

2.13 Biologie des Erregers

Der Erreger der kaninen Leishmaniose ist ein einzelliger Parasit, der zu seiner vollstindigen
Entwicklung zwei verschiedene Wirtsorganismen benétigt. Als Hauptwirte fungieren hierbei
zahlreiche Wirbeltiere, als Zwischenwirt bendtigen die Parasiten ein Insekt (BOGDAN,

1998). Aufgrund dieser besonderen Eigenschaft verindern Leishmanien im Laufe ihres
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Entwicklungszyklus ihre Zellstruktur: Da sie im Hauptwirt intrazelluldr in Zellen des retikulo-
endothelialen Systems (RES) vorkommen, treten sie hier in einer runden, unbegeif3elten
(amastigoten) Form auf (GESSNER et al., 1994). Die Grof3e des Erregers betridgt zu diesem
Zeitpunkt etwa 2,5 x 1,5 bis 6,8 x 4,5 um (GOTHE, 1991). Im Insekt liegen die Parasiten
dagegen extrazelluldr im Magendarmtrakt vor. Hier wichst das zuvor in einer Einstiilpung der
Zelloberfliche liegende Geiflelrudiment zu einer langen Geiflel aus (GESSNER et al., 1994).
Diese begeiBlelte (promastigote) Form ist spindelformig und etwa 10-20 um gro3 (GOTHE,
1991).

Die Ultrastruktur sowohl der amastigoten als auch der promastigoten Form weist zahlreiche
Zellorganellen wie Zellkern, Mitochondrien, rauhes und glattes Endoplasmatisches Retikulum
und Golgi-Komplex auf (ASHFORD and BATES, 1998). Unter der Zellmembran befindliche
Mikrotubuli fungieren als eine Art Zytoskelett. Abschnitte der Zellmembran, welche die
GeilBeltasche der amatigoten Form bilden, sind vor allen Dingen fiir die Exo- und Endozytose
zustandig (WEBSTER und RUSSEL, 1993; LANDFEAR und IGNATUSHCHENKO, 2001).
Kennzeichnend ist fiir beide Formen ein stibchenformiger Kinetoplast, der reich an
mitochondrialer DNA ist (ASHFORD und BATES, 1998; NOLI, 1999). Aufgrund ihrer
strukturellen Eigenschaften zdhlen die Erreger der Leishmaniose zur Klasse der

Kinetoplastidae und der Familie der Trypanosomatidae (NOLI, 1999).

Wiéhrend laut WHO fiir den Menschen iiber 20 Leishmanienspezies und Subspezies als
pathogen gelten, umfasst die Erregerfauna der kaninen Leishmaniose vor allem folgende
Erreger: In der Alten Welt kann bei der tiberwiegenden Mehrheit der Hunde L. infantum
isoliert werden. Dariiber hinaus treten hier L. tropica und L. aethopica auf (DEREURE et al.,
1999). In der Neuen Welt dagegen herrscht L. chagasi, L. mexicana und L. braziliensis vor
(DEREURE et al., 1999). Die einzelnen Arten konnen unterschiedliche Symptome
hervorrufen und sind in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt. Die beim Hund auftretenden

Erreger konnen ausnahmslos auf den Menschen iibertragen werden (GOTHE, 1991).
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Erreger der kaninen Leishmaniose und die von ihnen

bedingten Symptome (nach NOLI, 1999)

Vorkommen Erkrankungsform

Alte Welt (Afrika, Asien, Europa)
L. infantum viszeral
MON-1, MON-11, MON-27, MON-34,
MON-37, MON-77, MON-98, MON-105,
MON-108 *

L. tropica viszeral, kutan

MON-76, MON-103, MON-113 *

Neue Welt (Amerika)

L. chagasi viszeral

L. mexicana symptomlos
L. braziliensis mukokutan

* bisher nachgewiesene Zymodeme im Mittelmeerraum

Eine weitere Unterteilung der Erreger erfolgt mittels Isoenzymen, die nach
elektrophoretischer Auftrennung bestimmt werden konnen (NOLI, 1999). Anhand dieser
Methode werden sogenannte ,,Zymodeme* unterschieden. Bei den dominierenden
Erregerarten der Alten Welt (L. infantum und L. tropica) konnten auf diese Weise bisher 9
bzw. 3 verschiedene Zymodeme charakterisiert werden (DEREURE et al., 1999). Das am
hiufigsten bei L. infantum isolierte Zymodem stellt MON-1 mit einer Verbreitung iiber den
gesamten Mittelmeerraum dar. 1998 gelang der Nachweis von MON-1 auch auf Zypern
(DEPLAZES et al., 1998). Die geographische Verbreitung der einzelnen Zymodeme ist in
Abbildung 1 dargestellt.

Infolge ihrer Abhéngigkeit vom Vektor sind die Parasiten an verschiedene
Umgebungsfaktoren und klimatischen Bedingungen gebunden. Temperaturen unter 5° C und

iber 30° C filhren beispielsweise zum Absterben der Leishmanien im Ubertriiger
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(OPITZ, 1996). Eine Ubertragung findet daher in Abhingigkeit vom Klima meist zwischen
den Monaten Mai und Oktober statt (GRADONI, 1999; KILLICK-KENDRICK und
KILLICK-KENDRICK, 1999). Das dauerhafte Vorhandensein von starkem Wind oder das
Fehlen jeglicher Vegetation verhindert die Ansiedlung von Vektoren und somit auch von
Erregern. In Hohen iiber 900 m oder in den Zentren von Stiddten sind in der Regel keine
Vektoren anzutreffen, Parasiten konnen sich daher hier ebenfalls nicht vermehren
(GRADONI, 1999). Bevorzugt wird dagegen die Ndhe menschlicher Siedlungen und
ausreichender Vegetation, da vor allem in feuchtem, organischem Milieu optimale

Bedingungen zur Vermehrung der Vektoren herrschen (GESSNER et al., 1994).

Abbildung 1: Die geographische Verbreitung der verschiedenen Zymodeme von L. infantum

und L. tropica im Mittelmeerraum (nach DEREURE, 1999)
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2.2 Infektionswege

2.2.1 Infektionszyklus

Weibliche Schmetterlingsmiicken der Gattung Phlebotomus (Alte Welt) und Lutzomyia
(Neue Welt) nehmen wihrend einer Blutmahlzeit an einem infizierten Tier amastigote,
intrazelluldr in den Zellen des RES vorliegende Leishmanien auf. Mit dem Nahrungsstrom
gelangen die Parasiten in den Verdauungstrakt des Insektes. Zellen des Darmes produzieren
hier eine chitinhaltige Membran, die den Nahrungsbolus umschlieft (ASHFORD und
BATES, 1998; KILLICK-KENDRICK, 2002). Bereits zu diesem Zeitpunkt scheinen sich die
amastigoten Formen in prozyklische Promastigote umzuwandeln. Erste Teilungsschritte
dieser Formen erfolgen. Die Bildung von chitinolytischen Enzymen durch die Leishmanien
ermdglicht im AnschluB eine ,,gezielte Freisetzung der Erreger im mittleren Darmabschnitt
(ASHFORD und BATES, 1998; KILLICK-KENDRICK, 2002). Hier erfolgt die Vermehrung
der Erreger durch Lingsteilung sowie ihre Transformation zu infektidsen metazyklischen

Promastigoten (ASHFORD und BATES, 1998).

Um zu diesem Zeitpunkt einen Weitertransport mit der Nahrung zu vermeiden und auf diese
Weise die Etablierung einer Infektion zu gewdhrleisten, heften sich die Parasiten an das
Darmepithel an (GESSNER et al., 1994). Es konnte nachgewiesen werden, daf
Glykokonjugate (Lipophosphoglykane) auf der Zelloberfliche von Promastigoten eine
wesentliche Rolle bei der Anheftung an die Oberfldche des Darmes spielen (TURCO, 1990;
SACKS et al, 1995). Unterschiedliche Subgenera der Erreger scheinen verschiedene
Strategien der Adhdsion entwickelt zu haben. Vertreter des Subgenus ,,Leishmania® (hierzu
zdhlen z.B. alle Erreger der Alten Welt) verankern sich im mittleren Darmabschnitt mit Hilfe
threr Geilleln zwischen den Mikrovilli der Darmoberfliche (KILLICK-KENDRICK, 2002),
wihrend Vertreter des Subgenus ,,Viannia®“ (z.B. L. braziliensis) sich im hinteren
Darmabschnitt mit Hilfe einer besonderen Struktur der Geilel, die als Hemidesmosom
bezeichnet wird, an der chitinartigen Oberfliche des Darmes fixieren (ASHFORD und
BATES, 1998; KILLICK-KENDRICK, 2002).

Die infektiosen metazyklischen Formen wandern entgegen dem Nahrungsstrom in kraniale
Darmabschnitte des Insektes ein und heften sich hier mittels Hemidesmosom an der Valvula

cardiaca an. Die Freisetzung von Chitinase durch Leishmanien scheint diese Struktur zu
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schiadigen. Eine daraus resultierende Dysfunktion ermdglicht ein Regurgitieren der Erreger

wihrend der nichsten Blutmahlzeit (SCHLEIN et al., 1992).

Ob es neben diesem Mechanismus noch weitere Ubertragungsmoglichkeiten gibt, steht noch
zur Diskussion. Da Leishmanien in der Lage sind, in den Stechapparat der
Schmetterlingsmiicken vorzudringen, besteht hierin eine weitere Mdglichkeit zur Ubertragung
auf einen Wirtsorganismus (KILLICK-KENDRICK, 2002). In einigen Untersuchungen
konnten Parasiten in Speicheldriisen von Vektoren nachgewiesen werden, so da3 auch auf

diesem Weg eine Ubertragung denkbar wire (KILLICK-KENDRICK, 2002).

Mittels Insektenstich werden ca. 100-1000 infektiose, metazyklische Promastigote in die Haut
des Wirtsorganismus iibertragen. Obwohl ein Grofteil der Erreger zu diesem Zeitpunkt durch
Einwirkung von Komplement inaktiviert wird (FERRER, 2002), reicht laut RIOUX (1979)
ein Stich einer einzigen infizierten Sandmiicke aus, um die Krankheit zu iibertragen.
Intradermal kommt es zur komplementabhidngigen Adhésion der Leishmanien an ihre
Zielzellen (Makrophagen, dendritische Zellen, Langerhanszellen) (FERRER, 2002). Nach
Phagozytose und Fusion mit Lysosomen entstchen im AnschluB die sogenannten
Phagolysosomen. Hier erfolgt die erneute Umwandlung in die amastigote Form. Schutz vor
lysosomalen Enzymen und somit vor intrazellulirer Degeneration der Parasiten scheint in
diesem Zusammenhang die proteolytische Aktivitit von gp63 zu geben (ASHFORD und
BATES, 1998; SOLBACH und LASKAY, 2000).

Die Aufnahme von Parasiten in die Haut bedingt zunéchst eine lokale Entziindungsreaktion.
Im histologischen Schnitt lassen sich initial vermehrt neutrophile und eosinophile
Granulozyten nachweisen. Ein vermehrtes Vorkommen von natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) ist ebenfalls moglich. Weitere Stadien sind durch Makrophagen und - nach
Etablierung einer granulomatésen Entziindung - durch Lymphozyten gekennzeichnet
(FERRER, 2002). Die NK-Zellen und die von ihnen beeinflussten Zytokinmuster spielen in
der Initialphase der Infektion eine wesentliche Rolle. In groer Anzahl vertreten, vermogen
sie durch vermehrte Produktion von IFN-y die sogenannte induzierbare Nitrit-Oxid-
Synthetase (iNOS) derart zu aktivieren, dafl ein intrazellulires Abtdten von Leishmanien
gefordert wird und auf diese Weise eine systemische Ausbreitung des Erregers verhindert
werden kann (BELKAID et al.,, 2000; SOLBACH und LASKAY, 2000). Kann eine

Vermehrung der Parasiten auf diese Weise nicht verhindert werden, gelangen die Erreger
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mittels Zellen der monozytiaren Reihe iliber die regionalen Lymphknoten in den gesamten
Organismus. Neben Milz und Leber wird vor allen Dingen auch das Knochenmark bevorzugt
befallen (FERRER, 2002). Bei diesen Tieren entwickeln sich in der Regel in einer Zeitspanne
von 3 Monaten bis zu mehreren Jahren nach Infektion erste klinische Anzeichen der

Erkrankung (FERRER, 2002).

2.2.2  Andere Infektionswege

Infektionen, die nicht auf der Ubertragung von Erregern durch Schmetterlingsmiicken
beruhen, treten lediglich sporadisch auf. Zwar vermogen andere Insekten die Parasiten im
Magendarmtrakt kurzfristig zu beherbergen, jedoch scheiden diese ihn nach Abtétung wieder
aus (GESSNER et al., 1994). KILLICK-KENDRICK (1999) berichtet von der Féhigkeit der
Leishmanien, sich im Verdauungsapparat von Miicken, denen keine Vektorkompetenz
zugesprochen wird, zu vermehren. Allerdings werden auch hier die Erreger mit den verdauten
Nahrungsbestandteilen wieder ausgeschieden (KILLICK-KENDRICK und KILLICK-
KENDRICK, 1999; KILLICK-KENDRICK, 2002). Ein mechanischer Transfer von Parasiten
mittels Rhipicephalus sanguineus konnte in vitro bereits nachgewiesen werden (McKENZIE,

1984).

Fille von nicht-vektorieller Ubertragung werden sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterinarmedizin beschrieben (MAZZI, 1976, DIAZ-ESPINEIRA und SLAPPENDEL, 1997,
MORITZ und STEUBER, 1999; BOGDAN et al., 2001; GASKIN et al., 2002). So besteht die
Moglichkeit, Leishmanien mittels infizierter Blutkonserven zu iibertragen (KUBAR et al.,
1997; OWENS et al., 2001). Dariiber hinaus scheint eine diaplazentare Infektion moglich zu
sein. Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Veterindmedizin werden entsprechende
Fille geschildert (BLANC und ROBERT, 1984; MITTAL et al., 1987; EL-TOUM, 1992).
MORITZ et al. (1999) berichteten beispielsweise von einer zwei Jahre alten Stafford
Terrierhiindin, die weder aus einem endemischen Gebiet stammte, noch in solche Gebiete
urlaubsbedingt verbracht wurde. Da jedoch die Erkrankung bereits bei dem aus dem siidlichen
Ausland stammenden Muttertier zuvor diagnostiziert wurde, liegt eine diaplazentare Infektion
nahe. Ebenso scheint eine Ubertragung der Erreger iiber den Deckakt nicht ausgeschlossen zu
sein. In Urin und Sperma von experimentell infizierten Hunden konnte Leishmania infantum

nachgewiesen werden (RIERA und VALLADARES, 1996).
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Da die Erreger intrazelluldr in monozytiren Zellen vorliegen, kann eine Ubertragung durch
direkten Kontakt ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Blutige Lésionen an Haut und
Schleimhéuten stellen theoretisch eine Infektionsquelle dar, bei der es sowohl beim Menschen
als auch beim Tier zum Ubertritt infizierter Zellen in einen anderen Organismus kommen
kann (NOLI, 1999). Beim Menschen sind vor allem Drogen abhingige infektionsgefahrdet,
da die Erreger iiber infizierte Nadeln {ibertragen werden konnen (AMELA et al., 1996).

2.2.3 Immunantwort nach Infektion

Nachdem mittels Insektenstich metazyklische Promastigote intradermal appliziert wurden,
nehmen die Leishmanien in der Haut Kontakt zu ihren Zielzellen (v.a. Langerhanszellen und
Makrophagen) auf. Die Mechanismen der Kontaktaufhahme sind vielféltig und beruhen in der
Regel auf Strukturen der Zelloberfliche der Parasiten: So interagiert beispielsweise das
Oberflichenmolekiil gp63 mit dem im Serum des Wirtes vorliegenden Komplementfaktor C3.
AuBlerdem besteht die Moglichkeit der Kontaktaufnahme zu den Zielzellen mittels
Fibronektin auf der Zelloberfldche der Erreger und Fibronektinrezeptoren auf der Oberfldche
der Wirtszellen (GESSNER et al., 1994). Nach Bindung an der Oberfliche der Wirtszelle
tiber Rezeptoren kommt es zur Phagozytose (GESSNER et al., 1994).

Aufgrund ihres intrazelluldren Vorkommens im Wirtsorganismus vermdgen Antikorper nicht,
die Parasiten zu eliminieren. Die Erreger konnen lediglich {iber zelluldre
Abwehrmechanismen in ihrer Vermehrung gehemmt und abgetdtet werden (BOGDAN,
1998). Fiir die Entwicklung einer effektiven zelluliren Abwehr ist die Abwehrsituation des
Wirtes zum Zeitpunkt der Infektion von entscheidender Bedeutung. Sie bestimmt, ob es im
Folgenden gelingt, die Infektion zu {iberwinden oder ob sich die Erreger im Organismus
ausbreiten konnen und sich die Infektion etabliert. Parasitenantigene, welche auf der
Oberflache der Wirtszellen in Verbindung mit MHCII-Rezeptoren expremiert werden, werden
zunichst CD4+-Vorlduferzellen (sogenannten Typ 0 T-Helferzellen, ThO-Zellen) présentiert.
Das zu diesem Zeitpunkt vorherrschende Zytokinmuster beeinflusst die Differenzierung der
ThO-Zellen zu Typ 1 T-Helferzellen (Th1-Zellen) oder zu Typ 2 T-Helferzellen (Th2-Zellen)
(BOGDAN, 1998). Bei den Thl-Zellen handelt es sich um schutzvermittelnde Zellen, die in
der Lage sind, im Verlauf der Infektion intrazellulire Abwehrmechanismen zu aktivieren und
die Parasiten auf diese Weise abzutdten. Th2-Zellen fithren im Rahmen einer B-

Zellaktivierung zur massiven Produktion nichtprotektiver Antikorper und in diesem
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Zusammenhang zur Erkrankung zahlreicher Organsysteme im Rahmen einer

Immunkomplexerkrankung (GESSNER et al., 1994).

Die Entwicklung einer heilungsfordernden Thl-Population entsteht unter dem Einfluf3
verschiedener Zytokine. Vor allem begiinstigen hohe Mengen an IFN-y, welches von
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) freigesetzt zu werden scheint - da eine hohe NK-
Zellaktivitit mit erhohten IFN-y-Spiegeln einhergeht - die entsprechende Differenzierung von
ThO-Zellen. In diesem Zusammenhang {ibt das von Makrophagen freigesetzte 1L-12 einen
wesentlichen Einfluf} aus. Es unterstiitzt die Stimulation von NK-Zellen sowie die Freisetzung
von [FN-y (D’ANDREA et al., 1992; FERRER, 2002). Neben der Produktion von IFN-y
durch lymphoide Zellen deuten einige Untersuchungsergebnisse darauf hin, dafl auch
Makrophagen und dendritische Zellen an der Produktion von IFN-y beteiligt sind (FRUCHT
etal., 2001).

Die besondere Bedeutung von IL-12 wird durch eine Studie von LASKAY et al. (1995)
unterstrichen, bei welcher leishmanienempfangliche Mausestimme (BALB/c Mause) 1L-12
vor der Infektion mit L.major verabreicht bekamen und so eine Ausbreitung der Erreger in die
Organe verhindert werden konnte. Neuere Untersuchungen ergaben, da3 IL-12 auch eine

wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunitét gegen intrazelluldre Erreger zu

spielen scheint (PARK und SCOTT, 2001; PARK et al., 2002).

Neben IFN-y und IL-12 sind hohe Mengen an 16slichen IL-4-Rezeptoren, die die Bioaktivitét
von IL-4 hemmen, zur Entstehung einer Th1-Zellpopulation begiinstigend (GESSNER et al.,
1994).

Th1-Zellen produzieren nach ihrer Aktivierung vor allem IFN-y und IL-2 (GESSNER et al.,
1994). Die Schliisselfunktionen von IFN-y spiegeln sich in den Ergebnissen von vielen
Studien wieder: So zeigen beispielsweise mononukledre Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) von experimentell infizierten, asymptomatischen Hunden nach Stimulation mit
Antigen eine Produktion von IFN-y, wihrend symptomatische Tiere dies nicht tun (PINELLI
et al., 1995). Bei normalerweise resistenten Mausestimmen gelingt nach Verabreichung von
Antikorpern gegen IFN-y die Vermehrung der Parasiten (BELOSEVIC et al., 1989). IFN-y ist
in der Lage, die Bindung der Parasiten an die Zelloberfliche und die intrazellulire Aufnahme

zu vermindern sowie die Proliferation von Th2-Zellen zu hemmen (GAJEWSKI und FITCH,
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1988; GESSNER et al., 1994). Dariliber hinaus spielt IFN-y vor allem bei der Initiation
intrazellularer Abwehrmechanismen eine entscheidende Rolle. Dieses Zytokin bewirkt die
Aktivierung der intrazelluldr in Makrophagen vorliegenden induzierbaren Nitrit-Oxid-
Synthetase (iNOS) (BOGDAN, 1998). Potenziert wird die Wirkung von IFN-y durch den
Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) (GREEN et al.,, 1990; LIEW und MILLOTT, 1990).
Untersuchungen ergaben, dall TNF-a jedoch in Abwesenheit von IFN-y nicht in der Lage ist,
iINOS zu aktivieren (BOGDAN et al., 1990).

Die induzierbare Nitritoxidsynthetase bildet aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff
Stickstoffmonoxid (NO) und Zitrullin. NO stellt den effektivsten Mechanismus zum
intrazelluldirem Abtéten von Leishmanien dar (GREEN et al.,, 1990). Das jedoch nur
kurzlebige Radikal NO wandelt sich mittels Sauerstoff in Nitrit (NO;") und Nitrat (NO3") um
(NATHAN, 1992). Die Bedeutung von iNOS wird in zahlreichen Untersuchungen deutlich:
PINELLI et al. (2000) inkubierten kanine Makrophagen mit IFN-y, TNF-o und IL-2 und
konnten auf diese Weise erhohte Werte von NO und eine erhdhte Antileishmanienaktivitét
nachweisen. Unter dem Zusatz eines L-Argininanalogons wurde dagegen eine Reduktion von
NO ebenso wie eine erniedrigte Antileishmanienaktivitiat verzeichnet (LIEW et al., 1990;
PINELLI et al., 2000). Makrophagen von Méusen, deren iNOS-Gen deletiert wurde, waren
nicht in der Lage, die Vermehrung von Amastigoten einzuschrinken und weisen innerhalb
von 24 Stunden nach Infektion eine Ausbreitung der Erreger in die viszeralen Organe auf
(DIEFENBACH et al., 1998). Die Aktivitdt von iNOS ldsst sich an Hand ihrer verschiedenen
Stoffwechselprodukte im Serum nachweisen. So ergab eine Studie erhohte Zitrullinwerte im
Serum von Hunden nach erfolgreicher Chemotherapie (VOULDOUKIS et al., 1996). Neben
Zitrullin kénnen auch erhohte Spiegel an NO,” und NOs™ im Serum erfasst und als Hinweis

auf eine erhohte iNOS-Aktivitit gedeutet werden (PINELLI, 1996).

Neben iNOS existiert ein weiteres Enzym - die NADPH-Oxidase - intrazelluldr in den
Makrophagen. Nach ihrer ebenfalls zytokininduzierten Aktivierung entsteht O,, H,O, und
OH-Radikale (GESSNER et al., 1994). Insbesondere O stellt einen duBerst effektiven
Mechanismus zur intrazelluldren Abtétung von Leishmanien dar (FERRER, 2002).

Liegen zum Zeitpunkt der Infektion nur relativ geringe Mengen IFN-y und IL-12 bei einem
relativ hohem IL-4-Spiegel vor, so begiinstigt dieses Zytokinmuster die Entstehung einer Th2-

Zellpopulation. Die Quelle fiir IL-4 in diesem frithen Stadium der Infektion war lange Zeit
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unbekannt, jedoch scheinen CD4+CD25+ T-Zellen an der Regulation der Zytokinfreisetzung
beteiligt zu sein (ASEFFA et al.,, 2002). IL-1 aus Makrophagen und IL-2 aus B-Zellen
scheinen diese Entwicklung zu unterstiitzen (GESSNER et al., 1994). Ferner konnte der
Einflufl von neutrophilen Granulozyten auf die Entwicklung einer Th2-Antwort nachgewiesen

werden (TACCHINI-COTTIER et al., 2000).

Zu den Zytokinen, die von einer Th2-Zellpopulation gebildet werden, zéhlen vor allen Dingen
IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 (PINELLI, 1996). Sie weisen eine inhibitorische Wirkung auf
Makrophagen und Zellen der Thl-Population auf (FIORENTINO et al., 1989; LIEW et al.,
1989; MOSMANN und MOORE, 1991; BOGDAN, 1998). Die Freisetzung von TNF-a, NO
und H,O, wird gehemmt und intrazellulire Abwehrmechanismen auf diese Weise geschwécht
(CUNHA et al., 1992; BOGDAN, 1998). Eine besondere Rolle spielt das IL-4. Hohe Spiegel
von IL-4 bedingen unter anderem eine herabgesetzte Empfanglichkeit gegen 1L-12, da IL-4
die Expression von IL-12-Rezeptoren auf der Oberfliche von Zellen herab zu regulieren
scheint (FERRER, 2002). Die Bedeutung von IL-4 in der Entstehung einer manifesten
Erkrankung zeigt sich bei einer Untersuchung, in der eine Behandlung von IL-4-Antikdrpern
innerhalb der ersten 7 Tage einer Infektion zu einer Heilung flihrt (SADICK et al., 1990). Des
weiteren zeigen im Gegensatz zu resistenten Miusen, bei denen in einer Untersuchung aus
Milz und Lymphknoten vermehrt mRNA von IFN-y isoliert werden konnte, Mause mit einer
chronischen nicht-heilenden Infektion ein erhohtes Auftreten von mRNA von IL-4 (PINELLI,
1996). Neueste Untersuchungen von ALEXANDER et al. (2002) an L. mexicana infizierten
Maiusen gaben Hinweise, daB3 bei chronischen, nicht heilenden Infektionen IL-13 ebenfalls

eine Rolle spielt.

Neben CD4+Zellen scheinen auch CD8+Zellen in der Lage zu sein, IFN-y, IL-2 und TNF-a
zu produzieren (LOCKSLEY und SCOTT, 1991; CHAN, 1993; GESSNER et al., 1994).
Somit ist eine Beteiligung dieser Zellpopulation an der Makrophagenaktivierung und
Suppression von Th2-Zellen wahrscheinlich. PINELLI (1996) gelang erstmals der Nachweis
einer Zellpopulation von CD8+Zellen beim Hund, die nach Antigenstimulation eine
leishmanienspezifische Zytotoxizitidt und Sekretion von IFN-y bedingte. Die Présentation von
leishmanienspezifischem Antigen an CD8+Zellen scheint auf eine MHC-abhédngige Weise zu
erfolgen (PINELLI, 1996). Ob es sich hierbei um Klasse I MHC-Molekiile handelt, konnte
bisher nicht geklart werden. Bei Mausen ergaben Untersuchungen, dafl Tiere mit einer

Behandlung mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD8+Zellen einen vergleichsweise
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schwereren Krankheitsverlauf erlitten (GESSNER et al., 1994). Weitere Hinweise auf eine
Beteiligung von CD8+Zellen an einer Immunitdtsentwicklung ergibt die Tatsache, daf3

resistente Mausestimme eine hohere CD8+Zellzahl aufweisen (MILON et al., 1986).

Neben den Zytokinen konnte die bedeutende Rolle von Miickenspeichel auf die Entwicklung
des Infektionsgeschehens nachgewiesen werden. Miickenspeichel beinhaltet eine hohe Anzahl
von pharmakologisch aktiven Substanzen (RIBEIRO, 1989). Hierzu zdhlt zum Beispiel das
7kDa Peptid ,,Maxidilan“ im Speichel von Lutzomyia longipalpis, welches vasodilatatorische
und immunsuppressive Eigenschaften besitzt (LANZARO et al., 1999). Der im
Miickenspeichel vorhandene ,,Leishmania enhancing factor* (LEF) schrankt die Fahigkeit zur
Prisentation von Antigen auf der Oberfliche von Makrophagen ein (GOTHE, 1991). MBOW
zeigte 1998 in einer Studie, daB nach Verabreichung von Miickenspeicheldriisenlysat an
eigentlich resistente Mausestimme die Produktion der Th1-Zytokine sowie IFN-y, IL-12 und
die Aktivitit von iNOS inhibiert werden konnte, wobei ein gleichzeitiger Anstieg von 1L-4,
IL-10 und TGF-B zu verzeichnen war. Auch ohne gleichzeitige L. major-Infektion steigerte

sich nach Zugabe von Speicheldriisenlysat der IL-4 Spiegel.

2.3 Klinische und labordiagnostische Verinderungen

Kann nach intradermaler Inokulation von Erregern eine Infektion nicht durch eine effektive
Thl-Antwort eingeddimmt werden, kommt es zur Ausbreitung der Parasiten in die inneren
Organe und somit zur viszeralen Leishmaniose. Neben Knochenmark, Milz und Leber kénnen
auch Lymphknoten, Nieren, Bauchspeicheldriise, Gelenke, Knochen, Augen, Lunge und
Hoden betroffen sein. Histologisch ist in den betroffenen Organen héufig eine
pyogranulomatdse Entziindungsreaktion mit variierender Zahl von Amastigoten nachweisbar
(FERRER, 2002). Jedoch beruhen die bei der kaninen Leishmaniose auftretenden klinischen
und labordiagnostischen Verdnderungen nicht nur auf einer direkten Einwirkung von
Parasiten auf die verschiedenen Organsysteme sondern entstehen auch indirekt unter dem
schiadigenden  FEinfluB  zirkulierender =~ Immunkomplexe  im  Rahmen  einer

Immunkomplexerkrankung (NOLI, 1999; FERRER, 2002).

Die Inkubationszeit der kaninen Leishmaniose kann zwischen mehreren Wochen und bis zu 7

Jahren variieren (TABOADA und MERCHANT, 2000).
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2.3.1 Klinische Symptomatik

Im Gegensatz zu der in der Humanmedizin gebrauchlichen Einteilung der Erkrankung anhand
der Erreger in die viszerale, kutane und mukokutane Leishmaniose, erfolgt beim Hund die
Einteilung in die verschiedenen Formen (kutan und viszeral) aufgrund der klinischen
Symptomatik. Da die Parasiten im Rahmen der kaninen Leishmaniose jedoch immer
intrazelluldr in den Zellen des Retikuloendothelialen Systems (RES) vorliegen, handelt es sich
im engeren Sinne grundsitzlich um eine viszerale Erkrankungsform (MORITZ und
STEUBER, 1999). Interessant ist in diesem Zusammenhang die von MORITZ et al. (1999) in
einer Studie beobachtete Feststellung, dal Hunde mit kutanen Symptomen mit Titern von
1:40 bis 1:512 einen niedrigeren Antikorper-Titer aufzuweisen scheinen, als Tiere mit

viszeraler Beteiligung, bei denen die Titer zwischen 1:512 bis 1:2560 variieren.

Die prozentuale Verteilung einzelner klinischer Symptome wurde in zahlreichen Studien
erfasst (SLAPPENDEL, 1988; OPITZ, 1996; CIARAMELLA et al., 1997; GOTHE, 1991).

Diese sind in Tabelle 2 in einer Ubersicht dargestellt.
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Tabelle 2: Prozentuale Héaufigkeit klinischer Symptome bei der kaninen Leishmaniose (nach

NOLI, 1999)

Symptom Hiufigkeit (%)
Generalisierte, symmetrische Lymphknotenvergrof3erung 71,2 -96,1 %
Veridnderungen der Haut 75,0 — 89,0 %
Blasse Schleimhéute 58,0 - 94,4 %
Gewichtsverlust 30,7 -70,0 %
Fieber 23,0-70,0 %
Lethargie, Anorexie 18,0 - 70,0 %
Splenomegalie 15,0 -53,3 %
Augenverinderungen 16,0 — 50,0 %
Niereninsuffizienz 16,0 -32,0 %
Epistaxis 10,0 -37,0 %
Arthropathien 4,0-4,6 %
Diarrhoe 3,0%
Akute Form: Fieber, Lymphknotenvergroflerung 4,0 %
Schweres Nierenversagen ohne Hautverdnderungen 4,0 %

Das am héufigsten zu diagnostizierende Symptom stellt eine lokalisierte oder generalisierte
Vergroflerung der Lymphknoten dar, die in bis zu 96 % der Fille vorliegt. Durch die haufig
im Bereich des Kopfes auftretenden, schwerwiegenden Hautverdnderungen konnen
Lymphknoten dieser Lokalisation schwerwiegender betroffen sein als Lymphknoten {ibriger
Korperregionen (CIARAMELLA et al., 1997). Zytologisch ist die Lymphadenopathie durch
ein vermehrtes Auftreten von Plasmazellen, eosinophilen Granulozyten und Makrophagen

gekennzeichnet. Gegebenenfalls konnen Erreger in den Makrophagen nachgewiesen werden.

Bei bis zu 89 % der Tiere konnen auBlerdem vielfdltige Hautverdnderungen festgestellt
werden. Neben trockener, exfoliativer Dermatitis, die sich in der Bildung von Schuppen
duBert und bei bis zu 90 % der Patienten mit einer kutanen Symptomatik vorliegt, treten

Ulzera — insbesondere an Ohren und Nase - auf. Diese sind zum einen Hinweis auf eine
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direkte Schadigung der Haut durch die Parasiten. Sie konnen aber auch im Rahmen einer
immunkomplexbedingten Vaskulitis entstehen. SLAPPENDEL et al. (1988) gelang bei Tieren
mit entsprechenden Hautverdnderungen der Nachweis erhdhter Konzentrationen von
Kryoglobulinen im Serum. Diese fiihren bei kalter Witterungslage zu lokaler Ischimie und
Nekrose und begiinstigen somit die Bildung von Ulzera (TABOADA und MERCHANT,
2000). Hautknoten ohne Ulzera, die bei histologischer Untersuchung eine hohe Anzahl von
Amastigoten aufweisen konnen (CITARAMELLA et al., 1997), liegen bei bis zu 16 % der
Patienten mit Hautverédnderungen vor. Diffuse Alopezie und lokalisierte periorbitale Alopezie
konnen weitere Anzeichen einer Hautmanifestation der Leishmaniose sein. Dariiber hinaus
konnen Paronychie, eine sterile, pustuldse Dermatitis, nasale Depigmentation sowie nasale
oder digitale Hyperkeratose beobachtet werden. Die bei bis zu 54 % der Hunde auftretende
Onychogrypose ist hdufig mit dem Auftreten briichiger und sproder Krallen vergesellschaftet
und Ausdruck einer Infektion des Nagelbettes (GOTHE, 1991). Die prozentuale Haufigkeit

der Hautverdnderungen ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Prozentuale Haufigkeit der Hautverinderungen bei der kaninen Leishmaniose

(nach NOLI, 1999)

Art der Hautverinderungen Haufigkeit (%)
Exfoliative Dermatitis 56,0 —90.9 %
Ulzerative Hautverdnderungen 32,8 -40,0 %
Periorbitale Alopezie 18,0 %
Diffuse Alopezie 14,0 %
Onychogrypose 24,0-54,5%
Paronychie 13,6 %
Sterile, pustuldose Dermatititis 1,6 —13,6 %
Nasale Depigmentation 4,5 %
Nasale / digitale Hyperkeratose 4,5 %

Nicht-ulzerierende Hautknoten 45-16,8 %
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Pathologisch-histologische und immunzytochemische Untersuchungen von
Hautverdnderungen durch FONDEVILA et al. (1997) deuten auf einen Zusammenhang
zwischen dem Ausmal} von Hautverdnderungen und der Immunkompetenz des Wirtes hin.
Erfasst wurde bei diesen Untersuchungen unter anderem die Anzahl von Langerhanszellen,
Makrophagen, T-Zellen und Parasiten in verdnderten Hautbereichen. Hunde mit dem
klinischen Symptom einer Alopezie scheinen demnach die Erreger effektiv kontrollieren zu

konnen, wihrend Tiere mit noduldren Verdnderungen hierzu nicht in der Lage sind.

Die tiberwiegende Mehrheit der Patienten weist blasse Schleimhéute auf. Sie sind im Rahmen

der Leishmaniose in der Regel Zeichen einer hyporegenerativen Anidmie.

Nierenveranderungen, die die haufigste Todesursache dieser Erkrankung darstellen
(TABOADA und MERCHANT, 2000), beruhen in der Regel auf einer chronischen
Glomerulonephritis. Zirkulierende Immunkomplexe spielen bei ihrer Entstehung eine
wesentliche Rolle. Ablagerungen von IgG, IgM und C3 konnten in diesem Zusammenhang
sowohl glomerulér als auch tubuldr durch immunhistologische Untersuchungen nachgewiesen
werden (MANCIANTI et al.,, 1989; POLI et al.,, 1991). Bei einigen Patienten werden
Ablagerungen von Amyloid in der Niere beobachtet (GEORGE et al., 1976; POLI et al.,
1991). Der Verdacht, dafl antinukledre Antikdrper fiir die Schidigung der Niere
verantwortlich sein kdnnten, wurde in einer Studie von LUCENA et al. (1996) nicht bestitigt.
In dieser Untersuchung wiesen Patienten mit einer Nierenfunktionsstdrung keinen signifikant

hoheren Spiegel antinukleédrer Antikorper auf.

Neben der chronischen Niereninsuffizienz stellt auch die chronische Enteritis eine hédufige
Todesursache dar (NOLI, 1999). Insbesondere werden hierbei Entziindungen des Colons
beobachtet (GONZALES et al., 1990; FERRER et al., 1991). Aber auch akute,
hdmorrhagische Enteritiden treten als Folge einer Niereninsuffizienz oder durch direkte

Einwirkung von Parasiten auf (NOLI, 1999).

Bei bis zu 50 % der Patienten sind Augenverdnderungen zu verzeichnen. In diesem
Zusammenhang konnen Keratokonjunktivitiden, Blepharokonjunktivitiden, Uveitiden, die
Glaukombildung nach sich ziehen konnen (FERRER, 1999), und Panophtalmitiden
diagnostiziert werden. CIARAMELLA et al. (1994) wiesen im Zusammenhang mit

Panophtalmitiden granulomatdse Entziindungen bei gleichzeitiger Anwesenheit von Parasiten
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in allen Strukturen des Auges nach. Vollstdndige Erblindung kann die Folge sein (GOTHE,
1991). Durch Befall und Zerstérung des Tranenapparates kommt es zur Austrocknung der
Hornhaut und der Bindehaut, wodurch pathologische Prozesse in ihrer Entwicklung
unterstiitzt werden (CIARAMELLA et al., 1997). Ferner konnten diffuse Ablagerungen von
IgG in zahlreichen Strukturen des Auges nachgewiesen werden, so daBl hier eine
immunpathologische Komponente wahrscheinlich erscheint (GARCIA-ALONSO et al.,
1996).

Die bei vielen Hunden im Rahmen der Leishmaniose auftretenden Bewegungsstorungen sind
in der Regel im Bereich der Gelenke lokalisiert und entziindlichen Ursprungs. Lahmheiten
treten vor allen Dingen auf Grund einer immunvermittelten Polyarthritis auf. Dariiber hinaus
werden auch degenerative Verdnderungen der Gelenke beobachtet, bei denen
Gelenksoberflichen vollstindig zerstort und Knochenstrukturen aufgelost werden konnen
(WOLSCHRIJN et al., 1996). Ein Nachweis von Erregern in der Gelenksfliissigkeit ist
gegebenenfalls moglich (BURACCO et al.,, 1997). Auflerdem treten Verdnderungen im
Bereich der Muskulatur auf. Hierbei handelt es sich ebenfalls vor allem um entziindliche
Prozesse, aber auch atrophische Verdnderungen werden oft beobachtet. VAMVAKIDIS et al.
(2000) untersuchten Hunde mit Atrophien der Kau- und Skelettmuskulatur. In der
histologisch-pathologischen Untersuchung fanden sich neben Atrophie und Nekrose von
Muskelfasern mononukleédre Infiltrate und neutrophile Vaskulitiden. Bei einigen Hunden
konnten Leishmanien in Makrophagen nachgewiesen werden. AuBerdem gelang der
Nachweis von IgG-Immunkomplexen und zirkulierenden Antikérpern gegen Myofibrillen bei
allen Hunden der Untersuchung. BRANDONISIO et al. (1990) fanden im Serum von
leishmaniosekranken Hunden sogar Antikdrper gegen Herzmuskelzellen und gegen

Muskelzellen der glatten Muskulatur.

Bei bis zu 32 % der erkrankten Hunde tritt Epistaxis auf. Ursdchlich kommen hierfiir neben
einer Thrombozytopenie Verdnderungen im Bereich der Nasenschleimhaut oder ein
Hyperviskosititssyndrom  aufgrund einer Hyperglobulindmie mit Storung  der

Fibrinvernetzung in Betracht.

Bei vielen Tieren treten im Krankheitsgeschehen begleitend zu den bisher erwéhnten
Symptomen weitere unspezifische Symptome auf, die als Folge von Organerkrankungen zu

bewerten sind. Hierzu zdhlen beispielsweise Abmagerung, Anorexie, deutlicher
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Leistungsabfall, Fieber und Splenomegalie. In einigen Fallberichten werden auflerdem
atypische Symptome wie akute Pankreatitiden, systemische Vaskulitiden, Thrombosen sowie
Verdnderungen des respiratorischen und cardiovaskuldren Systems beschrieben

(PUMAROLA etal., 1991; CARRASCO et al., 1997; BLAVIER et al., 2001).

2.3.2  Labordiagnostische Verinderungen

Die im Rahmen der kaninen Leishmaniose auftretenden labordiagnostischen Verdnderungen
sind vielfaltig und als Ausdruck akuter oder chronischer Schiadigung der Organe durch direkte
Parasiteneinwirkung oder durch Immunkomplexe zu bewerten. Tabelle 4 fasst die prozentuale

Haufigkeit labordiagnostischer Verdnderungen zusammen.

Tabelle 4: Prozentuale Haufigkeit labordiagnostischer Verdnderungen bei der kaninen

Leishmaniose (nach NOLI, 1999)

Labordiagnostische Befunde Haufigkeit (%)
Hyperproteindmie 63,3-91 %
Hyperglobulindmie 70 —100 %
Hypoalbumindmie 68 —94 %
Anédmie (hyporegenerativ) 21-942 %
Thrombozytopenie 29,3 -50%
Leukozytopenie 22%
Leukozytose mit Linksverschiebung 8—-24%
erhohte Nierenwerte 38—45%
erhohte Leberenzyme 16 -61 %
Proteinurie 29-91%

Insbesondere werden Verdnderungen im Proteinstoffwechsel der Patienten beobachtet. So
wurde in einer Studie von CIARAMELLA et al. (1997) bei iiber 70 % der Tiere eine
Hyperglobulindmie nachgewiesen. Diese tritt bei Tieren mit einer unzureichenden Thl-
Antwort im Zusammenhang mit einer gesteigerten B-Zellaktivierung auf. Mittels

Serumelektrophorese kann sowohl ein Anstieg der y-Globuline als auch der B-Globuline
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verzeichnet werden. Oft resultiert aus der Erhohung der Globulinfraktion ein erhdhtes
Gesamtprotein, welches auf bis zu 130 mg/l ansteigen kann. Eine gleichzeitig bestehende
Hypoalbumindmie vermag diesen Befund allerdings zu verdecken. Diese tritt im Rahmen
eines renalen oder enteralen Protein-Verlust-Syndroms auf oder ist auf die unzureichende
Bildung von Albumin durch eine in ihrer Funktion beeintrdchtigte Leber zuriickzufiihren.

Mangelerndhrung kann ebenfalls eine Rolle spielen (NOLI, 1999).

MARTINEZ-SUBIELA et al. (2002) untersuchten Serumkonzentrationen von Akutphase-
Proteinen (C-reaktives Protein, Haptoglobin und Ceruloplasmin) bei leishmaniosekranken
Hunden und konnte eine signifikante Erhohung der Konzentrationen im Vergleich zu
gesunden Tieren feststellen. Des Weiteren wiesen symptomatische Patienten eine signifikant

hohere Serumkonzentration des C-reaktiven Proteins auf als asymptomatische Hunde.

Durch Infektion des Knochenmarkes kann die Differenzierung und Reifung der Zellreihen
gestort sein. Neben Leukozytopenien sind vor allen Dingen auch Thrombozytopenien und
Anédmien zu verzeichnen. Wihrend hyporegenerative Andmien Ausdruck einer chronischen
Niereninsuffizienz sein konnen, sind nicht-regenerative Andmien in der Regel als
Begleitandmie chronischer Erkrankungen zu bewerten. Eine gleichzeitig bestehende Infektion
mit Ehrlichien kann die Symptomatik verstirken und die Prognose in Bezug auf das
Regenerationsvermdgen des Knochenmarkes deutlich verschlechtern. Bei einigen Tieren kann

eine Leukozytose mit Linksverschiebung beobachtet werden (CIARAMELLA et al., 1997).

Durch Schéddigung der Nieren auf Grund zirkulierender Immunkomplexe treten neben den
bereits erwiahnten renalen EiweiB3verlusten, die sich als Proteinurie feststellen lassen, auch
erhohte Konzentrationen von Harnstoff und Kreatinin im Serum auf. LOPEZ et al. (1996)
konnten bei infizierten Hunden mit einer Kreatininerh6hung signifikant hohere Spiegel von
auf IgG basierenden zirkulierenden Immunkomplexen nachweisen, als bei infizierten Hunden

mit Kreatininwerten im Normalbereich.

Ist die Leber ins Krankheitsgeschehen einbezogen, sind insbesondere Erhohungen der
Leberenzymaktivititen im  Blutplasma zu  verzeichnen. Jedoch konnten bei
leishmaniosekranken Hunden auch signifikant erhohte Konzentrationen von Cholesterin und
Triglyzeriden nachgewiesen werden. Immunkomplexablagerungen in der Leber oder

Wechselwirkungen zwischen Wirt und Parasit im Cholesterinmetabolismus scheinen eine
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signifikante Erhohung von LDL-Cholesterin bei gleichzeitiger signifikanter Erniedrigung von

HDL-Cholesterin zu bedingen (NIETO et al., 1992).

2.3.3  Differentialdiagnosen

Aufgrund der vielfiltigen Symptomatik sind bei der kaninen Leishmaniose eine gro3e Anzahl
von Differentialdiagnosen in Betracht zu ziehen. Dies gilt insbesondere fiir die zahlreichen
Verdnderungen der Haut. So &dhneln beispielsweise Dermatitiden, die mit periorbitaler
Alopezie vergesellschaftet sein konnen, vor allem dem klinischen Bild einer Demodikose.
Jedoch miissen in diesem Zusammenhang auch Pyodermien differentialdiagnostisch abgekléart
werden (NOLI, 1999). Patienten, die unter einem Lupus erythematodes leiden, weisen haufig
ulzerative Hautverdnderungen auf. Diese konnen im Fall einer systemischen Erkrankung
sogar gemeinsam mit Polyarthritiden und Glomerulonephritiden auftreten. Hier wird der
Ausschlul der Differentialdiagnose insbesondere durch die Tatsache erschwert, dal viele
leishmaniosekranke Hunde antinukledre Antikdrper und einen positiven Test auf Lupus-
erythematosus-Zellen aufweisen (SLAPPENDEL, 1988). Weiterhin lassen sowohl
ulzerierende als auch nicht ulzerierende Hautknoten an Neoplasien denken (NOLI, 1999).

Tumordse Verdnderungen — z.B. im Sinne eines malignen Lymphoms — diirfen bei

VergoBerungen der Lymphknoten differentialdiagnostisch nicht au8er Acht gelassen werden.

Bei Vorliegen einer Thrombozytopenie mufl eine Ehrlichiose differentialdiagnostisch in
Betracht gezogen werden. In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dal3 bei gleichzeitiger
Infektion mit beiden Erregern besonders schwerwiegende hdmatologischen Verdnderungen

existieren konnen.

Allgemein bleibt zu bedenken, da3 auf Grund einer hiufig bei der Leishmaniose vorliegenden
Immunschwiche Folgeerkrankungen auftreten konnen, die die Abgrenzung von den

Differentialdiagnosen erschweren oder unmoglich machen.

2.4 Erregernachweis

Da Hunde als Erregerreservoir der humanen Leishmaniose gelten und die Erkrankung auf
Grund ihres Zoonosepotentials von besonderer Bedeutung ist, spielt ein zuverldssiger
Erregernachweis in der tierdrztlichen Praxis eine wichtige Rolle. Dieser sollte neben der

Identifizierung infizierter Hunde auch die Uberwachung des Therapieerfolges bei bereits
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behandelten Patienten mit moglichst hoher Spezifitit und Sensitivitit gewéhrleisten.
Insbesondere in Fiéllen mit entsprechenden klinischen und labordiagnostischen
Verdnderungen, bei denen sich der anamnestische Hinweis auf einen Aufenthalt in
endemischen Gebieten ergibt, mufl die Erkrankung differentialdiagnostisch in Erwégung
gezogen werden. Zur Abkldrung der Verdachtsdiagnose stehen dem Tierarzt verschiedene
indirekte und direkte Nachweisverfahren zur Verfiigung. Hierzu zdhlten neben der
Bestimmung des Antikorper-Titers der direkte Nachweis von Erregern in geeigneten
Organpunktaten bzw. —bioptaten mittels Zytologie oder Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Ein direkter Nachweis von Parasiten nach vorheriger Anzucht in einem geeigneten

Kulturmedium stellt ebenfalls eine geeignete Nachweismethode dar.

Die Diagnosestellung sollte nicht anhand der klinischen Symptomatik und
labordiagnostischer Verdnderungen erfolgen, da diese Veranderungen sehr unspezifisch sind
und fiir eine Vielzahl von Differentialdiagnosen in Frage kommen konnen. Dariiber hinaus
weist ein hoher Prozentsatz infizierter Tiere keine Symptome auf (NOLI, 1999). In
Einzelfillen konnen auflerdem atypische Formen beobachtet werden, so dal bei diesen

Patienten die Erkrankung unerkannt bleiben wiirde (GRADONI, 2002).

Der héufig in endemischen Gebieten eingesetzte Formol-Gel-Test, bei dem 5 ml Serum mit
einem Tropfen 30%igem Formaldehyd versetzt werden, eignet sich ebenfalls nicht zum
Erregernachweis. Eine einsetzende opake Triibung deutet lediglich auf das Vorliegen grof3er
Mengen labiler Immunglobuline von IgG und IgM hin. Da dieser Befund auch bei anderen
Infektionskrankheiten positiv sein kann, weist diese Methode eine zu geringe Spezifitit auf.
Falsch negative Ergebnisse konnen in den ersten 3 Monaten nach Infektion auftreten

(CHOWDHURY et al., 1992).

Die sogenannte Xenodiagnose stellt ein sehr aufwendiges Nachweisverfahren mittels
blutsaugender Insekten dar. Dazu wird der sedierte Hund Schmetterlingsmiicken zur
Blutmahlzeit ausgesetzt und diese im Anschlul auf die Erreger untersucht. Da
Schmetterlingsmiicken allerdings nicht kommerziell erhiltlich sind und die Durchfiihrung
sehr aufwendig ist, findet dieses Verfahren bisher nur in Einzelfédllen Einsatz. Jedoch scheint
diese Methode Aufschlul iiber zahlreiche epidemiologische Fragestellungen zu geben. So

ergaben beispielsweise Untersuchungen, daf3 die Infektidsitét eines infizierten Hundes mit der
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Hohe seines Antikorpertiters zu korrelieren scheint. Vor Serokonversion war kein Hund

gegeniiber den angesetzten Insekten infektios (GRADONI, 2002).

2.4.1  Indirekter Erregernachweis

2.4.1.1 Serologie

Die Untersuchung des Serums auf das Vorhandensein und die Konzentration von Antikdrpern
gegen die Erreger stellt die am haufigsten verwendete Methode in der Diagnostik der kaninen
Leishmaniose dar (GRADONI, 1999). Hierbei stehen verschiedene Verfahren zur Verfiigung.
Neben Unterschieden in der Handhabung miissen vor allem Unterschiede in der Sensitivitdt

und Spezifitit bei der Auswahl der Methode bedacht werden.

Als ,,Goldener Standard“ gilt in der Serologie zur Zeit der indirekte Immunfloureszenz-
Antikorper-Test (IFAT). In diesem relativ aufwendigen Verfahren konnen die Antikorper
mittels floureszierender Anti-Antikoérper markiert und anschlieBend quantitativ bestimmt
werden. In zahlreichen Studien getestet, weist diese Methode bei einer Sensitivitit von bis zu
100 % auch eine Spezifitdt von bis zu 100 % auf (MANCIANTI et al., 1996; BERNADINA
etal., 1997; KOUTINAS et al., 2001).

Neben der indirekten Immunfloureszenz spielt der sogannte Enzyme-linked-immunosorbent-
assay (ELISA) als indirektes Nachweisverfahren ebenfalls eine wichtige Rolle. Hierbei erfolgt
die Bestimmung des Antikorpertiters mittels Enzym-markierten Anti-Antikorpern. Nach
Zugabe einer chromogenen, farblosen Substanz wird diese durch die Enzymaktivitét in ein
farbiges Endprodukt umgesetzt, welches photometrisch bestimmt werden kann. SCALONE et
al. (2002) entwickelten zum Nachweis einer Infektion mit L. infantum bei Hunden ein
standarisiertes ELISA-Verfahren, welches auf der Verwendung des rekombinanten K39
Antigen basiert. Bei diesem Antigen handelt es sich um ein Protein, welches mit Mikrotubuli
assoziiert ist. Hohe Ubereinstimmungen der Ergebnisse von IFAT und ELISA konnten in
dieser Untersuchung nachgewiesen werden.

Die in ihrer Handhabung meist sehr einfach und schnell durchzufiihrenden dot-ELISA-
Verfahren, bei denen das Probenmaterial auf eine mit Antigen beschichtete
Nitrozellulosemembran aufgetragen wird, weisen in Untersuchungen von GREINER et al.

(1993) und VERCAMMEN et al. (1998) im Vergleich zum konventionellen
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Mikrotiterplatten-ELISA und IFAT eine hohe Korrelation in ihren Ergebnissen auf und

scheinen somit fiir eine Diagnosestellung geeignet zu sein.

Ein aufwendigeres Verfahren zum Nachweis von Antikorpern stellt die Western-Blot
Methode dar. Proteinmolekiile werden mittels Elektrophorese auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran {bertragen. Nach Zugabe der
Serumantikorper konnen diese im AnschluB an eine Reaktion mit Anti-Antikdrpern
identifiziert werden. Von Vorteil ist bei diesem Verfahren unter anderem die Moglichkeit zur
Darstellung niedriger Titer von Antikorpern, die spezifisch fiir Polypeptidfraktionen mit
geringem Molekulargewicht (12 und 14 kD) von L. infantum sind. Diese scheinen bereits in
den frithen Phasen der Infektion vertreten zu sein und ermdglichen in diesem Zusammenhang
eine Diagnosestellung in einem frithen Erkrankungsstadium (AISA et al., 1998).
BERRAHAL et al. (1996) untersuchten asymptomatische Hunde mittels Immunoblotting,
Polymerase-Ketten-Reaktion, Immunfloureszenz und ELISA. Wihrend Immunfloureszenz-
Verfahren und ELISA negative Ergebnisse erbrachten, erwiesen sich sowohl die PCR als
auch das Immunoblotting als geeignete Verfahren, asymptomatische Trigertiere zu

identifizieren.

Der sogenannte Latex-Agglutinationstest (LAT) weist durch Agglutination von
Latexkiigelchen, die mit entsprechenden Antigenen beschichtet sind, auf das Vorliegen von
Antikorpern im Patientenserum hin. DEREURE et al. (1998) entwickelten ein Testverfahren
mit 16slichem Antigen von L. infantum und stellten im Vergleich zum indirekten
Immunfloureszenz-Verfahren nach Untersuchung von iiber 1.000 Hunden eine Sensitivitét
von 93,4% fest. Jedoch scheinen im Rahmen von Verlaufskontrollen im Vergleich zu anderen
serologischen Verfahren (insbesondere IFAT) bereits zu frith negative Titer aufzutreten

(DENEROLLE und BOURDOISEAU, 1999).

Aufgrund der meist einfachen, schnellen und preiswerten Durchfiihrbarkeit und der relativ
hoch erscheinenden Sensitivitdt und Spezifitit ist der Einsatz serologischer Verfahren zur
Diagnostik der Leishmaniose beim Hund weit verbreitet und sinnvoll. Jedoch grenzen haufig
auftretende falsch-negative und falsch-positive Befunde die Einsatzmoglichkeiten dieser
Methode deutlich ein. Insbesondere in der Zeitspanne zwischen Infektion und
Serokonversion, die verzogert erst mehrere Monate nach der Infektion auftreten kann, liegen

haufig falsch-negative Ergebnisse vor (GRADONI, 2002). Falsch-negative Ergebnisse
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konnen auch bei Tieren festgestellt werden, die nicht zu einer ausreichenden Serokonversion
in der Lage sind (GASKIN et al., 2002). Bei Verdacht auf falsch-negative Befunde wird eine
Wiederholung der Untersuchung in 6-8 Wochen angeraten (NOLI, 1999). Antikorper-Titer
bleiben nach klinischer Genesung hiufig weiterhin erhoht und eignen sich daher nicht zur
Kontrolle des Therapieerfolges (FERRER et al., 1995; GINEL et al., 1998; NOLI, 1999). Zur
serologischen Verlaufskontrolle scheint allerdings die Bestimmung von spezifischem IgG1
und IgG2 geeignet zu sein. DEPLAZES et al. (1995) konnten bei L. infantum infizierten
Hunden, die keine Krankheitssymptome zeigten, erhdhte 1gG2-Spiegel nachweisen. Dagegen
zeigten Patienten, die trotz Therapie klinische Symptome aufwiesen, erhohte IgG1-Spiegel. In
Bezug auf die serologische Diagnostik von Patienten, die aus Siidamerika stammen, diirfen
mogliche Kreuzreaktionen mit Trypanosomen nicht aufler Acht gelassen werden (GRADONI,
2002; GASKIN et al., 2002).

2.4.2  Direkter Erregernachweis

2.4.2.1 Mikroskopischer Nachweis

Der direkte mikroskopische Nachweis von Parasiten gilt als ,,goldener Standard“ in der
Diagnostik der kaninen Leishmaniose (GESSNER et al.,, 1994; GRADONI, 2002).
Zytologische bzw. histologische Priparate insbesondere von Knochenmark und Lymphknoten
aber auch von Leber, Milz und Haut kénnen in Abhéngigkeit von der klinischen Symptomatik
zur Beurteilung herangezogen werden. Nach geeigneter Farbung der Priparate (z.B. mittels
Giemsa, Pappenheim oder Leishman) sind die Parasiten als intrazelluldr vorliegende, 2 - 5 um
grole Strukturen erkennbar, die neben dem Zellkern durch das Vorliegen eines
stabchenformigen Kinetoplasten charakterisiert sind (GESSNER et al., 1994). Abbildung 2

zeigt den Befall von Makrophagen mit Leishmanien in einer Knochenmarkzytologie.
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Abbildung 2: Kanine Leishmaniose (Patient Nr. 2): direkter mikroskopischer
Erregernachweis, Knochenmarkzytologie: mittelgradiger Befall von Makrophagen,

Entziindungszellen: neutrophile Granulozyten, Plasmazelle (May-Griinwald-Giemsa, Orginal-

VergroBerung 1000x)

Bei einer sehr hohen Spezifitit weist dieses Verfahren jedoch nur eine geringe Sensitivitét
auf. Diese wird fiir das Knochenmark mit ca. 60 % und fiir Lymphknoten nur mit ca. 30 %
angegeben, (CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999). Die Ursache hierfiir scheint in der
meist nur geringen Anzahl von Parasiten in den Préparaten zu liegen (CIARAMELLA et al.,
1997). Schwankende Erregerzahlen in den einzelnen Prédparaten erschweren zudem die
Diagnosestellung. Dariiber hinaus kann es schwierig sein, Reste von pyknotischen Zellkernen
und Zelltriimmern von Mikroorganismen in den Makrophagen zu differenzieren (GASKIN et
al., 2002). Eine von FERRER et al. (1988) ecingesetzte Farbemethode mittels
Immunperoxidase farbt die Erreger selektiv an und erleichtert in diesem Zusammenhang ihre
Identifizierung. Erfahrung des Untersuchers sowie die aufgewendete Untersuchungszeit und
die Qualitit der Probe beeinflussen ebenfalls in hohem Malle das Ergebnis der Untersuchung
(NOLI, 1999). Eine Verbesserung der Sensitivitit kann nach vorheriger Anziichtung der
Erreger in einem geeigneten Medium (z.B. Novy-McNeal-Nicolle-Medium oder Roswell
Park Memorial Institute-Medium) erzielt werden. Die zytologische Untersuchung von

Knochenmarkspunktaten erreicht auf diese Weise eine Sensitivitit von 81 %.
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Bei der mikroskopischen Beurteilung zytologischer bzw. histologischer Préparate muf3 immer
bedacht werden, daB3 kein Zusammenhang zwischen der Anzahl von Leishmanien im Prédparat
und dem Schweregrad der klinischen Symptomatik hergestellt werden kann (GOTHE, 1991;
NOLI, 1999). AuBlerdem eignet sich ein negativer zytologische Befund nicht zur Kontrolle
des Therapieerfolges (MORITZ und STEUBER, 1999).

2.4.2.2 Kulturelle Anziichtung

Der Nachweis von promastigoten Erregern nach kultureller Anziichtung aus geeignetem
Probenmaterial stellt neben dem direkten mikroskopischen Nachweis ebenfalls einen
»Z2oldenen Standart in der Diagnostik der Leishmaniose dar (GRADONI, 2002). Als
Probenmaterial eignen sich vorzugsweise Bioptate und Aspirate aus Knochenmark, Milz und
Lymphknoten. Das gewonnene Probenmaterial sollte zur Anzucht auf mehrere Ansitze
verteilt werden. Auf diese Weise scheinen bessere Ergebnisse erzielt werden zu kénnen, als
bei Ansatz einer einzigen Kultur mit einer groBen Probenmenge. In Lymphknotenaspiraten
erhohte GRADONI (2002) die Sensitivitidt dieses Nachweisverfahrens durch Verwendung

von Proben aus Lymphknoten verschiedener Lokalisationen eines Tieres.

Als geeignete Kulturmedien gelten fiir dieses Nachweisverfahren vor allem das NNN-
Medium (Novy-McNeal-Nicolle-Medium) und das RPMI-Medium (Roswell Park Memorial
Institute-Medium). Unter optimalen Bedingungen kann die kulturelle Anziichtung von
Leishmanien aus Knochenmark und Lymphknoten eine Sensitivitit von nahezu 100 %
erreichen (GRADONI, 2002). Im Vergleich zur mikroskopischen Untersuchung weist dieses
Verfahren somit eine deutlich hohere Sensitivitdt auf (PIARROUX et al., 1994; MATHIS und
DEPLAZES, 1995).

Die Méglichkeit - nach kultureller Anzucht von Erregern - eine Uberpriifung von Resistenzen
sowie eine Analyse des Isoenzymmusters durchfiihren zu kdnnen, stellt einen groBBen Vorteil
gegeniiber anderen diagnostischen Methoden dar (GRAMICCIA et al., 1992; MATHIS und
DEPLAZES, 1995; NOLI, 1999).

Der Einsatz der Anziichtung wird oft durch die hohen Kosten und die Notwendigkeit eines
spezialisierten Labors eingeschrinkt (MATHIS und DEPLAZES, 1995; NOLI, 1999). Hiufig
minimiert zudem die lange Zeitspanne bis zum Vorliegen der Ergebnisse die

Einsatzmoglichkeiten. Diese betrdgt in der Regel 3 — 4 Tage. Gegebenenfalls liegen Befunde
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jedoch erst nach 10 Tagen vor (MATHIS und DEPLAZES, 1995). Die Notwendigkeit
frischen Probenmaterials stellt ebenso einen Nachteil dieser Methode dar, wie die
Einschrinkung des Gelingens durch bakterielle Kontamination des Probenmaterials,

(MATHIS und DEPLAZES, 1995; STEUBER et al., 1997).

2.4.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein molekularbiologisches
Verfahren, welches auf der Verfielfaltigung und dem Nachweis selektiver DNA-Abschnitte
des Parasiten mittels thermostabiler Polymerase und spezifischer Primer beruht. Als
geeignetes Probenmaterial zur Isolierung von Erregererbgut gelten vor allem Punktate von
Knochenmark und Lymphknoten. Jedoch kdnnen auch Proben von Leber, Milz und Haut
sowie peripheres Blut Verwendung finden (NOLI, 1999; FISA et al., 2001). Da nur geringe
Mengen der Erreger zum Nachweis erforderlich sind, stellt diese Methode eine sehr
spezifisches und sensibles Diagnostikum dar (RODGERS et al., 1990). Sensitivitit und
Spezifitit werden fiir die PCR mit bis zu 100 % angegeben (ASHFORD et al., 1995;
MATHIS und DEPLAZES, 1995; ROURA et al., 1999).

Basierend auf der Verwendung verschiedener Primer wurden zahlreiche PCR-Protokolle
entwickelt. Hierbei zeigen die unterschiedlichen Leishmanienstimme Abweichungen in der
Sensitivitdt. STEUBER et al. (1997) analysierten die Sensitivitdt von L. infantum beziiglich
zweier PCR-Protokolle mittels Verdiinnungsreihen. Die Methode nach PIARROUX (1993)
- beruhend auf der Erzeugung eines 100-Basenpaar(bp)-Amplifikates - ermdglichte den
Nachweis eines einzelnen Erregers in Anwesenheit von 10° Leukozyten. Das Protokoll von
RAVEL (1995) wies dagegen eine geringere Sensitivitdt auf. Das Amplifikat mit einer Linge
von 700 bp konnte nur bei Vorliegen von 10 Erregern auf 10° Leukozyten nachgewiesen
werden. Jedoch ermdglicht letzteres Protokoll neben dem Nachweis von L.infantum auch den

Nachweis eines Amplifikates von L.major.

Die PCR eignet sich sowohl zur Erkennung der Erkrankung in frithen Stadien (PIARROUX et
al., 1993; ADHYA et al., 1995; MATHIS und DEPLAZES, 1995; BERRAHAL et al., 1996),
als auch zur Kontrolle des Therapieerfolges (LACHAUD et al., 2000). Die Persistenz der
Erreger ldsst sich nach Therapie insbesondere in Knochenmarkspunktaten nachweisen
(STEUBER et al., 1997). Sogar bei Patienten, die liber Jahre keine klinischen Symptome
mehr gezeigt haben, ist ein Erregernachweis moglich (BERRAHAL et al., 1996).
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In vielen Studien wird die Sensitivitit der PCR mit der Sensitivitit anderer
Nachweismethoden verglichen. MATHIS et al. (1996) geben mit einer Sensitivitidt der PCR
von 100 % eine sehr gute Ubereinstimmung mit der kulturellen Anziichtung an. Der Vorteil
der PCR liegt jedoch nach Meinung der Autoren in der kiirzeren Zeitspanne bis zum
Vorliegen der Ergebnisse. Wahrend die kulturelle Anziichtung einen Zeitraum von 3 - 10
Tagen in Anspruch nimmt, kann das Ergebnis der PCR bereits nach 1 Tag zur Verfligung
stethen (MATHIS und DEPLAZES, 1995). Vergleicht man die Sensitivitit serologischer
Verfahren mit der Sensitivitdt der PCR, so weisen zahlreiche Untersuchungen auf eine hohere
Sensitivitdt der PCR hin (ASHFORD et al., 1995; ADHYA et al., 1995; LACHAUD et al.,
2000). Dies ist insbesondere fiir immunsuppremierten Patienten mit einem Unvermdgen zur
Serokonversion von Bedeutung, da fiir sie eine sichere Diagnosestellung mittels PCR
unverzichtbar erscheint (PIARROUX et al., 1994; STEUBER et al., 1998). Aullerdem kdnnen
Reihenuntersuchungen in endemischen Gebieten unter Einsatz serologischer Verfahren zu
einer Unterschiatzung der Infektionsrate fithren (SOLANO-GALLEGO et al., 2001;
LEONTIDES et al., 2002).

Die Einsatzmoglichkeit der PCR als zuverldssige Methode zum direkten Nachweis von
Erregern wird durch die Notwendigkeit eines spezialisierten Labors haufig verringert.
Dariiber hinaus entstehen in der Regel fiir den Besitzer hohere Kosten und die
Probengewinnung (v.a. Knochenmark) kann sich unter Umstinden als schwierig erweisen.
Geringe Erregerzahlen in den Proben konnen den Nachweis erschweren und unter Umstdnden
ein falsch negatives Ergebnis bewirken. Dies gilt insbesondere bei Verwendung von
peripherem Blut (FISA et al., 2001). Eine Verbesserung der Ergebnisse zeigte sich jedoch
nach Verwendung eines Kulturmediums zum Transport der Proben in das ausfiihrende Labor
im Vergleich zu tiefgefrorenen Proben (STEUBER et al, 1997). FISA et al. (2001)
entwickelten eine sogenannte ,,Nested PCR*, die eine Sensitivitdt von nahezu 100% fiir den
Nachweis von Erregern im peripheren Blut erbrachte. Werden in endemischen Gebieten
Konjunktival- oder Hauttupfer zur Untersuchung hoher Patientenzahlen verwendet, kdnnen
falsch positive Befunde durch ,,Kontamination* der Haut und Schleimhédute mit Erregern

auftreten, ohne daf} eine manifeste Infektion vorliegt (GRADONI, 2002).
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2.5 Therapie und Prophylaxe

2.5.1  First line drugs

2.5.1.1 5-wertige Antimonpriparate

Antimonpriparate wurden im Jahre 1912 in Siidamerika zum ersten Mal zur Behandlung der
Leishmaniose eingesetzt (BANETH, 2002). Sie spielen heute als Mittel der Wahl (first line

drugs) zur Behandlung der kaninen Leishmaniose eine zentrale Rolle.

Der Wirkungsmechanismus der zur Verfligung stehenden Pridparate N-Methylglucamin-

® Rhéne Meérieux) und Natrium-Stibogluconat (Pentostam®,

Antimoniat (Glucantime
Wellcome) ist allerdings noch nicht vollstandig geklért. Die leishmanizide Wirkung scheint
auf einer Energieverarmung der Parasiten nach Blockade der glykolytischen Enzyme
(Adenylatzyklase) zu beruhen, die zu einer verminderten Bildung von Adenosintriphoshat

(ATP) fiihrt (STEUBER und KROKER, 2002).

Nachteilig sind die hohen Kosten der Behandlung und die Toxizitdt fiir den Wirtsorganismus.
Sie schrinken den Einsatz dieser Priparate hdufig ebenso ein, wie die mdgliche Entwicklung
von Resistenzen (GRAMICCIA et al., 1992; BANETH, 2002). Eine Erregerfreiheit kann mit
pentavalenten Antimonverbindungen in der Regel ebenfalls nicht erzielt werden

(SLAPPENDEL und TESKE, 1997; MORITZ et al., 1999).

2.5.1.1.1 N-Methylglucamin-Antimoniat (Glucantime®, Rhone Mérieux)

Zur Therapie mit N-Methylglucamin-Antimoniat (Meglumin-Antimonat) sind verschiedene
Dosierungsschemata in der Literatur angegeben. In der Regel erfolgt die Therapie iiber ein
zeitlich definiertes Behandlungsintervall. So kann der Wirkstoff beispielsweise in einer
Dosierung von 100 mg/kg Korpergewicht (KGW)/Tag iiber einen Zeitraum von 3 bis 4
Wochen intravends oder subkutan appliziert werden (BANETH, 2002). Ebenso ist es
moglich, das Prédparat in zwei Behandlungsperioden iiber jeweils 10 Tage mit einer 14 tigigen
Behandlungspause zwischen den Intervallen einzusetzen. MORITZ et al. (1999) verabreichten
hierzu in einer Studie in den ersten zwei Tagen jedes Intervalls Meglumin-Antimonat in einer

Dosierung von 50 mg/kg KGW/Tag mit 0,9 % Natriumchloridlosung verdiinnt intravends. In
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den folgenden 8 Tagen wurde die Dosierung auf 100 mg/kg KGW/Tag erhoht. Bereits nach
etwa 10 Tagen konnte eine Besserung der Symptomatik verzeichnet werden. In einer
Dosierung von 100 mgkg KGW/Tag kann das Medikament auch iiber mehrere
Therapieintervalle von je 2 bis 3 Wochen eingesetzt werden, wobei auch hier
behandlungsfreie Zeitrdume von 10 Tagen eingehalten werden sollten (DENEROLLE und
BOURDOISEAU, 1999). Ist ein ldangere Applikationsdauer notwendig, eignet sich die
subkutane Gabe von 200 mg/kg im Abstand von 48 Stunden iiber 30 bis 40 Tage
(DENEROLLE und BOURDOISEAU, 1999). Da jedoch innerhalb der ersten 9 Stunden nach
Applikation ca. 80 % des Wirkstoffes tiber die Niere ausgeschieden werden (VALLADARES
et al., 1996), scheint eine Verabreichung des Pridparates im Abstand von 12 Stunden
empfehlenswert. VALLADARES et al. (1998) applizierten daher experimentell infizierten
Hunden zwei mal téglich Meglumin-Antimonat in einer Dosierung von 75 mg/kg KGW
subkutan, wihrend Kontrolltiere ein mal téglich 100 mg/kg KGW des Wirkstoffes erhielten.
Auf diese Weise konnten hohere Plasmakonzentrationen erzielt werden. Anzeichen von

Toxizitdt waren bei dieser Dosierung nicht zu verzeichnen.

Eine von SLAPPENDEL et al. (1997) durchgefiihrte Studie zum Vergleich intravendser und
subkutaner Applikation ergab keinen Unterschied in Bezug auf die Dauer der klinischen
Remission oder der mittleren Uberlebenszeit. Andere Untersuchungen zeigten jedoch, daB die
Bioverfiigbarkeit nach subkutaner Injektion im Vergleich zu anderen Applikationsarten am
hochsten ist (VALLADARES et al., 1996). Diese wird nach Ergebnissen von TASSI et al.
(1994) mit 100 % angegeben. Zudem konnte nach subkutaner Verabreichung eine deutliche
Verldangerung der Halbwertszeit und eine Verminderung der Nebenwirkungen festgestellt
werden. Da nach oraler Verabreichung keine Resorption des Wirkstoffes erfolgt, ist diese

Applikationsform nicht zur Therapie geeignet (NOLI, 1999).

In Hinsicht auf mogliche Nebenwirkungen muf3 vor allen Dingen die Nephro- und
Hepataotoxizitéit des Priparates bedacht werden. Insbesondere bei Patienten, die im Rahmen
der Erkrankung bereits Schiden an Niere oder Leber aufweisen, fiihrt eine verzdgerte renale
Ausscheidung zur weiteren Beeintrachtigung dieser Organe (STEUBER und KROKER,
2002). Ferner wird hiufig eine Erhdhung der Pankreaswerte beobachtet (KRAFT und
BAUER, 1994). Diese ist auf das Vorliegen einer 6dematdsen Pankreatitis zurlickzufiihren
(KRAFT und BAUER, 1994; MORITZ et al., 1999). RegelmiBige Kontrollen der

Pankreasparameter innerhalb des Therapieintervalls werden daher angeraten. Gegebenfalls
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sollte die Therapie bis zur Normalisierung der Werte unterbrochen werden (KRAFT und
BAUER, 1994; STEUBER und KROKER, 2002). In einer Studie von MORITZ et al. (1999)
konnten bei Patienten unter Verabreichung von Glucantime® neben einer Erhdhung der
Pankreaswerte auch Nebenwirkungen in Form von Vomitus, Diarrhoe und Inappetenz bzw.
Anorexie sowie Lethargie beobachtet werden. Bei einigen Patienten war eine Leukopenie zu
verzeichnen. Schmerzhafte Reaktionen und Schwellungen am Applikationsort, welche
insbesondere nach intramuskuldrer Verabreichung auftreten, stellen weitere Nebenwirkungen
dar. Jedoch gehen sie nur selten mit Lahmheit oder der Bildung von Abszessen einher

(STEUBER und KROKER, 2002).

Die Nachteile in der Therapie mit Meglumin-Antimonat liegen neben den oft zu
beobachtenden Nebenwirkungen und den hohen Behandlungskosten in einer hdufig zu
beobachtenden Resistenzentwicklung. GRAMMICIA et al. (1992) beobachteten nach Einsatz
des Medikamentes eine um bis zu 41fach gesteigerte Resistenz des Erregers. Insbesondere
durch Verwendung in subtherapeutischen Dosen, Behandlung der Tiere in zu kurzen
Intervallen oder aber nach der Durchfiihrung zahlreicher Therapiezyklen kann die
Wirksamkeit des Medikamentes abnehmen. Héufige Riickfille konnen die Folge sein
(LAMOTHE, 1999). In der Veterindrmedizin werden auf Grund der Resistenzentwicklung
bereits oft verldngerte Therapiezyklen mit haufigeren Applikationen des Medikamentes
angewendet (LAMOTHE, 1999).

Zu bedenken sind im Zusammenhang mit der Entwicklung von Resistenzen durch die
Behandlung der kaninen Leishmaniose vor allem die hierdurch bedingten Einschrankungen
der Therapiemdglichkeiten in der Humanmedizin auf Grund resistenter Erregerstimme
(BANETH, 2002). Die Wahl der Dosierung und die Dauer der Behandlung miissen daher

sorgfaltig vom behandelnden Tierarzt iberdacht werden.

In vielen Féllen wird eine Kombinationstherapie mit dem Hypoxanthinanalog Allopurinol
bevorzugt. FERRER (1997) befiirwortet beispielsweise eine Gabe von Meglumin-Antimonat
mit einer Dosierung von 75 mg/kg KGW/Tag subkutan iiber 20 bis 30 Tage. Sollte bis zu
diesem Zeitpunkt keine Besserung der klinischen Symptomatik eingetreten sein, kann das
Priparat iiber weitere 20 Tage verabreicht werden. Uber den selben Zeitraum kann
Allopurinol in einer Dosierung von 20 bis 30 mg/kg KGW/Tag verabreicht werden. Die Gabe
von Allopurinol kann nach Abschlufl der Behandlung bei Bedarf beibehalten werden. Anhand
einer Studie von DENEROLLE et al. (1999) an insgesamt 96 Hunden konnten signifikante
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Unterschiede in den Ergebnissen einer Behandlung mit Meglumin-Antimonat, Allopurinol
bzw. einer Kombinationstherapie mit beiden Préparaten verzeichnet werden. Die gleichzeitige
Behandlung mit Meglumin-Antimonat und Allopurinol fiihrte zu einer deutlicheren
Besserung klinischer Symptome als Monontherapien mit den jeweiligen Wirkstoffen. In
Hinblick auf eine parasitologische Heilung konnten in diesem Zusammenhang jedoch keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

2.5.1.1.2 Natrium-Stiboglukonat (Pentostam®, Wellcome)

Natrium-Stiboglukonat (Na-Stiboglukonat) kann in einer Dosierung von 20 bis 30 mg/kg
KGW/Tag intravends iiber eine Behandlungsperiode von 10 bis 14 Tagen verabreicht werden.
Nach einer behandlungsfreien Zeit von 10 Tagen wird ein zweiter Therapiezyklus mit der
selben Dosierung angeraten (STEUBER und KROKER, 2002). Bei intravendser Gabe
empfiehlt sich die Applikation des Wirkstoffes in Form von Infusionen mittels 0,9 %
Natriumchloridlésung, da bei Bolusinjektionen ein plotzlicher Zusammenbruch der
Herzkreislauffunktion beobachtet werden kann (STEUBER und KROKER, 2002). Neben der
intravendsen Applikation sind subkutane Injektionen iiber einen Zeitraum von 10 bis 30

Tagen moglich. Die Dosierung betrigt hierbei 10 bis 50 mg/kg KGW/Tag (NOLI, 1999).

Ebenso wie im Rahmen der Behandlung mit Glucamin-Antimonat konnen Erhdhungen der
Pankreaswerte auftreten. Auf Grund der Nephro- und Hepatotoxizitit von Na-Stibogluconat
ist auch hier bei Patienten mit eingeschrankter Funktion dieser Organe gegebenenfalls von

einer Therapie abzusehen (STEUBER und KROKER, 2002).

CHUNGE et al. (1985) behandelten Hunde, die auf eine alleinige Therapie mit Na-
Stibogluconat nicht ansprachen, zusitzlich mit Allopurinol und erzielten auf diese Weise
einen klinischen Riickgang der Symptome. Milzaspirate erbrachten nach 19 Tagen ein
negatives parasitologisches Ergebnis. Riickfille konnten bei keinem Tier innerhalb der

folgenden 12 Monate beobachtet werden.
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2.5.2  Second line drugs

2.5.2.1 Allopurinol (z.B. Zyloric®, Wellcome)

Der aus der Humanmedizin zur Behandlung der Gicht stammende Wirkstoff Allopurinol ist
ein Hypoxanthinanalogon, welches die Vermehrung der Parasiten zu hemmen vermag
(STEUBER und KROKER, 2002). Die leishmaniostatische Wirkungsweise des Allopurinols
beruht auf einer Hemmung der Xanthinoxidase. Dieses Enzym wandelt Hypoxanthin in
Xanthin um, welches im AnschluB3 Einsatz in die Purinsynthese findet. Eine Hemmung dieses
Enzyms geht in Folge dessen mit einer verminderten Purinsynthese einher. Diese Storung des
Proteinstoffwechsels, welche eine Vermehrung der Parasiten unterbindet, wird ferner durch
eine Hemmung der Pyrimidinsynthese mittels Allopurinol intensiviert. Im Gegensatz zu den
Parasiten sind die Wirtsorganismen in der Lage, Purine eigenstindig zu synthetisieren. Aus

diesem Grund ist die Toxizitét fiir den Wirt dullerst gering.

Die in der Literatur befindlichen Angaben zur Dosierung sind zahlreich und variieren
deutlich. So wurde Allopurinol in einer Studie von KOUTINAS et al. (2001) in einer
Dosierung von 10 mg/kg KGW zwei mal téglich per os iiber einen Zeitraum von 4 Monaten
verabreicht. CAVALIERO et al. (1999) setzten dagegen zur Langzeitbehandlung von
leishmaniosekranken Hunden 10 mg/kg KGW ein mal tiglich mit gutem Erfolg zur
Behandlung ein. Die Applikation einer hoheren Dosierung iiber einen lingeren Zeitraum ist
auch moglich. DENEROLLE et al. (1999) behandelten natiirlich infizierte Hunde zwei mal
taglich iiber einen Zeitraum von bis zu 20 Monaten in einer Dosierung von 15 mg/kg KGW.
Ebenfalls gute Ergebnisse erzielte eine Untersuchung, in der an Anlehnung an die
Humanmedizin eine Dosis von 5 mg/kg KGW drei mal tiglich iiber einen Zeitraum von 1-10

Monaten verabreicht wurde (VERCAMMEN et al., 1995).

Da in einigen Féllen die Wirksamkeit von Allopurinol bei alleiniger Verabreichung
unbefriedigend sein kann, besteht die Moglichkeit zur Kombinationstherapie mit Meglumin-
Antimonat (sieche auch Kapitel 2.5.1.1.1) (LAMOTHE, 1999; MORITZ et al.,, 1999;
BANETH, 2002; STEUBER and KROKER, 2002). GINEL et al. (1998) setzten nach
Initialbehandlung mit Meglumin-Antimonat (100 mg/kg KGW/Tag) und Allopurinol (30
mg/kg KGW/Tag) zur Langzeitbehandlung den Wirkstoff {iber mehrere Monate in einer
Dosierung von 20 mg/kg KGW/Tag iiber eine Woche innerhalb eines Monats mit gutem
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klinischen Erfolg ein. Ein Teil der Tiere erhielt als Kontrollgruppe nach der Initialbehandlung
kein Allopurinol. In dieser Gruppe wurden Rezidive bei 86 % der Tiere innerhalb eines
Zeitraumes von 14 Monaten beobachtet, wihrend die mit Allopurinol weiterbehandelten
Hunde keine Rezidive zeigten. Folglich scheint der Wirkstoff eine Verzogerung von

Rezidiven bewirken zu konnen (GINEL et al., 1998).

Allopurinol wird — mit einer Bioverfiigbarkeit von ca. 70 % - nach Applikation umgehend
resorbiert, so dal maximale Plasmaspiegel des Prdparates bereits nach 40 Minuten erreicht
werden. Als Abbauprodukt wird Oxypurinol vor allem iiber die Nieren ausgeschieden. Die

Eliminationshalbwertszeit betrdgt hierbei 2 Stunden (STEUBER und KROKER, 2002).

Neben der geringen Toxizitéit, der Moglichkeit zur peroralen Applikation und dem giinstigen
Medikamentenkosten liegt der Vorteil dieses Préparates insbesondere in der guten klinischen
Wirksamkeit, die in zahlreichen Studien und Fallbeispielen nachgewiesen werden konnte
(VERCAMMEN et al., 1995; LESTER und KENYON, 1996; GOTHE et al.,, 1997,
CAVALIERO et al., 1999; MORITZ et al., 1999). MARTINEZ et al. (1992) setzten auch in
der Humanmedizin Allopurinol mit gutem Erfolg zur Therapie der kutanen Leishmaniose ein.
In der Regel kann nach Verabreichung des Priparates ein Riickgang des Antikorpertiters
beobachtet werden. Dieser bleibt jedoch hiufig positiv und steigt nach Absetzen der Therapie
erneut an (VERCAMMEN et al., 1995, VERCAMMEN und DEDEKEN, 1996).
Untersuchungen von KOUTINAS et al. (2001) erbrachten den Nachweis einer signifikant
reduzierten Parasitendichte in Knochenmarks- und Lymphknotenaspiraten bei Tieren nach
Allopurinoltherapie bei jedoch weiterhin positiver Knochenmarks-PCR (KOUTINAS et al.,
2001). In einigen Féllen scheinen allerdings durch eine Langzeitapplikation von Allopurinol

negative PCR-Ergebnisse erzielt werden zu konnen (MORITZ et al., 1999).

Nebenwirkungen werden unter Therapie mit Allopurinol nur selten beobachtet (STEUBER
und KROKER, 2002). Neben Vomitus und Diarrhoe treten in Einzelfdllen Urinkonkremente
in Form von Xanthinsteinen auf (LING et al., 1991). Resistenzentwicklungen unter der
Behandlung mit diesem Wirkstoff sind nicht bekannt. GINEL et al. (1998) beobachteten
diesbeziiglich leishmaniosekranke Hunde iiber einen Zeitraum von 3 Jahren ohne eine

Einschriankung der Wirksamkeit feststellen zu konnen.
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2.5.2.2 Amphotericin B

Die Wirkungsweise des von Streptomyces nodosus produzierten Polyenantibiotikums beruht
auf dem strukturellen Aufbau des Molekiils. Neben einem lipophilen Ringsytem mit
zahlreichen Doppelbindungen liegen auch hydrophile Hydroxylgruppen vor (STEUBER und
KROKER, 2002). Auf Grund dieser amphoteren Eigenschaften lagert sich Amphotericin B
vorzugsweise an Sterolen (v.a. Ergosterol) in der Zellmembran an und verdndert auf diese
Weise deren Permeabilitit (LAMOTHE, 1999; STEUBER und KROKER, 2002). Die Erreger
werden abgetotet, wenn Kationen und Anionen aus der Zelle austreten (LAMOTHE, 1999;
BANETH, 2002). Neben einer guten Wirksamkeit gegen viele Protozoen besitzt
Amphotericin B vor allem eine ausgeprigte antimykotische Wirkung, wihrend die
Wirksamkeit gegeniiber Bakterien deutlich eingeschrinkt ist. Aufgrund des geringen Gehaltes
von Ergosterol in den Zellwidnden von Sdugetieren, ist die Toxizitét fiir den Wirtsorganismus

relativ gering (LAMOTHE, 1999; BANETH, 2002).

Amphotericin B wird {iberwiegend intravends in Form von Infusionen angewendet. NOXON
(1989) verabreichte den Wirkstoff in einer Dosis von 0,5 mg/kg KGW drei mal wdchentlich
bis zu einer Gesamtdosis von 9 - 12 mg/kg KGW. Das Priparat wurde in 5%iger Dextrose-
Losung verdiinnt und iiber einen Zeitraum von 5 Minuten appliziert. Eine Bolusgabe des
Priparates ist ebenfalls moglich. LAMOTHE (1997) behandelte 30 leishmaniosekranke
Hunde mit gutem klinischen Erfolg zwei bis drei mal wochentlich mit einer Dosis von 0,5 bis
0,8 mg/kg KGW, bis eine kummulative Dosis von 8 bis 15 mg/kg KGW erreicht wurde. Der
Wirkstoff wurde innerhalb von 15 - 45 Sekunden intravends verabreicht. Neben intravendser
Gabe besteht auch die Moglichkeit zur subkutanen Injektion. Hierzu wird der Wirkstoff mit
einer Gesamtdosis von 8 bis 26 mg/kg KGW in physiologischer Kochsalzlosung oder 5%iger
Dextroselosung verdiinnt. Im Abstand von 48 Stunden erfolgt die Applikation von 0,15 bis
0,5 mg/kg KGW bis zum Erhalt der Gesamtdosis (NOLI, 1999). Zur Behandlung von Hunden
mit Cryptokokkose verdiinnte MALIK (1996) den Wirkstoff mit einer Gesamtdosis von 8 - 26
mg/kg in 500 ml einer 0,45%igen NaCl-Losung mit 2,5%iger Dextrose. Die Gabe erfolgte
zwei bis drei mal wochentlich subkutan bis zum Erhalt der Gesamtdosis (LAMOTHE, 1999).
Bei oraler Verabreichung ist die Resorption deutlich eingeschrénkt, weshalb man auf diese

Applikationsform verzichtet.

Die Ausscheidung des Wirkstoffes erfolgt zum grofiten Teil liber die Faeces wihrend ein

geringerer Anteil iiber die Nieren ausgeschieden wird (STEUBER und KROKER, 2002).
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Amphotericin B weist jedoch eine deutliche, dosisabhéngige Nephrotoxozitit auf. Aufgrund
seiner vasokonstriktorischen FEigenschaft an den Nierengefilen wird in diesem
Zusammenhang die glomeruldre Filtrationsrate gesenkt. Daher sollten die Nierenwerte {iber
den Behandlungszeitraum iiberwacht und die Therapie unterbrochen werden, wenn der
Serum-Kreatinin-Level 220 pupmol/l iiberschreitet (LAMOTHE, 1999). Weitere zu
beobachtende Nebenwirkungen sind Erbrechen und Fieber. Anaphylaktische Reaktionen
sowie Schadigung der Leber und Arrhythmien sind ebenso wie hdmolytische Anédmien zu
verzeichnen (STEUBER und KROKER, 2002). Eine Verminderung der Toxizitdt ist bei
Verabreichung des Wirkstoffes in einer liposomalen Formulierung zu erzielen (OLIVA et al.,
1995; LAMOTHE, 1999; BANETH, 2002). OLIVA et al. (1995) setzten eine solche
Formulierung (AmBisome®) bei Hunden mit einer Dosierung von 3 bis 3,3 mg/kg KGW ein.
Das Préparat zeigte nach Verabreichung von 3 bis 5 Injektionen neben einer guten klinischen
Wirksamkeit eine geringere Nephrotoxizitdt. Weniger als 1 % des Wirkstoffes scheinen
hierbei iiber die Niere ausgeschieden zu werden. Lymphknotenpunktate blieben nach
Therapie weiterhin parasitologisch positiv. Rezidive waren nach einem Zeitraum von 4-6

Monaten zu verzeichnen.

Untersuchungen an Amphotericin B resistenten Leishmanienstimmen ergaben, daf3 diese
Erreger neben einem erhohten Amphotericin-Ausstrom aus der Zelle eine verminderte
Wirkstoffaufnahme in die Zelle aufweisen. In diesem Zusammenhang konnte in den
Zellmembranen der resistenten Parasiten ein erhdhter Anteil eines Ergosterolvorldufers bei
Verminderung des Ergosterolanteils nachgewiesen werden (MBONGO et al., 1998). Uber das
Risiko einer Resistenzentwicklung durch den Einsatz von Amphotericin B ist bisher nichts
bekannt (LAMOTHE, 1999; BANETH, 2002). DURAND et al. (1998) isolierten in Féllen
von humaner Leishmaniose, bei denen die Patienten nicht auf eine Therapie ansprachen,
Erreger vor und nach der Therapie. Eine Erhdhung der Resistenz nach Therapie war nicht zu

verzeichnen.

2.5.2.3 Azole

Zu diesen oral zu verabreichenden Wirkstoffen zéhlen neben den Imidazolen Ketokonazol
und Mikonazol auch die Triazole Flukonazol und Itrakonazol (LAMOTHE, 1999).
Insbesondere der Wirkstoff Ketokonazol findet Einsatz bei leishmaniosekranken Hunden, die
eine Resistenz gegeniiber den pentavalenten Antimonverbindungen aufweisen (STEUBER

und KROKER, 2002). Ketokonazol hemmt die Synthese von Ergosterol und in diesem
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Rahmen den Aufbau einer intakten Zellmembran (STEUBER and KROKER, 2002).

Fehlerhafte Membranfunktionen ziehen im Anschlufl den Tod des Erregers nach sich.

In einer Dosierung von 7 mg/kg KGW eignet sich das Praparat zur Langzeittherapie iiber 40

bis 90 Tage (STEUBER and KROKER, 2002).

Neben Inappetenz und Alopezie wurde Pruritus als Nebenwirkung beobachtet. Bereits geringe
Dosen von Ketokonazol vermdgen die Serumkonzentration von Testosteron zu senken. Hohe
Dosen dieses Wirkstoffes filhren zu einer Verminderung der Kortisolproduktion durch
Beeinflussung der Nebennierenrinde (FELDMAN, 2000). Da Ketokonazol teratogen wirkt,
sollte es bei trachtigen Tieren nicht eingesetzt werden (STEUBER and KROKER, 2002). Als
Kontraindikation gelten auBlerdem Nierenfunktionsstorungen (STEUBER and KROKER,
2002).

2.5.2.4 Pentamidinisethionat

Das aromatische Diamidin findet seit 1946 Einsatz in der Behandlung von Trypanosomen,
Babesien und Leishmanien (LAMOTHE, 1999). Jedoch wird Pentamidinisethionat in der
Regel nur bei Vorliegen von Resistenzen gegeniiber pentavalenten Antimonaten zur Therapie
der Leishmaniose verabreicht. Der Wirkungsmechanismus scheint auf einer Enzymblockade
im Stoffwechsel der biogenen Amine zu beruhen. Die Proliferation und Differenzierung von
Zellen wird auf diese Weise nachhaltig gestort und das Wachstum der Parasiten gehemmt

(STEUBER and KROKER, 2002).

Da die intramuskuldre Injektion hdufig zu schmerzhaften Prozessen im Rahmen von
Muskelnekrosen und Abszessbildung fiihrt, sollte das Priaparat intravends verabreicht werden
(LAMOTHE, 1999; STEUBER und KROKER, 2002). Die Applikation ist langsam
durchzufiihren, da bei zu schneller Gabe neben Tachykardien und Zyanose auch
BewuBtseinstriibungen eintreten konnen (STEUBER und KROKER, 2002). STEUBER
(2002) empfiehlt daher die Verdinnung des Wirkstoffes mit mindestens 500 ml
Infusionslosung und die Verabreichung der Infusion iiber einen Zeitraum von 3 Stunden. Die
Dosis kann im Verlauf des Therapieintervalls von etwa 16 Infusionen im Abstand von jeweils
2 bis 3 Tagen langsam erhoht werden. Wahrend die Dosierung der ersten 6 Infusionen 2
mg/kg KGW betragen sollte, kann sie bei der 7. bis 12. Infusion auf 3 mg/kg KGW und im
Anschlul auf 4 mg/kg KGW erhoht werden. Hunde mit einem Gewicht {iber 30 kg sollten
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jedoch maximal mit 3 mg/kg KGW dosiert werden (STEUBER und KROKER, 2002).
LAMOTHE schldgt dagegen die Verabreichung des Wirkstoffes mittels intraperitonealen
Injektionen vor. Hierbei konnen jeweils 4 mg/kg im Abstand von 48 Stunden appliziert
werden, nachdem der Wirkstoff zu einer 10%igen Losung mit isotonischer Dextroselosung

verdiinnt wurde. Insgesamt sollten mindestens 15 Injektionen erfolgen.

Da bei den Patienten unter Therapie eine Verschlechterung der Nierenfunktion eintreten kann,
sollte das Préparat bei Patienten mit einer bereits bestehenden Nierenfunktionsstorung nicht
eingesetzt werden (STEUBER und KROKER, 2002). Vomitus, Tachykardien und
Hypotension konnen bei einigen Patienten beobachtet werden (BANETH, 2002; STEUBER
und KROKER, 2002).

RHALEM et al. (1999) behandelten 8 mit L. infantum infizierte Hunde mit Pentamidin in
einer Dosierung von 4 mg/kg KGW intramuskulédr iiber 2 Behandlungsintervalle. Jedes
Behandlungsintervall dauerte 3 Wochen, in denen die Hunde jeweils 8 Injektionen im
Abstand von ca. 3 Tagen erhielten. Die Tiere zeigten neben einer klinischen Besserung auch
einen Riickgang des Antikorpertiters nach Therapie. Zu diesem Zeitpunkt gelang auBBerdem

der Nachweis der Initiation einer zelluldren Immunantwort.

2.5.2.5 Aminosidin

Das Aminoglykosid-Antibiotikum wird von Streptomyces rimosus produziert und auch als
Paromomycin bezeichnet. Es fiihrt {iber eine Beeinflussung der Ribosomen zur Bildung
irreguldrer Proteine und beeintrdchtigt auf diese Weise die Vermehrung der Parasiten

(STEUBER und KROKER, 2002).

Da nach oraler Verabreichung keine Resorption des Wirkstoffes stattfindet, muf3 die
Applikation intravends, intramuskuldr oder subkutan durchgefiihrt werden. Dies kann in einer
Dosierung von 5 bis 10 mg/kg KGW im Abstand von 12 Stunden und {iber einen Zeitraum
von 2 bis 3 Wochen erfolgen (NOLI, 1999). Bei Ausbleiben der Besserung kann eine
Verdopplung der Dosis in Erwédgung gezogen werden (STEUBER und KROKER, 2002).

Da Aminosidin neben einer Ototoxizitit auch eine Nephrotoxizitit besitzt, ist die
Beobachtung der Nierenparameter tiber den Behandlungszeitraum von Bedeutung. Die

Therapie sollte bei Anstieg des Serum-Kreatinins oder bei Einsetzen einer Proteinurie nicht
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fortgesetzt werden. Liegt bereits vor Therapie eine Niereninsuffizienz oder eine Stérung des
VIII. Gehirnnervs vor, so ist von einer Behandlung mit Aminosidin abzusehen (STEUBER
und KROKER, 2002). POLI et al. (1997) behandelten 12 leishmaniosekranke Hunde {iber 4
Wochen mit Aminosidin subkutan in einer Dosierung von 10 mg/kg KGW und verzeichneten
bei einem Tier das Auftreten einer Taubheit. 11 Tiere zeigten neben einer klinischen
Besserung auch einen Riickgang des Antikorpertiters und eine Verminderung zirkulierender

Immunkomplexe. Eine parasitologische Heilung war jedoch nicht zu erzielen.

Eine Kombinationstherapie mit anderen Préparaten scheint mdglich zu sein. SCOTT et al.
(1992) behandelten 11 leishmaniosekranke Tiere mit Aminosidin als Monotherapie bzw. in
Kombination mit anderen Therapeutika. Neun Patienten zeigten neben einer klinischen
Besserung auch parasitologisch negative Ergebnisse. In einer Studie von OLIVA et al. (1998)
wurden natiirlich infizierte Hunde mit einer Monotherapie Aminosidin bzw. Meglumin-
Antimonat oder mit einer Kombinationstherapie mit beiden Préparaten behandelt. Patienten,
die beide Wirkstoffe erhielten, zeigten neben einer besseren klinischen Wirksamkeit auch die
deutlichste Reduktion der Parasitendichte in Lymphknoten und Knochenmark. Zur
Behandlung der humanen viszeralen Leishmaniose setzten CHUNGE et al. (1990) neben
Aminosidin Natrium-Stibogluconat ein. Eine klinische Heilung konnte sowohl bei Patienten
mit einer Monotherapie der betreffenden Préparate als auch mit einer Kombinationstherapie
erreicht werden. Diejenigen Patienten, die beide Wirkstoffe erhielten, erbrachten hiufiger ein
negatives parasitologisches Ergebnis in Milzaspiraten. Bei Kombination von Aminosidin mit
Antimonaten sollte bedacht werden, dal Aminosidin die Ausscheidung der Antimonate
verzogert (STEUBER und KROKER, 2002). Dieser zum einen therapeutisch interessante
Ansatz ist auf Grund der deutlicher Nephrotoxizitdt beider Préparate zu iiberdenken und mufl

zunichst in weiterfithrenden Studien verifiziert werden.

253 Prophylaktische Malinahmen

Die Entwicklung effektiver prophylaktischer Mafinahmen verfolgt zwei Ziele: Zum einen soll
eine Infektion und die damit einhergehende Erkrankung eines Individuums verhindert
werden. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da die kanine Leishmaniose prinzipiell als
unheilbare Erkrankung eingestuft werden muB3. Zum anderen soll die Vermeidung von
Infektionen innerhalb einer Hundepopulation, die ein grofles Erregerreservoir darstellt, vor

allem auch die Infektionsrate der Bevolkerung in den endemischen Gebieten vermindern.
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Untersuchungen von DIETZE et al. (1997) ergaben, dafl die Erkennung und anschlieBende
Ausmerzung seropositiver Tiere nicht zu einer verringerten Seroprivalenz beim Menschen in
den betroffenen Gebieten gefiihrt hat. Ahnliche Ergebnisse erbrachten Untersuchungen von
DYE (1996), welcher mittels mathematischer Modelle die Effektivitit verschiedener
Methoden zur Kontrolle der Leishmaniose miteinander verglich. Weder die Euthanasie noch
die Behandlung seropositiver Tiere kann die Erkrankungshiufigkeit in einer
Gesamtpopulation nachhaltig reduzieren. DYE (1996) stellte in seinen Berechnungen fest,
daB der konsequente Einsatz von Insektiziden die effektivste Kontrollmethode darzustellen
scheint. Eine Vektorkontrolle durch Sprithen von z.B. Pyrethroiden in der hiuslichen
Umgebung ist jedoch laut WHO aufgrund logistischer Probleme und der hohen Kosten in den
meisten endemischen Gebieten nicht dauerhaft durchfiithrbar. FEine kontinuierliche
Behandlung streunender Hunde mit Insektiziden kann ebenfalls nicht sicher gewéhrleistet
werden. Da Impfungen auf einfache und kostengiinstige Weise Infektionen in der
Hundepopulation dauerhaft verhindern konnten, sollten sie als ,,Methode der Wahl*
angesehen werden (DYE, 1996). Die Entwicklung eines effektiven Impfstoffes ist somit Ziel

weltweiter Forschung.

Untersuchungen ergaben, da Hunde innerhalb einer Stunde von bis zu 100
Schmetterlingsmiicken gestochen werden konnen. Da ca. 1 % der Schmetterlingsmiicken in
endemischen Gebieten mit L. infantum infiziert sind, muf3 mit einem Stich einer infizierten
Sandmiicke pro Stunde gerechnet werden (GRADONI, 2002). Diese Zahlen unterstreichen

die Notwendigkeit effektiver Mafinahmen zur Verhinderung von Infektionen.

2.5.3.1 Allgemeine Prophylaxemafinahmen

Den sichersten Schutz vor einer Infektion bietet die Vermeidung eines Aufenthaltes in
endemischen Gebieten. Mdchte der Besitzer nicht auf die Mitnahme des Tieres in betroffene
Lander verzichten, kann eine Reduktion der Infektionsgefahr durch eine verminderte
Exposition gegeniiber Schmetterlingsmiicken erzielt werden. Hierzu sollten vor allen Dingen
Aufenthalte im Freien zu den Hauptaktivititszeiten der Vektoren vermieden werden. Das
Verbringen der Hunde in geschlossene oder mittels Insektennetzen geschiitzte Rdume eine
Stunde vor bis eine Stunde nach Sonnenuntergang verringert in diesem Zusammenhang das
Infektionsrisiko (TABOADA und MERCHANT, 2000). Laut WHO ist mit einem gehduften
Auftreten von Schmetterlingsmiicken vor allem in der Umgebung von organischem Material

zu rechnen. So stellt beispielsweise feuchter Boden mit einem groBen Anteil organischen
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Materials natiirliche Pliatze zur Eiablage der Weibchen dar (KILLICK-KENDRICK und
KILLICK-KENDRICK, 1999). Ebenso bieten alte Baumbestinde, Unrat sowie verfallene,

feuchte Hauser optimale Bedingungen zur Entwicklung der Vektoren.

Mittels Allopurinol in einer Dosierung von 20 mg/kg KGW/Tag iiber den Zeitraum des
Aufenthaltes in endemischen Gebieten kann eine medikamentelle Prophylaxe versucht
werden. Eine einmalige Injektion von Glucantime® in einer Dosierung von 50 mg/kg KGW

soll einen 14 tdgigen Schutz bieten.

Um die Manifestation einer Erkrankung zu vermeiden, werden Kontrollen des
Antikorpertiters mittels IFAT 3 bis 4 Wochen nach Riickkehr aus endemischen Gebieten
angeraten. Diese sollten bei negativem Ergebnis zur Sicherheit nach einigen Wochen
wiederholt werden. Bei positiven Ergebnis sollte der Einsatz von Medikamenten auch bei

bisher ausbleibender klinischer Symptomatik in Erwégung gezogen werden (GOTHE, 1991).

2.5.3.2 Insektizide

Durch den Einsatz von Repellentien kann zum Teil eine signifikante Reduktion der
Befallsrate mit Schmetterlingsmiicken beim Hund herbeigefiihrt werden. Hierzu stehen neben
Sprays und Spot-on-Prdparaten neuerdings vor allem Halsbiander, die mit einem

entsprechenden Wirkstoff getriankt sind, zur Verfiigung.

In Untersuchungen von REITHINGER et al. (2001) wurde die Wirksamkeit verschiedender
Repellentien miteinander verglichen. Den besten Schutz scheinen mit Deltamethrin getrankte
Halsbinder (Scalibor®) zu bieten. Hunde, die mit einem solchen Halsband versehen waren
zeigten neben einer um 69 % reduzierten Befallsrate auch eine um 86 % reduzierte
Uberlebensrate der blutsaugenden Miickenweibchen. Dariiber hinaus konnten Permethrin
(z.B. Pulvex®-Lotion, Exspot®-Spot-on oder Exspot®-Halsbinder) und Fenthion (z.B.
Pulfim®-Lotion, Tiguvon®) eine gute Schutzfunktion gegenilber dem Befall mit
Schmetterlingsmiicken nachgewiesen werden. Der Wirkstoff Diazon (z.B. Canovel®-

Halsbédnder) zeigte in dieser Untersuchung keine signifikante Wirkung gegeniiber den

Vektoren (REITHINGER et al., 2001).

Die gute Schutzwirkung der mit Deltamethrin getrinkten Halsbidndern konnte bisher in

zahlreichen Studien bestétigt werden (KILLICK-KENDRICK et al., 1997; DAVID et al.,
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2001; DAVIES et al., 2001; MAROLI et al., 2001). In einer Studie von KILLICK-
KENDRICK et al. (1997) wurde ein 96 %iger Schutz vor Stichen von Schmetterlingsmiicken
nachgewiesen, der iiber einen Zeitraum von 34 Wochen andauerte. Diese Zeitspanne
entspricht in etwa der Dauer einer ,Miickensaison®. In einer im Iran durchgefiihrten
Untersuchung wurde die Seroprdvalenz bei Kindern und Hunden vor und nach einer
Miickensaison iberpriift. In Gebieten, in denen die Hunde mit Deltamethrin getréinkten
Halsbandern (Scalibor™) versehen waren, konnte eine signifikante Reduktion der
Seroprivalenz bei den Tieren festgestellt werden. Kinder dieser Gebiete zeigten im Vergleich
zu Kontrollgebieten, in denen die Hunde nicht mit entsprechenden Halsbidndern versehen
waren, eine grenzwertige Reduktion der Seropridvalenz, so daf3 sich hier der Hinweis auf einen

Zusammenhang mit den Prophylaxemafinahmen beim Hund ergibt (DAVIES et al., 2001).

2.5.3.3 Impfungen

An die im Rahmen der Bekdmpfung der Leishmaniose zu entwickelnden Impfstoffe werden
hohe Anforderungen gestellt. Da asymptomatische Hunde ein nicht zu identifizierendes
Erregerreservoir darstellen, darf sich das Ziel der Impfungen nicht auf eine Reduktion der
klinischen Symptomatik nach Infektion beschridnken. Stattdessen muf3 die Etablierung der
Erreger im Wirtsorganismus grundsdtzlich verhindert werden (JAFFE, 2003). Nur auf diese
Weise vermag der Einsatz von Vakzinen bei Hunden auch die Inzidenz der humanen
Leishmaniose zu senken (JAFFE, 2003). Potente Impfstoffe sollten in der Lage sein, eine
effektive zelluldre Immunitét im Rahmen einer nachhaltigen Thl-Antwort zu aktivieren. In
diesem Zusammenhang scheint beim Hund auch die Aktivierung von zytotoxischen
CD8+Zellen eine Rolle zu spielen (PINELLI, 1996). Erschwerend wirkt sich bei der
Entwicklung von Impfstoffen die Fahigkeit der Erreger aus, Oberflachenstrukturen ihrer
Membranen im Laufe der Zeit zu verindern (MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). Bei der Einteilung von Vakzinen werden

~Impfstoffe der ersten Generation“ und ,,Impfstoffe der zweiten Generation* unterschieden.

Bei Impfstoffen der ersten Generation handelt es sich um Priparate, bei denen abgetdtete bzw.
inaktivierte Erreger Verwendung finden. Die problemlose Mdglichkeit zur Anzucht von
Leishmanien im zellfreien Medium vereinfacht die Herstellung solcher Impfstoffe und
ermoglicht auf diese Weise eine kostengiinstige Produktion solcher Priaparate (SACKS et al.,
2001). In Hinblick auf die Verwendung in der Humanmedizin erwies sich die Wirkung dieser

Impfstoffe jedoch in vielen Féllen als eingeschrinkt (SHARIFI et al., 1998; MOMENI et al.,
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1999). DUBE et al. (1998) gelang in diesem Zusammenhang zwar die Initiation eines
Infektionsschutzes mittels einer Totvakzine basierend auf L. major und BCG (Bacillus
Calmette-Guerin) als Adjuvants bei einem Versuch mit Affen, jedoch konnten die Ergebnisse
in einer nachfolgend in der Humanmedizin durchgefiihrte Studie nicht auf den Menschen
iibertragen werden (KHALIL et al., 2000). Ebenso fiihrten Untersuchungen bei Hunden, die
mittels L. braziliensis geimpft und im Anschlu8 mit L. chagasi infiziert wurden, nicht zum

gewiinschten Erfolg (MAYRINK et al., 1996).

Im Gegensatz zu den Impfstoffen der ersten Generation scheinen die Ergebnisse, die unter
dem Einsatz von Impfstoffen der zweiten Generation erzielt werden, vielversprechender zu
sein. Diese Impfantigene werden aus gentechnisch gewonnenem Erregermaterial hergestellt.
Hierzu zéhlen unter anderem Eiweille unterschiedlicher Herkunft, wie beispielsweise
Oberflachenproteine der Erreger oder Proteine der Geif3el. In diesem Zusammenhang wurden
Untersuchungen mit dem Glykoprotein gp63, welches auf der Membranoberfliche von
amastigoten und promastigoten Erregern lokalisiert ist, durchgefiihrt. Miuse, die mittels
apathogener Salmonellen, welche das Protein ebenfalls in groBen Mengen expremieren,
geimpft wurden, zeigten einen guten Schutz vor Infektion mit Leishmanien und waren in der
Lage, eine protektive Thl-Antwort zu entwickeln (GESSNER et al., 1994). Nicht alle
Antigene sind jedoch zur Induktion einer Schutzfunktion geeignet. DUNAN et al. (1989)
vakzinierten Hunde mittels dem von L. infantum stammenden Antigen LiF2. Im Anschluf3
wurde jedoch eine hohere Infektionsrate bei den immunisierten Tieren als bei den

Kontrolltieren, welches nur das Adjuvants erhielten, festgestellt.

Neben der Verwendung von Proteinen ist eine Vakzinierung mittels DNA moglich. Zur
Impfung wird in der Regel ein Plasmid verwendet, welches die Gensequenz eines bestimmten
Proteins codiert aber keine Tendenz zur Integration in das Wirtsgenom zeigt. Das Plasmid
kann iiber einen ldangeren Zeitraum im Wirtsorganismus persistieren und wird in dieser Zeit
exprimiert (SACKS et al.,, 2001). DNA-Vakzine bieten auf diese Weise nicht nur die
Moglichkeit zur kostengiinstigen Produktion des Antigens in groflen Mengen, sondern
ermdglichen durch ihr Vorliegen in ,,Reinform* auch eine effiziente Pridsentation an das
Immunsystem (JAFFE, 2003). Das in-vivo produzierte Protein ist in der Lage, eine
langanhaltende spezifische Immunantwort hervorzurufen (COHEN et al., 1998;
GURUNATHAN et al., 2000). Neben einer CD4+Zellantwort wird auch eine
CD8+Zellantwort induziert (JAFFE, 2003). Insbesondere DNA-Sequenzen, die Cytosin-
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Phosphat-Guanosin Dinukleotide in einem gewissen Basenkontext aufweisen, scheinen
besonders geeignet zu sein, eine Th1-Antwort zu induzieren (SATO et al., 1996; ROMAN et
al., 1997). XU et al. (1998) verabreichten Méusen ein Plasmid, welches das Glykoprotein
gp63 codiert. Gegeniiber Kontrolltieren, die mit einem uncodierten Plasmid behandelt
wurden, konnte eine signifikante Steigerung des Infektionsschutzes erzielt werden. Zellen der
Lymphknoten und der Milz der vakzinierten Méiuse wiesen eine vermehrte Produktion von

IL-2 und IFN-y auf.

GURUNATHAN et al. (1998) fiihrten Untersuchungen durch, in denen die Effektivitdt einer
Impfung mittels eines Antigens im Vergleich zu einer Impfung mittels des entsprechenden
Plasmids verglichen wurde. Hierbei wurde einem Teil der Tiere das sogenannte LACK-
Antigen appliziert, wihrend den iibrigen Tieren das entsprechende Plasmid injiziert wurde.
Tiere, welche mittels Plasmide vakziniert wurden, wiesen eine bessere Schutzfunktion
gegeniiber Infektion auf, als Tiere, die das entsprechende Antigen erhielten. Ahnliche
Befunde erbrachte eine Studie von SJOLANDER et al. (1998). Unter Verwendung eines
Plasmids bei Méusen, welches das Oberflichenantigen-2 von L. major codiert, konnte die
Induktion einer Th1l-Antwort erzielt und ein Schutz vor einer nachfolgenden experimentellen
Infektion vermittelt werden. Eine Vakzinierung mittels des Antigens induzierte neben einer
Th1-Antwort ebenso eine Th2-Antwort. Eine Schutzfunktion bei nachfolgender Infektion war

in diesem Fall nicht zu verzeichnen.

Die Moglichkeit zur simultanen Vakzinierung mittels unterschiedlicher Plasmide stellt einen
weiteren Vorteil im Einsatz von DNA-Vakzinen dar. MENDEZ et al. (2001) erzielten bei
Maiusen nach gleichzeitiger Verwendung verschiedener Plasmide eine gute Schutzfunktion
gegeniiber einer Infektion mit L. major. In diesem Zusammenhang konnte die Initation

sowohl einer CD4+- als auch einer CD8+-Zellantwort nachgewiesen werden.

Eine weitere Optimierung der Ergebnisse scheint eine Impfung zu erbringen, die sich am
Ablauf einer natiirlichen Infektion orientiert. Wihrend in bisherigen Untersuchungen in der
Regel eine groBe Anzahl von Erregern subkutan appliziert wurde, wurden nun — dhnlich wie
durch den Stich einer Sandmiicke bedingt - kleine Erregermengen intrakutan injiziert
(SACKS et al., 2001). BELKAID et al. (2000) beobachteten, dal bei intradermalen
Injektionen kleiner Erregermengen eine effektive Immunantwort unter Produktion von IFN-y

induziert wurde. Dies trat erst nach einer vier bis fiinf Wochen dauernden Phase auf, in der
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sich die Erreger ohne makroskopische oder histologische Verdnderungen im Bereich der

Inokulationsstelle vermehren konnten.

Ein weiterer Ansatzpunkt in der Entwicklung einer effektiven Vakzine ist die
immunmodulierende Eigenschaft von Miickenspeichel, welcher zahlreiche pharmakologisch
aktive Substanzen beinhaltet (SACKS et al., 2001). KAMHAWTI et al. (2000) beobachteten,
dafl Maiuse, die vor experimenteller Infektion von nicht infizierten Sandmiicken gestochen
wurden, eine deutliche Reaktion vom verzogerten Typ einschlieBlich einer hohen IFN-y
Produktion zeigten. Dies kann Grundlage fiir die Initiation einer Thl-Antwort sein. Auf
Grund dieser Beobachtungen wurde eine DNA-Vakzine eingesetzt, die auf einem Protein aus
dem Miickenspeichel beruht und ein Molekulargewicht von 15 kD besitzt. Mit diesem als
»SP15% bezeichneten Eiweill gelang die Immunisierung von Méduse gegen eine Infektion mit
L. major, bei der die Erreger gleichzeitig mit Homogenisat der Speicheldriise von Miicken

appliziert wurden (VALENZUELA et al., 2001).

2.6 Zukiinftige Therapieansatze

Die zur Zeit auf dem Markt befindlichen Praparate zur Behandlung der kaninen Leishmaniose
konnen keine Heilung im Sinne einer Erregerfreiheit im Knochenmark gewihrleisten und
verursachen neben hohen Kosten hdufig nicht zu vernachlidssigende Nebenwirkungen. Die
Entwicklung neuer Therapieansitze ist daher bei dem als Erregerreseservoir geltenden Hund
unerldBlich (BANETH und SHAW, 2002). Auch in der Humanmedizin gestaltet sich die
Behandlung der Leishmaniose mit den derzeit zur Verfiigung stehenden Therapeutika oft
schwierig. Laut WHO liegen bereits bei mehr als 50 % der Patienten Resistenzen gegeniiber
pentavalenten Antimonaten vor. Deutliche Nebenwirkungen wie Pankreatitiden oder
Schadigungen des Herz-Kreislaufsystems sind bei Verwendung dieser Wirkstoffe haufig.
AuBlerdem stellt die parenterale Applikationsform {iiber einen Zeitraum von 28 Tagen
insbesondere bei Epidemien einen nicht zu bewéltigenden Aufwand fiir das medizinische
Personal in diesen Gebieten dar (WHO, 2003). Ahnlich verhilt es sich bei dem Gebrauch von
Pentamidin. Schwerwiegende Nebenwirkungen minimieren die Einsatzmdglichkeiten des
Wirkstoffes (WHO, 2003). Bei bis zu 10 % der Patienten kann Diabetes auftreten, der auch
nach Behandlungsende manifest bleibt (WHO, 2003). Das hochwirksame Amphotericin B
ruft — insbesondere in seiner besser vertraglichen liposomalen Formulierung - solch hohe
Behandlungskosten hervor, da vor allem in Entwicklungslindern der Einsatz dieses

Priparates theoretisch erscheint. Laut WHO koénnen 95 % der Patienten aus Kostengriinden
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nicht mit diesem Wirkstoff behandelt werden. Ferner erschweren die parenterale
Verabreichung {iber 15 bis 20 Tage und die nicht zu vernachldssigenden Nebenwirkungen
hiufig die Einsatzmoglichkeiten dieses Praparates (WHO, 2003). Das Ziel der Forschung
mul} daher sowohl in der Human- als auch in der Vetereindrmedizin die Entwicklung von
effektiveren und besser vertrdglichen Préparaten sein. Neben einer kostengiinstigen
Produktion in groBen Mengen sollte der Wirkstoff nur geringe Nebenwirkungen hervorrufen.
Eine Applikation in Form von Tabletten wiirde neben einer einfachen
Anwendungsmoglichkeit in der Regel den Vorteil einer Lagerungsmoglichkeit bei

Raumtemperatur bieten.

Ein fir die Humanmedizin zunichst als antineoplastisches Priparat (Miltefosin®, Zentaris
AQ) entwickelter Wirkstoff wies in vitro eine Aktivitit gegen Leishmanien auf (MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). Nach weiterfiihrenden
Untersuchungen scheinen — bei einer sehr guten Wirksamkeit des Priparates - zahlreiche der

zuvor genannten Bedingungen umgesetzt werden zu kénnen.

2.6.1 Hexadecylphosphocholin (Miltefosin®, Zentaris AG)

2.6.1.1 Struktur und Wirkungsweise

Bei dem aus der Humanmedizin zur Behandlung von Hautmetastasen bei Brustkrebs
stammenden Priparat Miltefosin® handelt es sich um ein synthetisches Phospholipid. Die
genaue  Bezeichnung  des  Wirkstoffes  ist =~ Hexadecylphosphocholin, dem
Phosphorylcholinester von Hexadecanol (EIBL, 2000; MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). Die Struktur des Molekiils ist in Abbildung 3
dargestellt. Auf Grund der einfachen Molekiilstruktur ist es kostengilinstig und in grof3en
Mengen produzierbar (MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE,
2000).
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Abbildung 3: Die molekulare Struktur von Hexadecylphosphocholin (Miltefosin®)
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Bereits 1987 wurde in Untersuchungen von CROFT et al. (1987) die Aktivitit von
Alkylphosphocholinen gegen L. donovani nachgewiesen. Amastigote reagierten sowohl in
vitro als auch in vivo auf die Wirkstoffe. Dieser Effekt konnte auch nach Einsatz von
Hexadecylphosphocholin beobachtet werden. Nach oraler Applikation des Priparates {iber 5
Tage in einer Dosierung von 10 bis 20 mg/kg KGW zeigten Knochenmark und Milz von
experimentell infizierten Maiusen einen deutlichen Riickgang der Erregerdichte
(KUHLENCORD et al., 1992). In einer Langzeitbehandlung {iber 4 Wochen konnte in diesem
Zusammenhang eine um mehr als 600fach gesteigerte Wirksamkeit im Vergleich mit
Natrium-Stibogluconat nachgewiesen werden (KUHLENCORD et al., 1992). Weitere
Tierversuche bestitigen die gute Wirksamkeit des Préparates (LE FICHOUX et al., 1998;
MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000).

Der Wirkungsmechanismus dieser Substanz scheint noch nicht vollstindig gekldrt zu sein.
Untersuchungen von EIBL und UNGER (1990) weisen im Zusammenhang mit der
antineoplastischen Wirkung von Alkylphosphocholinen auf eine Beeinflussung der
Zellmembran hin. Miltefosin® inhibiert in dosisabhidngiger Weise Enzyme der
Umformungsprozesse von Ether-Lipiden (Alkyl-spezifische-Acyl-CoA Acyltransferasen), die
in grofen Mengen in den Glykoproteinen und Glykolipiden auf der Zelloberfliche der
Parasiten vertreten sind. Diese Eigenschaft konnte die leishmanizide Wirkung des Préparates

erkliaren (LUX et al., 2000).

Von besonderer Bedeutung im Zusammenhang mit der Wirkungsweise eines Priparates ist
die Abhdngigkeit vom Immunstatus des Patienten. Es wurde beobachtet, dal Makrophagen
und T-Zellen unter dem Einflul von Hexadecylphosphocholin vermehrt Zytokine (z.B. IFN-
v) sowie reaktive Sauerstoff- und Stickstoffmetabolite sezernieren. Fiir Patienten, die eine

reduzierte Abwehrfunktion im Rahmen ihrer T-Zellpopulationen aufweisen, muf3 jedoch eine
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gute Wirksamkeit des Prdparates gewdihrleistet bleiben. Um dies unter experimentellen
Bedingungen zu priifen, erhielten Méduse mit einem T-Zelldefekt nach Infektion den
Wirkstoff. Eine eingeschriankte Wirkung konnte hierbei nicht beobachtet werden (MURRAY
und DELPH-ETIENNE, 2000).

Das Priparat weist nach oraler Applikation eine gute Bioverfiigbarkeit auf (EIBL und
UNGER, 1990). Der Wirkstoff akkumuliert nach oraler Aufnahme und Resorption in
Organen, in denen mit einer erhohten Erregerdichte zu rechnen ist (Leber, Milz) (MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). Insbesondere
Makrophagen scheinen sich mit dem Wirkstoff anzureichern (BANETH, 2002). In
Tierversuchen konnte zudem eine lange Halbwertszeit des Wirkstoffes festgestellt werden.
Diese wird im Experiment mit Méusen mit 96 Stunden angegeben (BREISER et al., 1987;
MURRAY, 2000).

Intravendse und subkutane Injektionen fithren zu schweren Nebenwirkungen in Form von
Hamolyse bzw. hochgradigen Verdnderungen des Gewebes im Bereich der Injektionsstelle

(MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000).

Das Préparat kann in einer Formulierung zur oralen Applikation bei Temperaturen zwischen 0
und 40 Grad Celsius iiber einen langen Zeitraum gelagert werden (MAX-PLANCK-
INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000).

2.6.1.2 Einsatz von Miltefosin® in der Humanmedizin

In zahlreichen in-vitro-Versuchen und Experimenten mit Miusen konnte die Wirksamkeit von
Hexadecylphosphocholin gegen Leishmanien nachgewiesen werden (KUHLENCORD et al.,
1992; LE FICHOUX et al., 1998; LUX et al., 2000, MURRAY and DELPH-ETIENNE,
2000). In der Humanmedizin wurden erste Untersuchungen an insgesamt 26 an Krebs
erkrankten Patienten durchgefiihrt, die den Wirkstoff in einer oralen Formulierung erhielten
(MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). In einem
Dosierungsbereich von 50 - 200 mg konnten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen
beobachtet werden (MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE,
2000). 1995 trafen die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und das in die Produktion des

Wirkstoffes eingebundene pharmazeutische Unternehmen (ASTA Medica/Zentaris) eine



58 2 Literaturiibersicht

Ubereinkunft iiber eine gemeinsame Entwicklung des Medikamentes im Rahmen der

Behandlung der viszeralen Leishmaniose (WHO, 2003).

Es erfolgten klinische Studien der Phase I und II in Indien, in denen zunichst
dosisorientierende und pharmokokinetische Untersuchungen im Vordergrund standen (WHO,
2003). Patientengruppen von 30 bzw. 60 Erkrankten erhielten zunéchst eine Dosierung von 50
bis 250 mg/Tag, bzw. 100 bis 200 mg/Tag. Heilungsraten von nahezu 100 % bei tolerierbaren
Nebenwirkungen wurden insbesondere in einer Dosierung von 100-150 mg iiber 28 Tage
erzielt. Diese Ergebnisse bestétigten sich in den folgenden Untersuchungen (SUNDAR et al.,
1998; SUNDAR et al., 1999).

In den Jahren 1998 und 1999 wurden im Rahmen einer Phase-II-Studie insgesamt 120
Patienten mit einer Dosierung von 50, 100 oder 150 mg/Tag iiber einen Zeitraum von 4 oder 6
Wochen oral mit Miltefosin® behandelt (HERWALDT, 1999; JHA et al., 1999). Hierzu
wurden HIV-negative Patienten mit einer mittelgradigen Schwere der Erkrankung (Fieber,
Anorexie, Splenomegalie) und positivem Erregernachweis in Milzaspiraten ausgewihlt. 41 %
dieser Patienten sprachen nicht auf eine Behandlung mit Meglumin-Antimonat an. Bei allen
Patienten erbrachte der Erregernachweis 2 Wochen nach Behandlungsende ein negatives
Ergebnis. Nach 6 Monaten war eine Heilungsrate von 95 % feststellbar. 112 Patienten wiesen
zu diesem Zeitpunkt weder eine klinische Symptomatik auf, noch lag ein positiver
Erregernachweis vor (HERWALDT, 1999; JHA et al., 1999). Eine Heilungsrate von 97 %
konnte bei Patienten festgestellt werden, die mit einer Dosierung von 100 mg/Tag iiber einen

Zeitraum von 4 Wochen behandelt wurden (HERWALDT, 1999).

Aufgrund dieser Befunde wurden in der im Anschlufl durchgefiihrten klinischen Studie der
Phase III den Patienten mit viszeraler Leishmaniose 2 x tiglich 50 mg des Wirkstoffes oral
verabreicht. Diese Untersuchungen umfassten fast 300 Patienten (HERWALDT, 1999).
Hierbei wurde neben der klinischen Wirksamkeit des Pridparates vor allen Dingen eine
Vergleichsuntersuchung in Bezug auf die Wirksamkeit von Amphotericin B durchgefiihrt.
Miltefosin® zeigte 6 Monate nach Therapieende eine Heilungsrate von 94 %. Die

Heilungsrate von Amphotericin B betrug zu diesem Zeitpunkt 97 % (SUNDAR et al., 2002).

In der Phase IV der klinischen Priifung werden nun 1200 Erkrankte in eine Analyse der
Wirksamkeits- und Sicherheitspriifung einbezogen, die eine Beobachtung der behandelten

Patienten tiber einen Zeitraum von 6 Monaten einschlie3t. Da sich zuvor Hinweise auf eine
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negative Beeinflussung der méannlichen Fertilitit ergaben, wird eine Beobachtung der
ménnlichen Studienteilnehmer iiber einen Zeitraum von 1,5 Jahren angesetzt (WHO, 2003).
Neben den Studien bei Erwachsenen wurden die entsprechenden Untersuchungen ebenfalls
bei Kindern durchgefiihrt (HERWALDT, 1999; WHO, 2003). Auch hier konnten
Heilungsraten von 94 % erzielt werden (BHATTACHARYA et al., 2004). Die Wirksamkeit
des Priparates zur Behandlung der kutanen Leishmaiose wird dariiber hinaus zur Zeit in

Stidamerika in der klinischen Priifung Phase-III iiberpriift (WHO, 2003).

Die in allen Phasen der klinischen Priifung beobachteten Nebenwirkungen stellen
insbesondere gastrointestinale Symptome dar (SUNDAR et al., 1998; HERWALDT, 1999;
JHA et al., 1999; SUNDAR et al., 1999). Vomitus und Diarrhoe wurden bei bis zu 73 % der
Patienten beobachtet (SUNDAR et al., 1998). Jedoch war die Symptomatik meist nur gering-
bis mittelgradig ausgeprigt, so daBl nur in Einzelfillen eine Unterbrechung der Therapie
erfolgte. Bei bis zu 25 % der Patienten konnten transiente Erhdhungen der Aspartat-Amino-
Transferase (AST), des Kreatinins oder des Harnstoffs festgestellt werden (JHA et al., 1999;
SUNDAR et al., 1999). Auch hier erfolgte nur in Einzelfillen ein Therapieabbruch auf Grund
erhohter Leber- und Nierenwerte (JHA et al., 1999). Die bei Ratten unter Anwendung von
Hexadecylphosphocholin auftretenden ophtalmologischen Verdnderungen konnten beim
Menschen nicht beobachtet werden (JHA et al., 1999). Da im Tierversuch ein teratogener
Einflu auf ungeborenes Leben nachgewiesen werden konnte, ist eine Behandlung mit
Miltefosin wéhrend einer Schwangerschaft kontraindiziert (HERWALDT, 1999; WHO,
2003).

Zusammenfassend ldsst sich sagen: Miltefosin® kann kostengiinstig und in groBen Mengen
produziert werden. So schétzt Indien beispielsweise fiir die Behandlung von rund 70.000
Patienten pro Jahr Kosten von maximal 3,5 Mio US § ein. Die Lagerung des Medikamentes
bedarf bei Temperaturen von bis zu 40 Grad Celsius keiner zusétzlichen Kiihlung. Es stellt
ein effektives, oral zu verabreichendes Priaparat zur Behandlung der viszeralen Leishmaniose
bei Erwachsenen und Kindern dar (WHO, 2003). Auch bei Patienten, bei denen eine Therapie
mit Antimonpréparaten fehlschlug, zeigt dieser Wirkstoff eine gute Wirksamkeit (SUNDAR
et al.,, 1998; WHO, 2003). Die bei der Behandlung auftretenden Nebenwirkungen sind

tolerabel und transient. Kontraindikationen betreffen lediglich eine geringe Patientenzahl.
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Miltefosin® erhielt 2002 den Orphan-Drug-Status der EU und kam 2003 als erstes oral
wirksames Medikament zur Behandlung der Leishmaniose in Indien auf den Markt. Weitere

Lander (u.a. Europa) haben die Zulassung des Medikaments ebenfalls beantragt.

2.6.1.3 Einsatz von Miltefosin® beim Hund

Obwohl Miltefosin® bereits in Einzelfillen mit Erfolg zur Behandlung der kaninen
Leishmaniose eingesetzt wurde (GOERBLICH, 2000), eignet es sich auf Grund deutlicher
Nebenwirkungen nicht zur Therapie bei Hunden (BANETH, 2002; BANETH und SHAW,
2002; DEPLAZES und METTLER, 2003). Zu den Nebenwirkungen zéhlt neben Inappetenz

vor allem auch Vomitus (EIBL, personliche Mitteilung).

2.6.2 Oleyl-Phosphocholin

2.6.2.1 Struktur

Bei diesem Wirkstoff handelt es sich um ein strukturell dem Hexadecylphosphocholins eng
verwandten Alkylphosphocholin (BANETH, 2002). Oleyl-Phosphocholin liegt in einer
liposomalen Formulierung vor und eignet sich zur subkutanen Injektion (EIBL, personliche

Mitteilung).

2.6.2.2 Einsatz von Oleyl-Phosphocholin in der Veterinirmedizin

Der Wirkstoff wird zur Zeit in Untersuchungen beim Hund eingesetzt (BANETH, 2002).
Bisher wurden in der Literatur keinerlei Ergebnisse {iber den Einsatz in der Veterindrmedizin

verOffentlicht.
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3. Material und Methoden

Ziel und Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit waren:

1. Priifung der klinischen Wirksamkeit von Oleyl-Phosphocholin (Ol-PC) zur Behandlung

der kaninen Leishmaniose

2. Prifung der Wirksamkeit von OI-PC hinsichtlich krankheitsbedingt verdnderter

labordiagnostischer Parameter

3. Kontrolle des Erregerstatus im Knochenmark nach Therapie im Hinblick auf eine

Erregerfreiheit und in diesem Sinne auf eine Heilung

4. Erfassung und Dokumentation von mdglichen Nebenwirkungen (klinisch und

labordiagnostisch)

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Gerite, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

verwendet:

Gerite

e Autoanalyser Cobas Mira Plus (ROCHE DIAGNOSTICA, Basel, Schweiz)

e Himatologie System ADVIA 120 (BAYER DIAGNOSTICS, Miinchen)

e Resonanzthrombograph RTG-S 801 (FRESENIUS MEDIZINTECHNIK, Bad Homburg)

¢ Amelung-Coagulometer KC 4A (SIGMA-AMELUNG, Lemgo)

e Zentrifuge Hettich ,,Mikro 20“ (HETTICH, TUTTLINGEN)

e Zentrifuge Hettich ,,EBA 85“ (HETTICH, TUTTLINGEN)

o Zentrifuge ,,MiniSpin® plus* (EPPENDORF, Hamburg)
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e Refraktometer HRMT 18 TC (A. KRUSS OPTRONIC, Hamburg)

e Peltier Thermal Cycler ,,PTC-200“ mit Block 30/30 (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess.
Oldendorf)

e Polaroid GelCam (POLAROID GmbH, Offenbach)

e Polaroid Lichtschutztubus ,,GH 20 (POLAROID GmBH, Offenbach)

e UV-Transluminator ,,N-90 (MW)*“ 312 nm (BENDA, Wiesloch)

e GeneQuant RNA/DNA Calculator (AMERSHAM BIOSCIENES, Freiburg)

e Elektrophoresekammer ,,ComPhor Midi L*“ (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess. Oldendorf)

e Spannungsgeber [, 400V, 250mA (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess. Oldendorf)

e Pipette Precision 0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 20 — 200 pl und 100 — 1000 ml (BIOZYM
DIAGNOSTIK, Hess. Oldendorf)

e [-Kanalpipette Biohit 10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess.
Oldendorf)

e Urinteststreifen Combur-9-Test, Artikelnummer 398 420 (ROCHE DIAGNOSTICS,

Mannheim)

Reagenzien:

e May-Griinwalds Eosin-Methylenblau-Losung, modifiziert fiir die Mikroskopie,
Artikelnummer 1.01424.0500 (MERCK, Darmstadt)

e Giemsa-Losung, Azur-Eosin-Methylenblaulosung fiir die Mikroskopie, Artikelnummer

1.09204.0500 (MERCK, Darmstadt)
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Lidocainhydrochlorid, Xylocain® 2%, Artikelnummer 1138002 (ASTRA ZENECA
GmbH, Wedel)

PBS-Phosphatpuffer-Konzentrat, Artikelnummer 3613 (BAG, Lich)

Dneasy Tissue Kit (50), Artikelnummer 69504 (QIAGEN, Hilden)

Ethanol, Rotipuran® > 99,8 % p.a., Artikelnummer 9065.3 (C.ROTH GmbH, Karlsruhe)

AmpliTaq Gold DNA Polymerase with Buffer II, Artikelnummer N8080241 (PERKIN
ELMER, APPLIED BIOSYSTEMS GmbH, Weiterstadt)

GeneAmp dNTP Blend, 10 mM, Artikelnummer N8080260 (PERKIN ELMER,
APPLIED BIOSYSTEMS GmbH, Weiterstadt)

GeneAmp 10x PCR Buffer II and MgCl, Solution, Artikelnummer N8080010 (PERKIN
ELMER, APPLIED BIOSYSTEMS GmbH, Weiterstadt)

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) 10 x konzentriert, pH 8,3, Artikelnummer 106177
(MERCK, Darmstadt)

Ethidiumbromid (1%ige Losung in Wasser) fiir die Elektrophorese, Artikelnummer
1.11608.0010 (MERCK, Darmstadt)

BMA Seakem® LE Agarose, Artikelnummer 840004 (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess.
Oldendorf)

Blue/Orange 6X Loading Dye, Artikelnummer G1881 (PROMEGA, Mannheim)

Nukleasefreies Wasser, Artikelnummer P1193 (PROMEGA, Mannheim)

DNA-Leiter 100 bp, Artikelnummer 850321 (BIOZYM DIGNOSTIK, Hess. Oldendorf)
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Verbrauchsmaterialien:

Spinocan®, Kaniile zur Spinal-Anésthesie 1,3 x 75 mm, Artikelnummer 4501373
(BRAUN MELSUNGEN AG, Melsungen)

Sterile Spritzen BD Discardit™ II 2 ml (Artikelnummer 309050), 5 ml (Artikelnummer
300928), 10 ml (Artikelnummer 309110) (BECTON DICKINSON, Fraga, Spanien)

Kaniilen Neolus 20 G x 1 %2, 0,9 x 40 mm, Artikelnummer NN-2038R35 (TERUMO
COOPERATION, Leuven, Belgien)

Kaniilen Neolus 22 G x 1 %*, 0,7 x 30 mm, Artikelnummer NN-2232R35, (TERUMO
COOPERATION, Leuven, Belgien)

Sterile Venenverweilkaniile, Kliniject-V, G 20, 1,0 x 32 mm, Artikelnummer 1201306
(KLINIKA MEDICAL GmbH, Usingen)

Sterile Venenverweilkaniile, Klinijekt-V, G18, 1,3 x 45 mm, Artikelnummer 1181406
(KLINIKA MEDICAL GmbH, Usingen)

Venenverweilkatheter fiir die Vena jugularis ,,Vygoflex pur* 0,9 x 1,4 mm, 35 cm,

Artikelnummer 9152.514 (VYGON GmbH & Co KG, Aachen)

Kalium-EDTA Probengefdl 1,3 ml, Artikelnummer 41.1504.005 (SARSTEDT,
Niimbrecht)

Lithium-Heparin Probengefd8 1,3 ml, Artikelnummer 41.1503.005 (SARSTEDT,
Niimbrecht)

Zitrat Probengefal3 1,3 ml, Artikelnummer 41.1506.005 (SARSTEDT, Niimbrecht)

Objekttrager geschnitten mit Mattrand, 76 x 26 mm (3 x 1 inch), Artikelnummer 3614305
(IDL, Nidderau)
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e Safeseal-Tips 10 pl (Artikelnummer 693010), 20 ul (Artikelnummer 692151), 100 pl
(Artikelnummer 692066), 200 pl (Artikelnummer 692069), 1000 pl (Artikelnummer
692079) (BIOZYM DIAGNOSTIK, Hess. Oldendorf)

e Safe-seal Reagiergefal 2,0 ml, Artikelnummer 72.695 (SARSTEDT, Niimbrecht)

e Reagiergefdl 1,5 ml, Artikelnummer 72.690 (SARSTEDT, Niimbrecht)

e PCR Softtubes 0,5 ml mit Deckel, Artikelnummer 711010 (BIOZYM, Hess. Oldendorf)

e Polaroid Professional Black & White Instant Pack Film 667 (POLAROID GmbH,
Oftfenbach)

3.1 Patienten

In die klinische Studie wurden insgesamt 24 Hunde unterschiedlicher Rasse, Alters und
Geschlechts aufgenommen. Bei allen Patienten handelte es sich ausschlielich um Tiere aus
dem Patientengut der Klinik fiir Kleintiere, die zum Zeitpunkt der Vorstellung nachweislich
an kaniner Leishmaniose erkrankt waren. Sie wiesen die fiir die Erkrankung
charakteristischen klinischen und/oder labordiagnostischen Verdnderungen auf. In die
Untersuchungen gingen sowohl bereits vorbehandelte als auch bisher unbehandelte Patienten
ein. Das Vorliegen einer weiteren Infektionskrankheit (z.B. Ehrlichiose) stellte kein
AusschluBkriterium zur Aufnahme des Tieres in die Studie dar. Das Signalement der Tiere
sowie wichtige Aspekte der Anamnese sind in Tabelle 30 des Anhangs in einer Ubersicht

dargestellt.

3.2 Therapieschemata

Der zu applizierende Wirkstoff Ol-PC, welcher von der Firma NOVARTIS (Basel, Schweiz)
zur Verfiigung gestellt wurde, lag in einer liposomalen Formulierung vor. Das Praparat wurde
in sterilen Glasstichflaschen aufbewahrt und bis zur Verwendung bei einer Temperatur von 4
— 8° C gekiihlt. Vor Entnahme der Fliissigkeit wurde diese gut geschiittelt. Die Verabreichung
erfolgte einmal tdglich s.c. in wechselseitigen Injektionen an der rechten und linken

Brustwand mittels steriler 22 G Kaniile (TERUMO COOPERATION). Abbildung 4 zeigt eine
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Ubersicht iiber die Dosierungen und Injektionszeitpunkte der einzelnen Versuchsgruppen

(Vorversuch, Gruppe A, Gruppe B).

Abbildung 4: Therapieschemata des Vorversuches und der Hauptversuche: Dosierungen und

Injektionszeitpunkte

o o o o o Vorversuch

(5 Injektionen, 4,2 pmol’kg KGW)
° o o ° ° ° ° ° Gruppe A

(8 Injektionen, 7,0 umol’kg KGW)
° e o e o o o ° ° Gruppe B

(9 Injektionen, 5,3 umol’kg KGW)

>
I I I I I I I I I I I I I I Tage der
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Behandlung

3.2.1 Vorversuch

Die Applikation des Wirkstoffes erfolgte in einer Dosierung von 4,2 umol’kg KGW. Die
Patienten dieser Gruppe erhielten jeweils 5 Injektionen (Tag 1, 2, 3, 5 und 6). In diesen

Vorversuch wurden 3 Tiere einbezogen, die je einen Behandlungszyklus erhielten.

3.2.2 Hauptversuch

3.2.2.1 Gruppe A

Den Patienten dieser Gruppe wurden in einem Behandlungsintervall jeweils 8 Injektionen
(Tag 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12) in einer Dosierung von 7,0 umol/kg KGW verabreicht. 11 Tiere

erhielten erstmalig eine Behandlung mit OI-PC.
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3.2.2.2 GruppeB

In einer Dosierung von 5,3 pmol/’kg KGW umfasste ein Behandlungintervall je 9 Injektionen
(Tag 1,2,3,4,5,6,7, 8 und 9). In dieser Gruppe wurden 10 Patienten erstmalig mit OI-PC
behandelt.

3.2.2.3 Therapiewiederholer

Nach dem Rezidiv eines Patienten der Gruppe A (7 Monate nach der ersten Behandlung)
wurde dieser erneut mit Ol-PC behandelt. Im Rahmen des zweiten Behandlungsintervalls
erhielt der Patient 9 Injektionen. Als nach 19 Monaten wiederum eine Verschlechterung der
Symptomatik bei diesem Tier auffiel, wurde ein 3. Therapiezyklus mit 8 Injektionen
eingeleitet. Einem Hund der Gruppe B wurden nach dem erneuten Auftreten von Symptomen
(2 Monate nach der ersten Behandlung) weitere 9 Injektionen verabreicht. Somit beinhaltet
die Gruppe A bei 11 erstmalig mit Ol-PC behandelten Tieren 12 Therapiezyklen. In Gruppe B
liegen bei 10 erstmalig mit Ol-PC behandelten Patienten ebenfalls 12 Therapiezyklen vor.

33 Untersuchungsplan

Die Durchfithrung der Untersuchungen erfolgte im Rahmen des vom Regierungsprasidium
Giessen am 30.11.2000 genehmigten Tierversuches Gi 18/13 Az II 25.3-19¢20/15¢ (gemélB §
8 a des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 25.05.1998).

3.3.1  Voruntersuchung

Vor Therapiebeginn wurde sichergestellt, da das Tier zum Zeitpunkt der Vorstellung an
Leishmaniose erkrankt war. Hierzu erfolgte bei allen Patienten eine Untersuchung des
Knochenmarkes mittels Zytologie und Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Nur in Einzelfdllen
wurden Patienten lediglich auf Grund eines erhohten Leishmanienantikorper-Titers bei
gleichzeitigem Vorliegen einer klinischen Symptomatik in die Studie aufgenommen. Die
Voruntersuchung umfasste neben dem direkten Erregernachweis eine klinische Untersuchung,
in der insbesondere die aktuellen klinischen Verdnderungen im Rahmen der Leishmaniose
erfasst wurden. Des Weiteren wurden hidmatologische und blutchemische Untersuchungen
sowie eine Untersuchung der Gerinnung und des Urins durchgefiihrt. Bestand auf Grund der
klinischen Symptomatik oder labordiagnostischer Verdnderungen der Verdacht auf weitere

Erkrankungen, wurden diese im Rahmen einer weiterfiihrenden Differentialdiagnostik
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abgeklart. Das Vorliegen einer begleitenden Erkrankung wurde in diesem Zusammenhang

nicht als AusschluBBkriterium gewertet.

3.3.2  Untersuchungen wihrend des Behandlungsintervalls

Nachdem das Vorliegen einer Leishmaniose sichergestellt werden konnte, wurde das Tier
iiber den Zeitraum der Behandlung stationdr in der Klinik fiir Kleintiere aufgenommen.
Entsprechend der Gruppeneinteilung erhielten die Patienten Injektionen des Wirkstoffes in
den vorgegebenen zeitlichen Abstdnden und Dosierungen (siche Abbildung 4). Wéhrend des
stationdren Aufenthaltes erfolgte eine tédgliche Kontrolle des Allgemeinbefindens, der
Vitalfunktionen (Futteraufnhahme, Wasseraufnahme, Kot- und Urinabsatz) und der rektal
gemessenen Korpertemperatur. Die Injektionsstellen wurden tiglich in Bezug auf
Schwellungen, Schmerzhaftigkeit oder vermehrte Wiarme kontrolliert. Die Patienten wurden
in Hinsicht auf mogliche Nebenwirkungen iiberwacht und diese in gegebenem Fall tiglich
dokumentiert.

Blut- und Urinuntersuchungen erfolgten in regelméfBigen Abstinden (in der Regel alle 3

Tage).

3.3.3 Nachuntersuchung

Zur Kontrolle des Therapieerfolges wurde 6 Wochen nach Beendigung der Behandlung eine
Nachuntersuchung des Patienten durchgefiihrt. Konnte ein Hund nicht zur
Kontrolluntersuchung vorgestellt werden, erfolgte — sofern moglich — eine Beurteilung des
Allgemeinzustandes des Tieres (z.B. beziiglich Hautverdnderungen, Lethargie, Anorexie,
Gewichtsverlust) auf Grund von miindlichen Mitteilungen des Besitzers. Symptome, die auf
Grund der mangelnden Fachkenntnis des Besitzers nicht bewertet werden konnten (z.B.
VergroBerung der Lymphknoten) blieben in diesem Fall unberiicksichtigt. Die
Nachuntersuchung umfasste neben einer klinischen Untersuchung eine erneute Bestimmung
der labordiagnostischen Parameter in Blut und Urin. Mittels zytologischer Untersuchung des
Knochenmarkes und einer PCR aus Knochenmarkpunktat sollte wiederholt der Erregerstatus
bestimmt werden. Angaben des Besitzers zum klinischen Verlauf der Erkrankung im
Zeitraum zwischen Entlassung und Kontrolluntersuchung wurden sorgfaltig dokumentiert und

gegebenenfalls bei der Auswertung der Daten mit einbezogen.
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34 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung des Patienten diente der Kontrolle des allgemeinen
Gesundheitsstatus vor und nach der Therapie. Einschrankungen des Gesundheitsstatus vor
Therapiebeginn mussten erfasst werden, um sie gegebenenfalls von zu Behandlungsbeginn
einsetzenden Nebenwirkungen besser abgrenzen zu konnen. Die Beurteilung des
Gesundheitsstatus zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung sollte unter anderem die
Entwicklung von gegebenenfalls wihrend der Behandlung aufgetretenen Nebenwirkungen
dokumentieren. Insbesondere sollten im Rahmen der klinischen Untersuchung die fiir die
Erkrankung charakteristischen Symptome aufgezeichnet und {iber den Behandlungszeitraum
und den sich anschlieBenden Beobachtungszeitraum erfasst werden. Dies war Grundlage zur
Beurteilung der klinischen Wirksamkeit des Praparates. Hierzu zdhlten folgende, von NOLI
(1999) aufgefiihrten Krankheitsanzeichen der kaninen Leishmaniose: Verdnderungen der
Haut und des Haarkleides, generalisierte LymphknotenvergroBerung, blasse Schleimhéute,
Gewichtsverlust, Fieber, Lethargie, Anorexie, Niereninsuffizienz, Epistaxis, Arthropathien
und Diarrhoe. Die Vorgehensweise der klinischen Untersuchung orientierte sich nach den von

JAKSCH und GLAWISCHNIG (1990) herausgegebenen Grundsétzen.

3.5 Remissionszeit

Als Remission wird die Phase zwischen zwei Rezidiven einer Erkrankung bezeichnet. Im
Rahmen der vorliegenden Studie wurde die Remissionszeit als Zeitspanne von einer
deutlichen Besserung klinischer oder labordiagnostischer Verdnderungen im Anschlufl an die
Therapie bis zu einer deutlichen Verschlechterung der Symptomatik definiert. Die deutliche
Verschlechterung wurde durch die Notwendigkeit einer erneuten, intensiven Therapie (z.B.
wiederholte Anwendung von OI-PC oder Glucantime®) markiert. Das Auftreten
geringgradiger Symptome galt nicht als deutliche Verschlechterung. Die Remissionszeit
wurde — sofern eruierbar - ebenso dokumentiert, wie — falls notwendig - der Beginn der Gabe

von Allopurinol. Diese Daten sind in Tabelle 30 des Anhangs dargestellt.

3.6 Nebenwirkungen

Die im Zusammenhang mit der Medikamentenverabreichung auftretenden unerwiinschten
Wirkungen wurden tédglich erfasst und aufgezeichnet. Neben der Art der Nebenwirkungen

sollte vor allen Dingen der Schweregrad der entsprechenden Symptome in den einzelnen
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Gruppen dokumentiert werden. Daher wurde in Anlehnung an den klinischen
Untersuchungsgang ein Scoring-System entwickelt, welches die Auswertung des
Schweregrades der aufgetretenen Nebenwirkungen erlaubt. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht
tiber die Wertung der aufgetretenen Nebenwirkungen. Geringgradige Verdnderungen wurden
einem niedrigen Zahlenwert gleichgesetzt, hochgradige Verdnderungen wurden entsprechend

mit einer hoheren Bewertungsziffer beschrieben.

Tabelle 5: Bewertungsziffern zur Beurteilung des Schweregrades der aufgetretenen

Nebenwirkungen
Art der Nebenwirkung Klinischer Befund Bewertungsziffer

Verinderungen der Injektionsstellen geringgradige Schwellung 1

(<2 cm)
mittelgradige Schwellung 2

(>2—-4cm)

hochgradige Schwellung 3

(>4 cm)
hochgradige Schwellung, 4

schmerzhaft, vermehrt warm
Gastrointestinale Symptome Inappetenz 1
Anorexie 2
Vomitus 2
breiiger Kotabsatz 1
wissrige Diarrhoe 2
blutig-wéssrige Diarrhoe 3
erhohte Korpertemperatur/Fieber erhohte Korpertemperatur 1
(39,5-40° C)

Fieber (>40,0° C) 2
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3.7 Labordiagnostische Untersuchungen

3.71  Blutuntersuchung

Untersuchungen des Blutes vor Therapiebeginn dienten neben der Erfassung des allgemeinen
Gesundheitsstatus  des  Patienten vor allem der Erkennung charakteristischer
labordiagnostischer Verdnderungen im Rahmen der kaninen Leishmaniose. Die
hidmatologischen und blutchemischen Befunde wurden wéhrend der Therapie regelmiBig
kontrolliert. Die Effektivitit des Wirkstoffes konnte auf diese Weise dokumentiert werden.
AuBerdem bestand somit die Mdglichkeit zur frithzeitigen Erkennung von Nebenwirkungen
des Priparates auf die einzelnen Organsysteme. Die Untersuchung des Blutes 6 Wochen nach
der Entlassung des Tieres wurde sowohl zur Kontrolle des allgemeinen Gesundheitsstatus
durchgefiihrt als auch zur Uberpriifung des Therapieerfolges und der gegebenenfalls wihrend

der Therapie aufgetretenen Nebenwirkungen.

Die Entnahme der Blutproben erfolgte nach perkutaner Punktion (TERUMO
COOPERATION) der Vena cephalica antebrachii oder der Vena saphena lateralis. Bei
Patienten, die auf Grund intensiver, begleitender therapeutischer MalBnahmen eine
Venenverweilkaniile (KLINIKA MEDICAL) oder einen zentralen Venenkatheter (VYGON)
erhielten, erfolgte die Blutentnahme aus den entsprechenden vendsen Zugingen. Die Proben
wurden in geeignete Probengefdflie (SARSTEDT) verbracht und zur weiteren Untersuchung in

das Labor der Klinik fiir Kleintiere weitergeleitet.

Untersuchungen des roten und weissen Blutbildes erfolgten unter Verwendung von EDTA-
Blut mit dem Hématologie System ADVIA 120 (BAYER DIAGNOSTICS). Hierbei wurden
folgende Parameter erfasst: Erythrozytenzahl, Hamoglobingehalt der Erythrozyten,
Hamatokrit, Retikulozytenzahl, Gesamtleukozytenzahl und Differentialblutbild.

Mittels ADVIA 120 (BAYER DIAGNOSTICS) wurden aus EDTA-Blut neben der
Thrombozytenzahl auch die Parameter der Thrombozytenaktivierung bestimmt. Hierzu
zdhlten MPC (mean platelet component concentration) und PCDW (platelet component

distribution width).

Als Parameter der Gerinnung wurden Prothrombinzeit (PT), partielle Thromboplastinzeit

(PTT) und die Fibrinogenkonzentration ermittelt. Ferner wurde als Globaltest fiir die
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Gerinnung ein Resonanzthrombelastogramm (RTG) durchgefiihrt. Die Erfassung der
Gerinnungszeiten (PT und PTT) und der Fibrinogenkonzentration erfolgte mittels
Koagulometermethode nach Schnitger und Gross (SIGMA-AMELUNG). Ebenso wie zur
Durchfiihrung des RTG unter Einsatz des Resonanzthrombographs RTG-S 801 (FRESENIUS
MEDIZINTECHNIK) wurde Zitratblut bzw. Zitratplasma verwendet.

Zur Untersuchung blutchemischer Parameter wurde das heparinisierte Blut zunichst bei
10.000 U/min zentrifugiert (HETTICH) und das iiberstehende Plasma abpipetiert. Die
Messung erfolgte dann mit Hilfe des naflchemischen Gerites Cobas Mira (ROCHE
DIAGNOSTICA). Als direkte Leberparameter wurden hierbei die Aktivititen der
Leberenzyme Alanin-Amino-Transferase (ALT), alkalische Phosphatase (AP) und Glutamat-
Dehydrogenase (GLDH) im heparinisierten Blutplasma bestimmt. Als indirekte
Leberparameter wurden die Konzentrationen des Gesamtbilirubins, des direkten Bilirubins,
des Cholesterins und der Glukose ermittelt. Der Anteil des indirekten Bilirubins errechnete

sich aus der Differenz von Gesamtbilirubin und direktem Bilirubin.

Unter Verwendung des Gerdtes Cobas Mira (ROCHE DIAGNOSTICA) erfolgte die
Bestimmung der Konzentrationen der Nierenparameter Harnstoff und Kreatinin in
heparinisiertem Blutplasma. Die Blutplasmakonzentrationen von Natrium, Kalium,
ionisiertem Kalzium, Chlorid und anorganischem Phosphat wurden ebenfalls in den

heparinisierten Proben am Cobas Mira (ROCHE DIAGNOSTICA) gemessen.

Die Messung der Enzymaktivititen der Pankreasparameter a-Amylase und Lipase sowie die
Konzentrationen der Parameter des EiweiBstoffwechsels Gesamteiweil und Albumin erfolgte
mittels heparinisierter Blutplasmaproben am Gerdt Cobas Mira (ROCHE DIAGNOSTICA).

Der Anteil des Globulins wurde aus der Differenz von Gesamteiweill und Albumin berechnet.

3.7.2 Urinuntersuchung

Die Untersuchung des Urins diente neben der Bestimmung des allgemeinen Gesundheitsstatus
vor allem der Erfassung und Kontrolle der krankheitsbedingten, von der Norm abweichenden
Parameter (v.a. Parameter der Nierenfunktion) vor, wahrend und nach der Therapie. Hierbei
erfolgten Messungen der Protein-, Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen unter Einsatz des
Gerites Cobas Mira (ROCHE DIAGNOSTICA). Mit Hilfe eines Teststreifens (ROCHE
DIAGNOSTICA) wurden semiquantitativ neben Eiweifl, Glukose, Himoglobin und Bilirubin
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auch Urobilinogen, Nitrit und Keton bestimmt. Des Weiteres erfolgte mit Hilfe dieses
Teststreifens die Ermittlung des pH-Wertes. Zur Untersuchung des spezifischen Gewichtes
fand ein Refraktometer (A. KRUSS OPTRONIC) Einsatz. Zur Bewertung des Sedimentes
erfolgte eine mikroskopische Untersuchung nach Zentrifugation (HETTICH).

Die aufgefiihrten Untersuchungen wurden unmittelbar nach der Gewinnung des Urins im

Labor der Klinik fiir Kleintiere durchgefiihrt.

3.8 Weiterfithrende Untersuchungen

3.8.1  Mikroskopischer Erregernachweis mittels Knochenmarkzytologie

Der mikroskopische Erregernachweis im Knochenmark wurde zur Bestimmung des
Erregerstatus vor und 6 Wochen nach Abschlul der Therapie in Ergdnzung zur PCR
durchgefiihrt. In diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob mittels Therapie mit Ol-
PC eine Erregerfreiheit im Knochenmark und in diesem Sinne eine Heilung erzielt werden
kann. Ein postiver Zytologiebefund vor Therapie wurde auBBerdem als ein Aufnahmekriterium
in die klinische Studie bewertet. Neben dem Erregernachweis bot die mikroskopische
Untersuchung von Knochenmarkpunktaten die Moglichkeit zur Beurteilung der Myelopoese,
der Erythropoese und der Megakaryopoese vor und nach der Therapie bei Patienten mit

entsprechenden Blutbildverdnderungen.

Die Punktion des Knochenmarkes erfolgte am Tuber sacrale des stehenden Tieres nachdem
die Haare iiber dem Kreuzbeinhdcker geschoren und die Haut anschlieBend desinfiziert
wurde. Mittels 2%igem Lidocainhydrochlorid (ASTRA ZENECA) wurde eine
Lokalanésthesie der Haut, des Unterhautgewebes und des Periostes an der Punktionsstelle
durchgefiihrt. Das Knochenmark konnte nun mit Hilfe einer Spezialkaniile (BRAUN
MELSUNGEN AGQG) unter drehenden Bewegungen punktiert und unter Verwendung einer 10-
ml-Spritze (BECTON DICKINSON) aspiriert werden. Mittels Punktion wurde von jedem

Patienten ein Volumen von ca. 0,5 ml Knochenmark gewonnen.

Ein Teil des Probenmaterials wurde auf Objekttragern (IDL) ausgestrichen. Nach
Lufttrocknung wurden die Ausstriche im Labor der Klinik fiir Kleintiere nach Pappenheim

(MERCK) gefarbt und zur Beurteilung in die zytologische Abteilung weitergeleitet. Das
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verbleibende Probenmaterial wurde in EDTA-Probengefdlle (SARSTEDT) verbracht und bis
zum Einsatz in die unter Punkt 3.8.2 beschriebene PCR bei —20° C eingefroren.

3.8.2  Direkter Erregernachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.8.2.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

Die PCR zum direkten Nachweis von Leishmanien diente der Feststellung des Erregerstatus
im Knochenmark vor und nach Therapie mit OI-PC. Auf diese Weise sollte liberpriift werden,
ob eine Behandlung mit dem Priparat zur Erregerfreiheit im Knochenmark und in diesem

Sinne zu einer Heilung fiihren kann.

Als Probenmaterial fanden Knochenmarkpunktate mit einem Volumen von ca. 0,25 ml
Verwendung, welche nach Gewinnung (sieche die in 3.8.1 beschriebene Vorgehensweise) in
EDTA-Probenrohrchen (SARSTEDT) verbracht und bei —20° C bis zu ihrem Einsatz in die
PCR gelagert wurden. Aus den Proben wurde zundchst die DNA isoliert und im Anschluf die
Konzentration der Nukleinsduren bestimmt. Nach Verdiinnung des Probenmaterials erfolgte
die Durchfiihrung der PCR. Die Proben wurden nach der PCR mittels Elektrophorese auf
einem ethidiumbromidgefarbten Agarosegel aufgetrennt und die Ergebnisse mittels
Fotographie dokumentiert. Der Erregernachweis wurde im Labor der Klinik fiir Kleintiere

durchgefiihrt.

3.8.2.2 Primerauswahl

Da bei 23 Patienten der Studie (1 Tier unbekannter Herkunft) auf Grund ihrer
Auslandsanamnestik wahrscheinlich eine natiirliche Infektion in siideuropdischen Léndern zu
Grunde liegt, wurden in der vorliegenden Untersuchung hochsensitive Primer fiir L. infantum
verwendet. Als Primer der genomischen DNA des Parasiten wurden die von PIARROUX et
al. (1993) veroffentlichten Oligonukleotidsequenzen eingesetzt. Das resultierende Amplifikat

weist eine Linge von 100 Basenpaaren (bp) auf.

Um die sachgemiBe Isolierung von DNA aus dem Knochenmark sicherzustellen, wurde vor
dem Nachweis des Erregererbgutes eine PCR beruhend auf dem ,house-keeping™ Gen
GAPDH (Glyzeraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) durchgefiihrt. Die Auswahl der Primer
stiitzte sich hierbei auf die von GRONE et al. (1999) publizierten Sequenzen, die ein
Amplifikat von 229 bp-Lénge bedingen.
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Die Primer fir GAPDH und L. infantum wurden von der Firma MWG-Biotech in Ebersberg
hergestellt, nach der Anlieferung auf 100 pmol/pul mit nukleasefreiem Wasser (PROMEGA)
vorverdiinnt und entsprechende Aliquots bei —20° C gelagert. Vor Einsatz in die PCR wurden
die Oligonukleotide auf eine Konzentration von 10 pmol/ul mittels nukleasefreiem Wasser

(PROMEGA) erneut verdiinnt. Die Sequenzen der Primer sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Primersequenzen

Primer Sequenz Linge des
(interne Bezeichnung) Amplikons
GAPDH S GGG GCC ATC CAC AGT CTTCT 229 bp

(GAPDH*“fwd)

GAPDH AS GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC
(GAPDH*rev)

Leishmania infantum S ACG AGG TCA GCTCCACTCC 100 bp
(L.inf,Steu*“fwd)

Leishmania infantum AS CTG CAA CGC CTG TGT CTA CG

(L.inf,Steu‘““rev)
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3.8.2.3 Kontrollen der PCR

Um die vollstindige Zusammensetzung der Reaktionsansétze und den einwandfreien Ablauf
einer PCR nachzuweisen, wurde neben den Proben jeweils eine PCR mit positiver Kontroll-
DNA durchgefiihrt. Als Positivkontrolle diente isolierte DNA leishmaniosekranker Hunde,
deren Parasitennachweis in einem unabhingigem veterindrmedizinischem Labor (Laboklin,
Ludwigshafen) durchgefiihrt wurde. Da sichergestellt werden musste, dafl die Reagenzien vor
dem Einsatz in den Thermocycler nicht mit Ziel-DNA verunreinigt waren, fand als
Negativkontrolle statt der DNA ein entsprechendes Volumen von nukleasefreiem Wasser

(PROMEGA) Einsatz in die PCR.

3.8.2.4 DNA-Isolierung

Die Isolierung von DNA aus Knochenmark erfolgte mittels DNeasy Tissue Kit (QIAGEN).
Das vom Hersteller angegebene Protolkoll wurde zur Optimierung der Ausbeute in

Riicksprache mit dem Hersteller modifiziert.

Hierzu wurden in einem 2 ml fassenden Reaktionsgefal (SARSTEDT) 40 ul der Proteinase K
mit 200 pl des Knochenmarkes sowie 200 pl lfach konzentrierten PBS-Phosphatpuffers
(BAG) mit 400 pl AL-Puffer gemischt und bei 70° C fiir 20 Minuten im Wasserbad inkubiert.
Nach Zugabe von 400 pl Ethanol (ROTH) und sorgféltigem Mischen erfolgte der Auftrag von
620 ul des Probenvolumens auf die vom Hersteller gelieferten Saulen und die einminiitige
Zentrifugation bei 4000 x g und Raumtemperatur (EPPENDORF). Nach Verwerfen des
Durchflusses wurden 500 pl des AW1-Puffers auf die Sdule aufgetragen und erneut 1 Minute
bei 4000 x g zentrifugiert. Der hierbei entstandene Durchflu wurde wiederum verworfen. Im
Anschluf} erfolgte ein weiterer Waschschritt durch die Zugabe von 500 pl des AW2-Puffers
auf die Saule. Es schloB sich eine 3 miniitige Zentrifugation bei 13000 x g an. Die Elution der
DNA aus der Membran erfolgte nach Umsetzen des Filtereinsatzes auf ein neues, steriles
Reaktionsgefdl und Zugabe von 100 pl AE-Puffer sowie Inkubation bei Raumtemperatur
tiber 5 Minuten und anschliefender Zentrifugation (1 Minute bei 4000 x g). Der hieraus
resultierende Durchflufl beinhaltete die isolierte und gereinigte DNA, welche in die PCR
eingesetzt werden konnte. Die noch verbliebenen 620 ul Probenvolumen konnten nun auf die
bereits verwendete Sdule aufgebracht und die DNA nach den beschriebenen

Reaktionsschritten ebenfalls eluiert werden.
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Nach Extraktion der DNA wurde fiir jede Probe die optische Dichte (OD) bei einer
Wellenlédnge von 260 Nanometer (nm) mittels Spektrometer (AMERSHAM BIOSCIENCES)
bestimmt und hieraus die Konzentration der Nukleinsduren ermittelt. Dariiber hinaus wurde

die Proteinkontamination der Probe aus dem Verhiltnis von OD,go und OD»gg ermittelt.

3.8.2.5 Durchfiihrung der PCR

Zur Durchfiihrung der PCR fand der Thermocycler PTC-200 (BIOZYM DIAGNOSTIK)
Einsatz. Dieses Gerdt ist mit einem heizbaren Deckel ausgestattet und arbeitet mit dem

Pelitier-Joul Heiz/Kiihlsystem.

Jeder PCR-Ansatz —sowohl fiir die PCR des ,,house-keeping* Gens GAPDH als auch fiir die
PCR der parasitiren DNA - wies ein Gesamtvolumen von 100 pl auf, welches sich aus 50 pl
Master-Mix und 50 pl Probenansatz zusammensetzte. Da jeder Probenansatz mindestens 0,5
ng DNA beinhalten sollte, erfolgte in Abhdngigkeit von der Konzentration der isolierten
DNA eine Verdiinnung des Probenmaterials auf 50 pl. Bei Proben mit einer geringen
Konzentration von DNA wurden maximal 15 pl des Probenmaterials zur Herstellung des

Probenansatzes verwendet.

3.8.2.5.1 PCR des ,,house-keeping* Gens GAPDH

Die Zusammensetzung des Master-Mixes fiir die PCR des ,house-keeping” Gens wird in

Tabelle 7 dargestellt.

Nachdem in einem fiir die PCR geeignetem Reaktionsgefdl3 je 50 pul des Master-Mixes mit je
50 pl des Probenansatzes versetzt wurde, erfolgte der Einsatz der Proben in den Thermocycler
(BIOZYM DIAGNOSTIK). In 40 Zyklen erfolgte zunichst eine Denaturierung der
doppelstringigen DNA bei 94° C iiber 1 Minute. Im Anschluf3 lagerten sich die Primer bei
59,5° C iiber eine Dauer von 2 Minuten an. Eine Verldngerung der Primer erfolgte iiber 1
Minute bei 72° C. Abweichend hiervon betrigt die Phase der Denaturierung im 1. Zyklus 10
Minuten. Im letzten Zyklus ermdglichte eine verlangerte Elongationsphase von 10 Minuten
die vollstindige Synthese der DNA-Stringe. Nach Beendigung der 40 Zyklen erfolgte eine
Kiihlung der Proben bei 4° C und eine anschlieende Lagerung bei —20° C.
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Master-Mixes fiir die GAPDH-PCR

Reagenzien Ausgangskonzentration | Endkonzentration Menge pro
Ansatz [pl]
Nukleasefreies Wasser 21,5
10fach PCR-Puffer 100 mM Tris-HC1 10 mM Tris-HC1 10,0
500 mM KCl 50 mM KCI
MgCl, 25 mM 1,5 mM 6,0
dNTP-Mix 10 mM 2,5 mM je ANTP 0,2 mM je dNTP 8,0
Primer (S) 10 pmol/pl 0,2 pmol/pul 2,0
Primer (AS) 10 pmol/ul 0,2 pmol/pul 2,0
Ampli Taq Gold 5 Units/pl 0,025 Units/ul 0,5
Polymerase

3.8.2.5.2 PCR der DNA von Leishmania infantum

Die Zusammensetzung des Master-Mixes fiir die PCR der DNA von L. infantum geht aus

Tabelle 8 hervor.

Nach Zugabe von je 50 ul der vorverdiinnten Probe zu je 50 ul des Master-Mixes wurden die
Proben in den Thermocycler (BIOZYM DIAGNOSTIK) eingebracht und nach folgendem
Protokoll iiber 40 Zyklen behandelt: Nach Denaturierung der DNA bei 94° C erfolgte die
Anlagerung der Primer bei 59° C. Die sich anschlieBende Elongationsphase fand bei einer
Temperatur von 72° C statt. Jeder Reaktionsschritt dauerte 30 Sekunden. In Abweichung
hierzu wies der 1. Zyklus eine verlangerte Denaturierungsphase und der letzte Zyklus eine
verldngerte Elongationsphase von jeweils 10 Minuten auf. Die Proben wurden im Anschluf3
an insgesamt 40 Zyklen auf 4° C gekiihlt. Konnte die Auswertung der Proben nicht
unmittelbar im Anschluf3 an die PCR erfolgen, wurden diese zunichst bei einer Temperatur

von —20° C gelagert.



3 Material und Methoden 79

Tabelle 8: Zusammensetzung des Master-Mixes fiir die L. infantum-PCR

Reagenzien Ausgangskonzentration | Endkonzentration Menge pro
Ansatz [pl]
Nukleasefreies Wasser 19,5
10fach PCR-Puffer 100 mM Tris-HCI 10 mM Tris-HCl 10,0
500 mM KCl 50 mM KCI
MgCl, 25 mM 1,5 mM 6.0
dNTP-Mix 10 mM 2,5 mM je dNTP 0,2 mM je dNTP 8,0
Primer (S) 10 pmol/pl 0,3 pmol/pl 3,0
Primer (AS) 10 pmol/ul 0,3 pmol/ul 3,0
Ampli Taq Gold 5 Units/pl 0,025 Units/pl 0,5
Polymerase

3.8.2.6 Auswertung der PCR

Im Anschluf an die PCR erfolgte die Auftrennung der amplifizierten DNA mittels
Gelelektrophorese. Hierzu wurde zunéchst ein 2%iges Agarosegel (siche Anhang) hergestellt,
welches mit Ethidiumbromid (MERCK) gefarbt wurde. Nach Trocknung des Geles wurde
dieses in horizontaler Lage in die mit 1x TBE Elektrophoresepuffer (siche Anhang) befiillte
Elektrophoresekammer (BIOZYM DIAGNOSTIK) eingebracht. Die Applikation -einer
100bp-Leiter (BIOZYM DIAGNOSTIK) in die erste Tasche des Geles ermdglichte nach der
Elektrophorese die Identifikation der Amplifikate anhand ihrer GréBe. Die zweite und dritte
Tasche beinhalteten jeweils eine Positiv- bzw. Negativkontrolle. In alle weiteren Taschen
wurden die Patientenproben pipettiert. Jede Probe wies ein Gesamtvolumen von 25 pl auf,
welche sich aus je 20 pl des PCR-Produktes sowie 5 pl Laufpuffer (PROMEGA)

zusammensetzte.

Nach einer Laufzeit von 90 Minuten bei einer angelegten Spannung von 120 V und einer
maximalen Stromstidrke von 180 mA wurde das Gel der Elektrophoresekammer entnommen.
Durch die Fiarbung mit Ethidiumbromid (MERCK) konnten die Amplifikate nun im
Transluminator (BENDA) mittels UV-Licht bei einer Wellenldnge von 312 nm sichtbar
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gemacht werden. Das Ergebnis wurde unter Verwendung einer Photoeinheit (POLAROID)
mit zugehorigem Tubussystem (POLAROID) und geeigneten Schwarz-WeiB3-Filmen
(POLAROID) dokumentiert. Die Belichtungszeit betrug jeweils 1/2 Sekunde. Die Blende
entsprach dem Wert 8.

3.9 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. K. Failing und Herrn
Heiter von der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Institutes fiir
Veterindrphysiologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitét

(JLU) in Giessen.

Zur Uberpriifung der klinischen Wirksamkeit des Priparates wurde jedes Symptom eines
Patienten vor Behandlungsbeginn dokumentiert und Verdnderungen der klinischen
Symptomatik unter der Anwendung von OI-PC festgehalten. In die statistische Auswertung
fanden im AnschluB lediglich Symptome Eingang, die bei mindestens 5 Patienten vertreten
waren. Krankheitsanzeichen, die nur in Einzelféillen diagnostiziert wurden, blieben bei der
statistischen Auswertung unberiicksichtigt. Die Analyse erfolgte mittels McNemar-Test. Sie
wurde sowohl beziiglich spezifischer Symptome als auch fiir die Gesamtheit aller Symptome
durchgefiihrt. Neben einer gruppeniibergreifenden Auswertung, bei der die Befunde von
Vorversuch, Gruppe A und Gruppe B gemeinsam ausgewertet wurden, interessierte vor allem
auch die vergleichende Auswertung zwischen den Ergebnissen der Gruppe A und Gruppe B.
Die gruppeniibergreifende Auswertung mufl eingeschrinkt beurteilt werden, da die
unterschiedlichen Dosierungen und Injektionszeitpunkte in den einzelnen Gruppen hierbei

unbertiicksichtigt bleiben.

Neben den klinischen Verdnderungen galt es, die Verdnderungen labordiagnostischer
Parameter (H&matologie, Blutchemie, Gerinnung und Urin) zu erfassen und statistisch
auszuwerten. Zu diesem Zweck wurde in den Gruppen A und B eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Mewiederholungen im Faktor ,,Zeit und im Anschlufl ein Wald-Test
durchgefiihrt. Die zwei Faktoren stellen die Patientengruppe und den Untersuchungstag dar.
Die MeBBwiederholungen beziehen sich auf die Tage der laufenden Behandlung. Rechtsschiefe
Daten wurden vor der Auswertung logarithmisch transformiert. Einige Daten des

Vorversuches (Leukozyten, Hé&matokrit, Thrombozyten und MPC) wurden mittels
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einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor ,,Zeit auf signifikante

Verianderungen iiberpriift.

Um einen Gruppenvergleich beziiglich der medianen Remissionszeit zwischen Gruppe A und
Gruppe B zu ermdglichen, wurde der sogenannte Log-Rank-Test durchgefiihrt. Auch hier
mussten die Daten auf Grund einer rechtsschiefen Verteilung zunichst logarithmisch

transformiert werden.

Zur Beurteilung aufgetretener Nebenwirkungen wurden diese im Rahmen eines Scoring-
Systems in Abhédngigkeit vom Schweregrad zunédchst mit einem Zahlenwert versehen. Nach
Abschlul der Therapie eines Patienten erfolgte die Addition der tiglich ermittelten Werte
beziiglich einer spezifischen Nebenwirkung. Nach Logarithmisierung der Daten erlaubte der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test einen Vergleich zwischen den Gruppen A und B hinsichtlich

signifikanter Unterschiede des Schweregrades der Nebenwirkungen.

Die Untersuchung beziiglich signifikanter Unterschiede des Erregerstatus im Knochenmark
vor und nach der Therapie basierte —ebenso wie die Bewertung der klinischen Wirksamkeit-
auf dem McNemar-Test. Neben der gruppenspezifischen Auswertung fiir die Gruppen A und
B wurde auch in diesem Fall ein gruppeniibergreifender Vergleich, der die Befunde des
Vorversuchs, der Gruppe A wund der Gruppe B umfasst, durchgefiihrt. Die
gruppeniibergreifende Analyse darf auch in diesem Fall aus den bereits erwéhnten Griinden

nur eingeschriankt beurteilt werden.

Folgende Bezeichnungen wurden bei der Benennung von Signifikanzen angewendet:
p <0,05: signifikant =s.
p > 0,05: nicht signifikant = n.s.

Zur Verarbeitung des Datenmaterials fand das Statistikprogrammpaket BMDP/DYNAMIC
Release 7.0 (BMDP STATISTICAL SOFTWARE) Einsatz.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten

Die Daten der mit Ol-PC behandelten Patienten sollen in diesem Abschnitt hinsichtlich ihres
Alters, des Geschlechtes, der Rasse und des Gewichtes sowie ihrer Auslandsanamnestik, der
bisherigen Therapie der Leishmaniose und in Hinsicht auf das Vorliegen weiterer
Reisekrankheiten zusammenfassend dargestellt werden. Hierzu wurde der Status jedes
Patienten vor Therapiebeginn erfasst. Therapiewiederholer gingen erneut in die Erfassung ein,
um neben einer vollstindigen Auswertung der Befunde insbesondere auch die Dokumentation
verdanderter Daten (v.a. Alter, Gewicht, Vorbehandlung) zu gewdhrleisten. Somit beziehen
sich die Angaben auf die bei 24 Patienten durchgefithrten 27 Therapiezyklen. Die
Einzeltierbefunde werden in der Tabelle 30 des Anhangs aufgefiihrt.

4.1.1 Alter der Patienten

Die in Tabelle 9 dargestellte Altersverteilung in den einzelnen Gruppen zeigt, daB3 die
Mehrheit der Tiere ein Alter von 1 bis 8 Jahren aufwies (n = 25, das entspricht 92,6 %). Der
prozentuale Anteil der bis zu 4 Jahre alten Patienten betrdgt 70,3 % (n = 19). Sehr junge Tiere
(jiinger als 1 Jahr) wurden nicht zur stationdren Behandlung mit Ol-PC vorgestellt. Der Anteil

der Tiere iiber 8 Jahre betrug lediglich 7,4 % (n = 2).
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Tabelle 9: Altersverteilung der behandelten Tiere (n = 27)

Patienten- | <1 Jahr 1-2 2-4 4-8 > 8 Jahre | Durchschnitts-
gruppe Jahre Jahre Jahre alter
Vorversuch 0 1 1 1 0 4,0
(3,7 %) (3,7 %) (3,7 %)
Gruppe A 0 2 5 3 2 5,2
(7,4 %) (18,5%) | (11,1 %) (7,4 %)
Gruppe B 0 5 5 2 0 3,3
(18,5%) | (18,5 %) (7,4 %)
insgesamt 0 8 11 6 2 4,2
(29,6 %) | (40,7 %) | (22,2%) | (7.4 %)

Das Durchschnittsalter aller Patienten lag bei 4,2 Jahren. Jedoch wiesen Patienten der Gruppe

A durchschnittlich ein hoheres Alter auf als Patienten der Gruppe B.

4.1.2  Geschlechtsverteilung

Die Behandlung der leishmaniosekranken Patienten erfolgte 15 mal bei weiblichen Tieren
(das entspricht 55,5 %) und wurde 12 mal bei ménnlichen Tieren durchgefiihrt (das entspricht
44,4 %). Somit lag eine gleichmiBige Verteilung der Geschlechter vor. In der Studie
tiberwogen weiblich kastrierte Tiere und ménnlich nicht kastrierte Hunde. Sie stellten jeweils
ein Drittel in der gesamten Patientenzahl dar (n = 9 oder 33,3 %). Wahrend in der Gruppe A
ein deutlich erhohter Anteil weiblicher Tiere zu verzeichnen war (n = 10 bzw. 83,3 %)
dominierten in der Gruppe B ménnliche Tiere (n = 8 bzw. 66,7 %). Die Geschlechtsverteilung
der Patienten ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: Geschlechtsverteilung der behandelten Patienten (n = 27)

Patienten- w wk m mk
gruppe
Vorversuch 1 0 2 0
(3,7 %) (7,4 %)
Gruppe A 5 5 1 1
(18,5 %) (18,5 %) (3,7 %) (3,7 %)
Gruppe B 0 4 6 2
(14,8 %) (22,2 %) (7,4 %)
insgesamt 6 9 9 3
(22,2 %) (33,3 %) (33,3 %) (11,1 %)

4.1.3  Rassen- und Gewichtsverteilung

Wie aus Tabelle 11 hervorgeht, liberwogen im Patientengut der Studie die Mischlingshunde
(n = 17 oder 63,0 %). Nur bei 37,0 % der Tiere (n = 10) handelte es sich um reinrassige
Hunde. Die Mehrheit der Patienten (n = 19 oder 70,4 %) wies ein Gewicht von iiber 20 kg
auf. Tiere mit einem Gewicht von bis zu 5 kg wurden nicht zur Behandlung vorgestellt.
Auffillig ist der hohe Anteil von Mischlingshunden iiber 20 kg. Er betrug 37,0 % (n = 10) in

Bezug auf alle an der Studie teilnehmenden Hunde.

Tabelle 11: Gewichts- und Rasseverteilung der behandelten Patienten (n = 27)

Patienten- <S5kg 5-10 kg 10-20 kg >20 kg Mischlinge
gruppe
Vorversuch 0 0 0 3 1
(11,1 %) (3,7 %)
Gruppe A 0 0 3 9 8
(11,1 %) (33,3 %) (29,6 %)
Gruppe B 0 3 2 7 8
(11,1 %) (7,4 %) (25,9 %) (29,6 %)
insgesamt 0 3 5 19 17
(11,1 %) (18,5 %) (70,4 %) (63,0 %)
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4.1.4 Auslandsanamnestik

Die Mehrzahl der Tiere, die eine Behandlung mit Ol-PC erhielten, wurde in siideuropéischen
Landern geboren und von dort nach Deutschland verbracht (n = 24 oder 88,9 %). 70,4 % (n =
19) aller an der Studie teilnehmenden Hunden wurden aus Spanien importiert. Nur bei einem
geringen Anteil der Patienten (n = 2 oder 7,4 %) erfolgte die Infektion im Zusammenhang mit
einem Urlaubsaufenthalt in endemischen Gebieten. Bei 1 Hund (das entspricht 3,7 %) ist die
Auslandsanamnestik unbekannt. Tabelle 12 fasst die wesentlichen Aspekte liber die Herkunft

der Patienten zusammen.

Tabelle 12: Auslandsanamnestik der Patienten (n = 27)

Patienten- Import aus Import aus Urlaub in Unbekannte
gruppe Griechenland, Spanien Siideuropa Auslandsanam-
Italien oder nestik
Portugal
Vorversuch 2 1 0 0
(7,4 %) (3,7 %)
Gruppe A 1 9 1 1
(3,7 %) (33,3 %) (3,7 %) (3,7 %)
Gruppe B 2 9 1 0
(7,4 %) (33,3 %) (3,7 %)
insgesamt 5 19 2 1
(18,5 %) (70,4 %) (7,4 %) 3,7 %)

Kein Tier wurde nach der Therapie mit OI-PC erneut in endemische Gebiete verbracht.

4.1.5  Vorbehandlung

Da eine Vorbehandlung der Leishmaniose bei den Patienten kein AusschluBBkriterium aus der
Studie darstellte, wurden sowohl behandelte als auch bisher unbehandelte Tiere in die Studie

aufgenommen.

11 Tiere erhielten vor der Therapie mit Ol-PC noch keine Behandlung der Leishmaniose (dies
entspricht 40,7 %). Ein Drittel der Tiere (n = 9 oder 33,3 %) war ausschlieBlich mit
Allopurinol vorbehandelt. Bei 4 Hunden (14,8 %) wurde zuvor bereits Allopurinol und

Glucantime® eingesetzt. Da zwei Hunde wiederholt mit Ol-PC behandelt wurden (ein Hund
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erhielt eine weitere Therapie, ein Hund wurde zwei weitere Male mit Ol-PC behandelt) betrug

der prozentuale Anteil der wiederholten Therapien mit Ol-PC 11,1 % (n = 3). Die prozentuale

Verteilung der vorbehandelten Patienten ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Bisherige Therapie der mit OI-PC behandelten Hunde (n = 27)

Patienten- nicht vor- | Allopurinol | Glucantime® | Allopurinol | OI-PC und
gruppe behandelt und Glucan- | Allopurinol
time®
Vorversuch 1 0 0 2 0
(3,7 %) (7,4 %)
Gruppe A 7 4 0 0 1
(25,9 %) (14,8 %) (3,7 %)
Gruppe B 3 5 0 2 2
(11,1 %) (18,5 %) (7,4 %) (7,4 %)
insgesamt 11 9 0 4 3
(40,7 %) 33,3 %) (14,8 %) (11,1 %)
4.1.6  Vorliegen weiterer Reisekrankheiten

Lagen bei den Patienten auf Grund der klinischen Symptomatik oder auf Grund
labordiagnostischer Verdanderungen Hinweise auf eine weitere Auslandserkrankung vor
(Ehrlichiose, Babesiose oder Dirofilariose), wurden diese ebenfalls abgeklart. So konnte bei
zwei Patienten (das entspricht 7,4 %) der Gruppe A eine Coinfektion mit Ehrlichien
nachgewiesen werden. Einer der beiden Patienten (3,7 %) wies zudem eine Infektion mit

Babesien auf.

4.2 Klinische Wirksamkeit

Zur Beurteilung der klinischen Wirksamkeit des Priparates wurde neben der Besserung der

klinischen Symptomatik auch die Dauer der Remissionszeit beriicksichtigt.

4.2.1 Klinische Symptomatik vor Therapie

Die prozentuale Hiufigkeit charakteristischer klinischer Symptome der in die Studie
einbezogenen Patienten wird in Tabelle 14 zusammenfassend dargestellt. Aus Tabelle 15 geht

die Haufigkeit der beobachteten Hautverédnderungen hervor.
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Tabelle 14: Ergebnisse der klinischen Untersuchungen

Symptom Vorversuch | Gruppe A | Gruppe B | insgesamt
Hautverinderungen 1 9 9 19
(3,7 %) (33,3 %) (33,3 %) (66,7 %)
Lethargie 0 9 8 17
(33,3 %) (29,6 %) (63,0 %)
Generalisierte 1 6 9 16
Lymphknotenvergrosserung (3,7 %) (22,2 %) (33,3 %) (59,3 %)
Blasse Schleimhéiute 2 8 3 13
(7,4 %) (29,6 %) (11,1 %) (48,1 %)
Bewegungsstorungen 0 4 3 7
(14,8 %) (11,1 %) (25,9 %)
Gewichtsverlust 0 5 1 6
(18,5 %) (3,7 %) (22,2 %)
Epistaxis 1 3 1 5
(3,7 %) (11,1 %) (3,7 %) (18,5 %)
Niereninsuffizienz 0 2 1 3
(7,4 %) (3,7 %) (11,1 %)
Fieber 0 1 1 2
(3,7 %) (3,7 %) (7,4 %)
Anorexie 0 1 1 2
(3,7 %) (3,7 %) (7,4 %)
Diarrhoe 1* 0 0 1
(3,7 %) 3,7 %)

* In einer Kotuntersuchung wurde Clostridium perfringens +++ nachgewiesen
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Tabelle 15: Ergebnisse der klinischen Untersuchungen (Hautverdnderungen)

Symptom Vorversuch | Gruppe A Gruppe B Insgesamt*

Exfoliative Dermatitis 1 7 7 15
(3,7 %) (41,1 %) (41,1 %) (78,9 %)

Periorbitale Alopezie 1 2 4 7
(3,7 %) (7,4 %) (23,5 %) (41,1 %)

Ulzerierende Hautknoten 0 3 4 7
(11,1 %) (23,5 %) (41,1 %)

Diffuse Alopezie 1 4 2 7
(3,7 %) (23,5 %) (7,4 %) (41,1 %)

Nicht 1 3 2 6
ulzerierende Hautknoten (3,7 %) (11,1 %) (7,4 %) (35,3 %)

Onychogrypose 0 3 1 4
(11,1 %) (3,7 %) (23,5 %)

* Der prozentuale Anteil bezieht sich auf die Patienten mit Hautverdnderungen

66,7 % (n = 19) der zur Therapie vorgestellten Patienten litten unter Verédnderungen der Haut.
78,9 % (n = 15) der betroffenen Hunde zeigten hierbei eine exfoliative Dermatitis. Weitere
hiufige Symptome der Haut stellten mit jeweils 41,1 % (n = 7) Ulzera (Abbildung 5 und 6),
diffuse Alopezie und periorbitale Alopezie dar. Uber ein Drittel dieser Patienten (n = 6 oder
35,3 %) wies nicht ulzerierende Hautknoten auf. Fast ein Viertel der Patienten (n = 4 bzw.

23,5 %) zeigte im Rahmen einer kutanen Symptomatik eine Onychogrypose (Abbildung 7).
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Abbildung 5: Hochgradige Ulzera an den Ohrrdandern (Patient Nr. 11)

Abbildung 6: Ulzera auf dem Nasenriicken (Patient Nr. 11)
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Abbildung 7: Lange und briichige Krallen (Patient Nr. 11)

Neben Verdnderungen der Haut waren bei der Mehrheit der Patienten Lethargie (n = 17 oder
63,0 %) und generalisiert vergroflerte Lymphknoten (n = 16 oder 59,3 %) zu verzeichnen.
Fast die Halfte der zur Therapie vorgestellten Hunde (48,1 % oder n = 13) zeigte blasse
Schleimhéute. Mit 25,9 % (n = 7) stellten Bewegungsstorungen, die sich in der Regel in
rezidivierenden Lahmheiten #uferten, ein weiteres hiufiges Symptom dar. Uber ein Fiinftel

der Tiere (22,2 % oder n = 6) war durch einen Gewichtsverlust (Abbildung 8 und 9) auffillig.

Abbildung 8: Deutliche Abmagerung, diffuse Alopezie und Onychogrypose (Patient Nr. 10)
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Abbildung 9: Trotz Beriicksichtigung des rassetypischen Exterieurs zeigt dieser Hund

deutliche Anzeichen der Abmagerung (Patient Nr. 15)

4.2.2  Klinische Symptomatik nach Therapie

Die Tabellen 16, 17 und 18 geben einen Uberblick iiber die Beeinflussung der klinischen
Symptomatik durch die Therapie mit OI-PC. Hierbei wird in Bezug auf die einzelnen
Krankheitsanzeichen dokumentiert, bei wie vielen Tieren einer Gruppe eine Besserung oder
eine Verschlechterung der klinischen Symptomatik eintrat bzw. bei wie vielen Patienten die
Symptomatik nach der Therapie unverdndert vorlag. Da die Patienten in der Regel unter
mehreren Symptomen litten, ist die Summe der Symptome deutlich hoher als die

Patientenzahl einer Gruppe.
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Tabelle 16: Klinische Verdnderungen nach der Therapie mit Ol-PC (Vorversuch)

Symptom n= besser unverindert | schlechter

Hautverdnderungen 1 1 0 0

generalisierte 1 1 0 0
Lymphknotenvergroferung

Diarrhoe 1*

blasse Schleimhiute

Epistaxis

| =[N =
_— O = O
S |IO OO

insgesamt

* In einer Kotuntersuchung wurde Clostridium perfringens +++ nachgewiesen

Tabelle 17: Klinische Verdnderungen nach der Therapie mit O1l-PC (Gruppe A)

Symptom n= besser unverandert schlechter

Hautverdanderungen 9 8 1 0

generalisierte 5 4 1 0
Lymphknotenvergréferung

Anorexie

Niereninsuffizienz*

Lahmheiten

blasse Schleimhéiute

Gewichtsverlust

Lethargie

Fieber

W = | O |[Q(- [ ]|—
[US T IS IO I NS T N ) NS T = e
SOOI || W |~ |O

Epistaxis

_-O OO =IO O O

N
(=)
w
V)]
.
<

insgesamt

* Die Patienten mit Niereninsuffizienz wurden gleichzeitig einer Infusionstherapie unterzogen
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Tabelle 18: Klinische Verdnderungen nach der Therapie mit Ol-PC (Gruppe B)

Symptom n= besser unverindert schlechter
Hautverdnderungen 9 8 1 0
generalisierte 2 2 0 0

LymphknotenvergroBerung*

Anorexie 1 0 1 0
Niereninsuffizienz** 1 0 1 0
Lahmheiten 3 1 1 1
blasse Schleimhaute 3 2 1 0
Gewichtsverlust 1 0 1 0
Lethargie 8 6 1 1
Fieber 1 1 0 0
Epistaxis 1 1 0 0
insgesamt 30 21 7 2

* Da 7 Tiere mit Lymphknotenvergroerung nicht zur Kontrolluntersuchung vorgestellt

wurden, konnte das Symptom nur bei 2 Patienten ausgewertet werden

** Der Patient mit Niereninsuffizienz wurde gleichzeitig einer Infusionstherapie unterzogen

Bei der statistischen Auswertung der Befunde mittels McNemar-Test konnte eine signifikante

Besserung einiger klinischer Symptome in den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Das

Ergebnis wird in Tabelle 19 zusammentassend dargestellt.
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Tabelle 19: Signifikanzen fiir die Besserung der klinischen Symptomatik innerhalb der

verschiedenen Patientengruppen

Symptom Vorversuch Gruppe A Gruppe B
Hautverdnderungen S. S.
(p=0,004) (p =0,004)
Lethargie S. S.
(p=0,011) (p=0,016)
blasse Schleimhéute n.s.
(p=10,063)
generalisierte n.s.
Lymphknotenvergro3erung (p=0,188)
Gewichtsverlust n.s.
(p=0,250)
Gesamtheit der Symptome n.s. S. S.
(p =0,109) (p =0,000) (p =0,000)

Das am héaufigsten diagnostizierte klinische Symptom stellten Verdnderungen der Haut dar. In
Gruppe A und Gruppe B wurde dieses Symptom bei jeweils 75,0 % (n = 9) der Patienten vor
Beginn der Therapie festgestellt. In jeder Patientengruppe war bei 88,9 % (n = 8) der Tiere
mit Hautverdnderungen eine Besserung des Symptoms zu verzeichnen. Diese Verdnderung ist

mit p = 0,004 als signifikant zu bewerten.

Nach den Hautverdnderungen stellte eine Lethargie das zweithdufigste Symptom bei den
Patienten dar. Dieses war in Gruppe A bei 75,0 % (n = 9) und in Gruppe B bei 66,7 % (n = 8)
der Patienten zu beobachten. In beiden Gruppen besserte sich die klinische Symptomatik mit

p=20,011 bzw. p = 0,016 signifikant.

Obwohl LymphknotenvergroBBerung bei der iiberwiegenden Mehrheit der Patienten in beiden
Patientengruppen auftraten, konnte dieses Symptom nur in Gruppe A ausgewertet werden, da
in Gruppe B zu wenige Patienten zur Kontrolluntersuchung vorgestellt wurden. Diese

Verdnderung ist in Gruppe A mit p = 0,188 nicht signifikant.

In dhnlicher Weise verhélt es sich mit den Krankheitsanzeichen der blassen Schleimhaute und

des Gewichtsverlustes. Nur die Gruppe A wies eine ausreichende Anzahl von Patienten diese
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Symptome auf. In beiden Féllen konnte mit p = 0,063 bzw. p = 0,250 keine signifikante

Besserung nachgewiesen werden.

Auffallend ist mit p = 0,000 eine signifikante Besserung der Gesamtheit der klinischen
Symptome in beiden Gruppen. Da sich auch im Vorversuch die Summe aller Symptome als
statistisch auswertbar erwies, wurde hier ebenfalls die Signifikanz {iberpriift. Die

Verianderungen waren im Vorversuch mit p = 0,109 jedoch nicht signifikant.

Symptome, die weniger als 5 mal innerhalb einer Gruppe zu verzeichnen waren, gingen nicht
in die statistische Auswertung ein. Um trotz allem Hinweise auf eine mogliche signifikante
Beeinflussung dieser Krankheitsanzeichen durch die Therapie zu erhalten, wurden alle
Befunde zusitzlich auch gruppeniibergreifend ausgewertet. Diese Ergebnisse sind allerdings
nur eingeschriankt beurteilbar, da die unterschiedlichen Dosierungen und Injektionszeitpunkte
unberiicksichtigt bleiben. Tabelle 20 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der
gruppeniibergreifenden Auswertung. Hier fanden sich mit p = 0,000 signifikante Besserungen
der Symptome ,Hautverinderungen“ und ,Lethargie“. Die Krankheitsanzeichen
»generalisierte LymphknotenvergrofSerungen® und ,,blasse Schleimhiute besserten sich mit p
= 0,008 signifikant. Mit p = 0,031 konnte eine signifikante Besserung des Symptoms
»Epistaxis® verzeichnet werden. Die Verdnderungen von ,,Gewichtsverlust™ (p =0,250) und
,Lahmheiten* (p = 0,313) waren nicht signifikant. Die Gesamtheit aller Symptome zeigte mit

p = 0,000 eine signifikante Besserung.

Tabelle 20: Signifikanzen fiir die Besserung der klinischen Symptomatik

(gruppentibergreifend)
Symptom Signifikanz
Hautverdanderungen s. (p = 0,000)
Lethargie s. (p =0,000)
generalisierte LymphknotenvergréfSerung s. (p =0,008)
blasse Schleimhiute s. (p =0,008)
Epistaxis s. (p=0,031)
Gewichtsverlust n.s. (p = 0,250)
Lahmbheiten n.s. (p=0,313)
Gesamtheit der Symptome s. (p =0,000)
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4 Patienten (das entspricht 14,8 %) sprachen nicht auf die Therapie mit Ol-PC an.

Die Abbildungen 10 bis 17 dokumentieren die Entwicklung der Symptomatik bei Patient Nr.
13 vor und unmittelbar nach der Therapie sowie zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung 6

Wochen nach Beendigung der Behandlung mit OI-PC.
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Abbildung 10:
Patient Nr. 13 vor der Therapie mit OI-PC: Hochgradige Ulzera an den Ohrrindern,

exfoliative Dermatitis, ,,Brillenbildung*

Abbildung 11:
Patient Nr. 13 vor der Therapie mit Ol-PC: Neben hochgradigen Ulzera an den Ohrriandern
sind eine exfoliative Dermatitis und eine diffuse Alopezie vor allem im Bereich der Ohren,

der Schlédfen und periorbital zu erkennen.

Die Besitzer berichten von einem deutlichen Leistungsabfall des Tieres. Das Gewicht betrigt

zu diesem Zeitpunkt 11,5 kg.
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Abbildung 12:
Patient Nr.13 vor der Therapie mit Ol-PC: Hochgradige Ulzera an den Ohrrindern und der

rechten, vorderen GliedmaBe, exfoliative Dermatitis und diffuse Alopezie im Bereich des

Kopfes und der Gliedmafen

Abbildung 13:
Patient Nr.13 vor der Therapie mit OI-PC: Ulzera, exfoliative Dermatitis und diffuse Alopezie
an der rechten Vordergliedmal3e, Onychogrypose

Neben der Verabreichung von OI-PC erhielt der Hund als therapiebegleitende Maflnahme
einen Kopfverband um eine anhaltende Traumatisierung der Ohrriander durch hiufiges

Kopfschiitteln zu vermeiden.
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Abbildung 14:
Patient Nr. 13 unmittelbar nach der Therapie mit Ol-PC: Die ulzerativen Verdnderungen
zeigen eine beginnende Bildung von Granulationsgewebe. Im Bereich der Schléfen sind ein

diinnes Haarkleid und Schuppenbildung weiterhin deutlich zu erkennen.

Abbildung 15:
Patient Nr. 13 unmittelbar nach der Therapie mit OI-PC: Abheilung der Ulzera an den

Ohrrandern, exfoliative Dermatitis, ,,Brillenbildung®.

Der Patient weist am Ende der Therapie ein gutes Allgemeinbefinden und ein Gewicht von

11,0 kg auf.
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Die Besitzer berichteten tiber ein vollstindiges Abheilen der Ohrrandverédnderungen innerhalb
von 2 bis 3 Wochen nach Beendigung der Therapie. Diese begannen sich jedoch nach ca. 14
Tagen erneut zu verschlechtern. Das Tier zeigte eine deutliche Leistungssteigerung und eine

Gewichtszunahme auf 14,0 kg.

Abbildung 16:
Patient Nr. 13 zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung (6 Wochen nach Therapieende):
Obwohl sich an den Ohrréandern erneut ulzerative Verdnderungen zu bilden beginnen, weist

das Tier zu diesem Zeitpunkt ein dichtes Haarkleid und eine intakte Haut auf.

Abbildung 17:
Patient Nr. 13 zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung (6 Wochen nach Therapieende): Die
ulzerativen Verdnderungen im Bereich der rechten Vorderpfote sind vollstindig abgeheilt.

Das Haarkleid ist geschlossen. .
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4.2.3 Remissionszeit

In Tabelle 21 werden die Remissionszeiten fiir die Patientengruppen A und B
zusammenfassend dargestellt. Auf Grund der geringen Patientenzahl im Vorversuch gingen

die Werte dieser Gruppe nicht in die Auswertung ein.

Tabelle 21: Remissionszeiten der behandelten Patienten

Gruppe A Gruppe B

Zeitspanne, in der ein
Rezidiv bei 1 Woche 1 Woche

25 %
der Patienten auftrat

Zeitspanne, in der ein
Rezidiv bei 4 Wochen 7 Wochen
50 %
der Patienten auftrat
(mediane Remissionszeit)

Zeitspanne, in der ein
Rezidiv bei 17 Wochen 31 Wochen

75 %
der Patienten auftrat

Aus der Tabelle geht hervor, dass in beiden Gruppen bereits nach 1 Woche ein Rezidiv bei 25
% der Patienten vorlag. Die mediane Remissionszeit betrug in Gruppe A 4 Wochen und in der
Gruppe B 7 Wochen. Die Zeitspanne, in der in Gruppe A 75 % der Patienten rezidivierten
betrug mit 17 Wochen anndhernd die Hilfte im Vergleich zur Gruppe B, in der 75 % der
Patienten erst nach etwa 31 Wochen erneut eine deutliche Symptomatik zeigten. Die
Unterschiede der Remissionszeiten in den Patientengruppen A und B wurden mittels Mantel-
Cox-Test beziiglich ihrer Signifikanz tiberpriift. Diese sind mit p = 0,649 nicht signifikant.
Die Einzeltierbefunde sind in der Tabelle 30 des Anhangs dargestellt.

4.3 Nebenwirkungen

In diesem Abschnitt sollen die im Rahmen der Behandlung aufgetretenen Nebenwirkungen
hinsichtlich ihrer Art und ihres Schweregrades aufgefiihrt werden. Die Haufigkeit und die

Intensitdt der Nebenwirkungen in den einzelnen Behandlungsgruppen wird miteinander
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verglichen. Hierzu wurden die mittels Scoring-System erstellten Zahlenwerte, die die
Intensitdt der einzelnen Nebenwirkungen wiederspiegeln, mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test hinsichtlich eines signifikanten Unterschiedes zwischen den Behandlungsgruppen A und
B tiiberpriift. Auf Grund zu geringer Patientenzahlen konnten die Tiere des Vorversuchs nicht

mit in den Gruppenvergleich einbezogen werden.

88,9 % (n = 24) aller behandelten Tiere wiesen wéhrend der Therapie zeitweilig
gastrointestinale Symptome auf. Hierbei zeigte etwa die Hilfte der Patienten eine reduzierte
Futteraufnahme (n = 14 oder 51,9 %), die sich bei 25,9 % (n = 7) aller Patienten in Form
einer Anorexie duBerte. Uber die Hilfte aller Patienten setzte breiigen Kot ab (n = 15 oder
55,6 %). Bei 33,3 % (n = 9) der behandelten Hunde war Vomitus zu verzeichnen. In
Einzelfillen (n = 3 bzw. 11,1 %) wurde wissriger oder blutig-wéssriger Kotabsatz beobachtet.
Jedoch konnte weder in der Haufigkeit noch in der Stirke der Nebenwirkungen mit p = 0,642
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen A und B nachgewiesen werden. Die
prozentuale Verteilung gastrointestinaler Symptome ist in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Prozentuale Haufigkeit gastrointestinaler Symptome in den einzelnen
Behandlungsgruppen (n=27)

Patienten- reduzierte Anorexie | Vomitus | breiiger wissriger bzw.
gruppe | Futteraufnahme Kotabsatz wiissrig-blutiger
Kotabsatz
Vorversuch 2 1 0 2 0
(7,4 %) (3,7 %) (7,4 %)
Gruppe A 8 3 4 7 1
(29,6 %) (11,1 %) | (14,8%) | (25,9 %) (3,7 %)
Gruppe B 4 3 5 6 2
(14,8 %) (11,1 %) | (18,5%) | (22,2 %) (7,4 %)
insgesamt 14 7 9 15 3
(51,9 %) (25,9 %) | (33,3 %) | (55,6 %) (11,1 %)

Schwellungen der Injektionsstellen konnten bei 81,5 % (n = 22) der Patienten nachgewiesen
werden. Geringgradige (ggr.) Schwellungen traten bei 11,1 % (n = 3) aller behandelten Hunde
auf. Dagegen konnten mittelgradige (mgr.) Schwellungen bei fast der Hilfte der Patienten
nachgewiesen werden (n = 13 oder 48,1 %). Hochgradige (hgr.) Schwellungen waren bei

insgesamt 22,2 % (n = 6) der Tiere zu verzeichnen. Die Hilfte der Patienten, die hochgradige
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Schwellungen aufwies (n = 3 oder 11,1 %), zeigte auch eine vermehrte Wirme und
Schmerzhaftigkeit im Bereich der Injektionsstelle. Signifikante Unterschiede in der
Haufigkeit oder dem Grad der Schwellungen zwischen Gruppe A und Gruppe B lagen mit p =
0,212 nicht vor. Tabelle 23 gibt eine Ubersicht iiber die prozentuale Hiufigkeit von

Schwellungen der Injektionsstellen und deren Schweregrad in den verschiedenen Gruppen.

Tabelle 23: Prozentuale Hiufigkeit von Schwellungen der Injektionsstellen in den einzelnen

Behandlungsgruppen (n = 27)

Patienten- ggr. mgr. hgr. hgr.
gruppe Schwellungen Schwellungen Schwellungen Schwellungen
(nicht vermehrt | (vermehrt warm
warm oder und
schmerzhaft) schmerzhaft)
Vorversuch 1 1 1 0
(3,7 %) (3,7 %) (3,7 %)
Gruppe A 2 4 1 1
(7,4 %) (14,8 %) (3,7 %) (3,7 %)
Gruppe B 0 8 1 2
(29,6 %) (3,7 %) (7,4 %)
insgesamt 3 13 3 3
(11,1 %) (48,1 %) (11,1 %) (11,1 %)

Ein weiteres Symptom, welches bei der Mehrheit der Tiere (74,1 % oder n = 20) auftrat,
stellte eine erhohte Korpertemperatur (> 39,0° C — 39,5° C) bzw. Fieber (> 39,5° C) dar. 55,6
% (n = 15) der behandelten Tiere zeigten eine Erhohung der Korpertemperatur auf bis zu
39,5° C. 18,5 % (n = 5) der Hunde wiesen wéhrend der Behandlung zeitweilig Temperaturen
tiber 39,5° C auf. Die Gruppenunterschiede zwischen den Patienten der Gruppe A und
Patienten der Gruppe B waren mit p = 0,026 signifikant. Patienten der Gruppe B zeigten in
diesem Zusammenhang eine deutlichere Ausprigung dieser Nebenwirkung als Tiere der
Gruppe A. Die prozentuale Haufigkeit einer erh6hten Korpertemperatur bzw. Fieber ist in

Tabelle 24 dargestellt.
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Tabelle 24: Prozentuale Haiufigkeit erhohter Korpertemperaturen bzw. Fieber in den

einzelnen Behandlungsgruppen (n =27)

Patientengruppe erhohte Korpertemperatur Fieber
(> 39,0° C-39,5°C) (>39,5°C)
Vorversuch 2 0
(7,4 %)
Gruppe A 6 1
(22,2 %) (3,7 %)
Gruppe B 7 4
(25,9 %) (14,8 %)
insgesamt 15 5
(55,6 %) (18,5 %)

Bei keinem Patient musste die Therapie auf Grund von Nebenwirkungen vorzeitig

abgebrochen werden.
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4.4 Labordiagnostische Verinderungen

4.4.1 Labordiagnostische Verinderungen vor Therapie

Bei 25 von 27 Patienten (das entspricht 92,6 %) konnte vor Behandlungsbeginn eine
Hyperglobulindmie nachgewiesen werden. Diese Verdnderung spiegelte sich allerdings nur
bei 40,7 % (n = 11) der Hunde in einem erhohten Gesamtprotein wieder. 59,3 % (n = 16) der
Tiere zeigten eine Hypoalbumindmie. Eine Andmie war zu diesem Zeitpunkt bei 74,1 % (n =
20) der Patienten zu verzeichnen. Fast ein Drittel der Tiere (n = 8 oder 29,6 %) wies eine
Leukozytopenie auf. Uber ein Viertel der Tiere (n = 7 oder 259 %) zeigte eine
Thrombozytopenie. Eine Leukozytose trat bei 11,1 % (n = 3) der Patienten auf. Die bei
leishmaniosekranken Patienten héufig auftretenden Erhohungen der Harnstoff- und
Kreatininkonzentrationen im Blutplasma wurden bei 11,1 % (n = 3) der Hunde vor der
Therapie nachgewiesen. Bei keinem Tier wurden erhohte Aktivititen der Leberenzyme GPT,
AP und GLDH im Blutplasma beobachtet. Bei iiber einem Drittel der Patienten (n = 10 bzw.
37,0 %) konnte vor dem Beginn der Behandlung ein erhohter Protein-Kreatinin-Quotient im

Urin nachgewiesen werden.

Tabelle 25 gibt die prozentuale Haufigkeit charakteristischer Verdnderungen im Blutbild und
im Urin in den verschiedenen Behandlungsgruppen an. Die labordiagnostischen Befunde der

einzelnen Patienten sind in Tabelle 30 des Anhangs aufgefiihrt.
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Tabelle 25: Labordiagnostische Verdanderungen vor der Therapie mit OI-PC

Vorversuch Gruppe A Gruppe B insgesamt

Animie 2 10 8 20
(7,4 %) (37,0 %) (29,6 %) (74,1 %)

Leukozytopenie 0 5 3 8
(18,5 %) (11,1 %) (29,6 %)

Leukozytose 0 1 2 3
(3,7 %) (7,4 %) (11,1 %)

Thrombozytopenie 2 4 1 7
(7,4 %) (14,8 %) (3,7 %) (25,9 %)

Azotimie 0 2 1 3
(7,4 %) (3,7 %) (11,1 %)

Hyperproteinimie 1 2 8 11
(3,7 %) (7,4 %) (29,6 %) (40,7 %)

Hyperglobulinimie 2 12 11 25
(7,4 %) (44,4 %) (40,7 %) (92,6 %)

Hypoalbuminiimie 1 10 5 16
(3,7 %) (37,0 %) (18,5 %) (59,3 %)

Erhohte Leberenzym- 0 0 0 0

aktivititen

erhohter Protein- 2 6 6 10

Kreatinin-Quotient (Urin) (7,4 %) (22,2 %) (22,2 %) (37,0 %)

4.4.2

Labordiagnostische Verinderungen nach Therapie

Labordiagnostische Parameter wurden vor, wihrend und unmittelbar nach der Therapie sowie
6 Wochen nach Beendigung der Therapie erhoben. Obwohl der Vorversuch nur eine geringe
Patientenzahl (n =

3) umfasst, werden zundchst einige auffillige hédmatologische

Verdnderungen dieser Behandlungsgruppe dargestellt, welche mittels einfaktorieller
Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor ,,Zeit“ beziiglich ihrer Signifikanz
tiberpriift wurden. Weiterhin sollte vor allem die Beeinflussung labordiagnostischer Werte
durch die Therapie mit OI-PC in den Behandlungsgruppen A und B statistisch ausgewertet
werden. Zur Erfassung signifikanter Verdnderungen wurde in diesem Zusammenhang eine
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor ,.Zeit“ und der sich
anschlieBende Wald-Test durchgefiihrt. Hierbei sollten nach Uberpriifung eines moglichen
Gruppenunterschiedes  sowohl Zeiteffekte als  auch

signifikante signifikante

Wechselwirkungen zwischen Gruppe und Zeit erfasst werden. Die statistische Auswertung
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umfasste zum einen den Zeitraum von Therapiebeginn bis zur Kontrolluntersuchung 6
Wochen nach der Entlassung (Tag 0 — 56). Gesondert hiervon wurden die Daten von
Therapiebeginn bis zum Therapieende beziiglich signifikanter Verdnderungen iiberpriift (Tag

0- 14).

4.4.2.1 Vorversuch

Die Betrachtung hdmatologischer Parameter bei den Patienten des Vorversuchs wies iiber den
Zeitraum der Behandlung auffillige Verdnderungen des Héamatokritwertes, der
Gesamtleukozytenzahl und der Thrombozytenzahl auf. Ferner konnten Verinderungen der
sogenannten ,,mean platelet component concentration* (MPC) — ein MaB fiir die Granularitét
von Thrombozyten - und der sogenannten ,,platelet component distribution width* (PCDW)

— ein MaB fiir die Variation in der Granularitét der Blutplattchen - festgestellt werden.

2 Patienten (Hund Nr. 1 und Nr. 2) zeigten unter Therapie mit Ol-PC eine deutliche Abnahme
des Hédmatokritwertes. Bei Patient Nr. 1 sank in diesem Zusammenhang der Hdmatokritwert
um insgesamt 0,08 1/1, wihrend bei Patient Nr. 2 der Wert sogar um 0,12 1/l abnahm. Diese
Verdnderung konnte bei Patient Nr. 3 nur eingeschrinkt beobachtet werden. Der
Héamatokritwert fiel zwar auch hier innerhalb der ersten 48 Stunden nach der ersten Injektion
um 0,05 /1, stieg dann aber erneut an. Die Werte von Patient Nr. 1 und Nr. 2 blieben im
weiteren Verlauf zunichst niedrig. Abbildung 18 zeigt den Verlauf der Werte bei den

einzelnen Patienten.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf des Himatokritwertes bei den Patienten des Vorversuchs

wihrend der Therapie
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Ferner war innerhalb von 48 Stunden nach der ersten Injektion bei allen Patienten ein
deutlicher Abfall der Gesamtleukozytenzahl zu beobachten. Bei 2 Patienten (Patient Nr. 2 und
Nr. 3) sanken die Werte sogar unter den Referenzbereich. Wéhrend die Werte bei Patient Nr.
3 auf diesem Niveau im weiteren Verlauf der Therapie schwankten, stiegen sie bei Patient Nr.
1 und Nr. 2 zunédchst wieder an, um dann erneut abzufallen. Abbildung 19 gibt Auskunft iiber

die Gesamtleukozytenzahlen im Verlauf der Behandlung.
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der Gesamtleukozytenzahl bei den Patienten des

Vorversuchs wihrend der Therapie
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Die Abbildungen 20, 21 und 22 stellen den Verlauf der Thrombozytenzahlen, der MPC und
der PCDW dar. Die Patienten Nr. 1 und Nr. 2 wurden zu Behandlungsbeginn mit einer
Thrombozytopenie vorgestellt. Thre Werte stiegen unter der Therapie kontinuierlich an. Bei
Patient Nr. 3 sanken die Werte zwar ab, blieben aber iiber die gesamte Zeit im
Referenzbereich. Aullerdem wurde bei allen Patienten iiber den Zeitraum, in dem die Tiere
Injektionen erhielten, ein Abfall der MPC beobachtet. Parallel zum Abfall der MPC trat ein
Anstieg der PCDW auf.
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenzahlen bei den Patienten des

Vorversuchs wihrend der Therapie
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf der MPC bei den Patienten des Vorversuchs wahrend der
Therapie
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Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der PCDW bei den Patienten des Vorversuchs wihrend der

Therapie
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Mit Ausnahme der MPC (p = 0,042) erwiesen sich die iibrigen hématologischen

Verdnderungen als nicht signifikant.

4.4.2.2 Patientengruppe A und B

Um den Einflul der Therapie auf die Parameter des roten Blutbildes zu iiberpriifen, wurde die
Entwicklung der Erythrozytenzahl, des Hamoglobingehaltes der Erythrozyten und des
Héamatokritwertes verfolgt. Die Abbildungen 23 bis 25 geben Auskunft iiber die Entwicklung
dieser Werte. Sowohl die Erythrozytenzahl als auch der Himoglobingehalt der Erythrozyten
und der Hamatokritwert stiegen deutlich an. Bereits bei Betrachtung der Abbildungen fallt
auf, dass innerhalb der ersten 14 Tage nach Behandlungsbeginn lediglich ein geringgradiger
Anstieg der Werte zu verzeichnen war. Der Anstieg der Werte schien sich hauptsidchlich im
Zeitraum vom Behandlungsende bis zur Kontrolluntersuchung zu vollziehen. Die statistische
Auswertung bestitigt diese Beobachtung. Wiahrend bis zum 14. Tag keine signifikanten
Verdnderungen vorlagen, erwiesen sich die Verdnderungen vom Behandlungsbeginn bis zur
Kontrolluntersuchung mit p = 0,000 als signifikant. Neben einem signifikanten Zeiteffekt
konnte fiir die Erythrozytenzahl (p = 0,002), den Hamoglobingehalt der Erythrozyten (p =
0,006) und den Hamatokritwert (p = 0,015) auch eine signifikante Wechselwirkung zwischen
Gruppe und Zeit festgestellt werden. Der Anstieg der Werte in Gruppe B schien in diesem

Zusammenhang deutlicher zu sein als in Gruppe A. Bei der Interpretation des Befundes muf3
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jedoch beriicksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung nur 3 Patienten

der Gruppe B vorgestellt wurden.

Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der Erythrozytenzahl im arithmetischen Mittelwert mit
Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf des Héamoglobingehaltes der Erythrozyten im

arithmetischen Mittelwert mit Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B

S S: 10
ER
2e 07 —e— Gruppe A
§ E\ 4 - —=— Gruppe B
22,
£% “]
E E 0 | | | | | | | | |

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Zeit [Tage]

Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf des Hamatokritwertes im arithmetischen Mittelwert mit
Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Auch bei den Parametern des weissen Blutbildes konnten signifikante Verdanderungen unter
dem EinfluB der Therapie mit OI-PC verzeichnet werden. Uber den Zeitraum von
Behandlungsbeginn bis zur Kontrolluntersuchung 6 Wochen nach Beendigung der Therapie
stieg die Gesamtleukozytenzahl mit p = 0,024 signifikant an. Anhand des
Differentialblutbildes spiegelte sich der Anstieg der Gesamtleukozytenzahl in einem
signifikanten Anstieg von neutrophilen (p = 0,049) und eosinophilen (p = 0,022)
Granulozyten wieder. Die Verdnderungen der Gesamtleukozytenzahl innerhalb der ersten 14
Tage war mit p = 0,060 knapp nicht signifikant. Abbildung 26 stellt den zeitlichen Verlauf der

Gesamtleukozytenzahl dar.

Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Gesamtleukozytenzahl im geometrischen Mittelwert
mit Streufaktor bei den Patientengruppen A und B
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Der Verlauf der Thrombozytenzahl ist in Abbildung 27 dargestellt. Anhand der Abbildung
lasst sich ein deutlicher Anstieg der Thrombozytenzahl iiber den gesamten Zeitraum
beobachten. Mit Hilfe der statistischen Auswertung erwies sich dieser Anstieg mit p = 0,000
als signifikant. Neben der Thrombozytenzahl wurde als Mal fiir die Aktivierung der
Blutpléttchen die MPC und die PCDW ausgewertet. Wihrend die MPC keine signifikanten
Veranderungen aufwies, trat mit p = 0,026 innerhalb der ersten 14 Tage nach
Behandlungsbeginn eine signifikante Verdnderung der PCDW auf. Nach einem deutlichen
initialen Abfall der Werte innerhalb der ersten 7 Behandlungstage stieg die PCDW wieder auf

das Ausgangsniveau an. Da zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung nur von einem Patienten
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der PCDW-Wert vorliegt, mull dies bei der Interpretation des Befundes beriicksichtigt
werden. Der Verlauf der Werte ist in Abbildung 28 dargestellt.

Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf der Thrombozytenzahl im geometrischen Mittelwert mit

Streufaktor bei den Patientengruppen A und B

22 1000
— 800
=
g 600 _ —e— Gruppe A
EZ 400 —=— Gruppe B
@)
O
g 200
E 0 T T T T T T T T ]
= 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Zeit [Tage]

Abbildung 28: Zecitlicher Verlauf der PCDW im arithmetischen Mittelwert mit
Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Als Nierenparameter wurden neben Harnstoff und Kreatinin die Elektrolyte Natrium, Chlorid,
Kalium, Kalzium und anorganisches Phosphat ausgewertet. Weder bei Harnstoff noch bei
Kreatinin war eine signifikante Verdnderung der Werte zu verzeichnen. Dagegen schienen
einige Elektrolyte — mit Ausnahme des anorganischen Phosphats - signifikant durch die
Therapie beeinflusst worden zu sein. So konnte mit p = 0,049 bzw. p = 0,046 ein
signifikanter Anstieg von Chlorid und Natrium innerhalb der ersten 14 Tage festgestellt
werden. Kalzium zeigte mit p = 0,034 eine signifikante Wechselwirkung zwischen Gruppe
und Zeit innerhalb der ersten 14 Tage der Behandlung. Das Kalium zeigte mit p = 0,019 nicht
nur eine signifikante Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit innerhalb der ersten 14 Tage
sondern mit p = 0,030 auch iiber den gesamten Beobachtungszeitraum. Wiahrend die Werte
bei den Patienten der Gruppe A im Durchschnitt anstiegen, blieben die Werte bei den
Patienten der Gruppe B unverindert oder sanken ab. Hierbei ist jedoch erneut zu beachten,
dass zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung nur 3 Patienten der Gruppe B vorgestellt

wurden. Der Verlauf der Elektrolyte wird in den Abbildungen 29 bis 32 zusammengefasst.

Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf der Chloridkonzentration im arithmetischen Mittelwert mit

Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B

120 -
g 115 1
g — | —e— Gruppe A
= [
110 - —=— Gruppe B
=
O

105 | | |

0 7 14 21

Zeit [Tage]




4 Ergebnisse 117

Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf der Natriumkonzentration im arithmetischen Mittelwert mit

Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Abbildung 31: Zeitlicher Verlauf der Kalziumkonzentration im arithmetischen Mittelwert

mit Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Abbildung 32: Zeitlicher Verlauf der Kaliumkonzentration im arithmetischen Mittelwert mit

Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Als MaB fiir die Proteinausscheidung mit dem Urin wurde der Protein-Kreatinin-Quotient vor
Beginn und nach Beendigung der Therapie erhoben. In diesem Zusammenhang konnte mit p
= 0,007 ein signifikanter Anstieg des Protein-Kreatinin-Quotienten beobachtet werden. Der

Verlauf des Protein-Kreatinin-Quotienten wird in Abbildung 33 dargestellt.

Abbildung 33: Zeitlicher Verlauf des Protein-Kreatinin-Quotienten im geometrischen

Mittelwert mit Streufaktor bei den Patientengruppen A und B
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Die Aktivititen der Leberenzyme GPT, AP und GLDH im Blutplasma waren iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum stabil. Ferner zeigte weder das Gesamtbilirubin noch das
direkte Bilirubin sowie die Glukosekonzentration im Blutplasma signifikante Verdnderungen

im Zusammenhang mit der Therapie mit Ol-PC.

Mit p = 0,001 war ein signifikanter Anstieg der Konzentration von Albumin im Blutplasma zu
verzeichnen. Der Verlauf der Albuminkonzentration wird in Abbildung 34 dargestellt. Auch
hier zeigte sich erneut bei der statistischen Auswertung, dass der Anstieg des Albumins nicht
innerhalb der ersten 14 Tage sondern iiber den gesamten Zeitraum signifikant ist. Der
Gruppenunterschied erwies sich bei Albumin mit p = 0,001 als signifikant. Die
Globulinkonzentration dnderte sich weder wihrend des Behandlungszeitraumes noch iiber 6

Wochen signifikant.

Abbildung 34: Zecitlicher Verlauf der Albuminkonzentration im arithmetischen Mittelwert

mit Standardabweichung bei den Patientengruppen A und B
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Die Aktivititen der Pankreasenzyme zeigten iiber den gesamten Beobachtungszeitraum keine

signifikanten Verdnderungen.



120 4 Ergebnisse

4.5 Mikroskopischer Erregernachweis und PCR

Die mittels Punktion und Aspiration gewonnenen Knochenmarkproben der
leishmaniosekranken Patienten wurden sowohl einer zytologischen Untersuchung als auch
einer PCR zum Nachweis von genomischer DNA unterzogen. Auf diese Weise konnte neben
einem direkten Erregernachweis auch eine Bewertung der Blutzellbildung im Knochenmark
durchgefiihrt werden. Da im Rahmen der Infektion des Knochenmarkes die Differenzierung
und Reifung der Zellreihen gestort sein kann, war die Bewertung der Blutzellbildung im
Knochenmark bei Patienten, die im Rahmen der Leishmaniose eine Anédmie,
Thrombozytopenie oder Leukopenie aufwiesen, von besonderem diagnostischen und

prognostischen Interesse.

Mogliche Heilungserfolge — im Sinne einer Erregerfreiheit des Knochenmarkes nach
AbschluB der Therapie mit OI-PC — sollten sowohl im Vergleich der einzelnen
Patientengruppen als auch gruppeniibergreifend ausgewertet werden. Die statistische
Auswertung des Erregerstatus vor und nach Therapie erfolgte hierbei aufgrund der
Untersuchungsbefunde der PCR. Da die Auswertung zytologischer Priparate zum
Erregernachweis in der Literatur lediglich mit einer geringen Sensitivitit beschrieben wird
(FERRER, 1999; CTARAMELLA et al., 1997), wurde auf die statistische Auswertung dieser
Befunde verzichtet. In Einzelfdllen war jedoch bei positivem zytologischem Befund kein
Erregererbgut mittels PCR nachweisbar, so dass hier die Diagnosestellung mittels Zytologie
erfolgte.

Bei der gruppeniibergreifenden Auswertung muf3 darauf hingewiesen werden, dass die
verschiedenen Dosierungen und Injektionszeitpunkte in den einzelnen Gruppen

unberiicksichtigt bleiben. Diese Ergebnisse sind somit nur eingeschriankt beurteilbar.

4.5.1  Mikroskopischer Erregernachweis vor Therapie

Eine zytologische Untersuchung von Knochenmarkpunktaten wurde bei allen Patienten vor
dem Beginn der Therapie mit OI-PC durchgefiihrt. Bei 19 Tieren konnten in diesem
Zusammenhang Leishmanien mikroskopisch nachgewiesen werden (das entspricht 70,4 %).
Die mikroskopische Untersuchung der Knochenmarkpunktate bei den iibrigen Patienten (n =

8 oder 29,6 %) erbrachte ein negatives Ergebnis.
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Neben dem Erregerstatus wurde vor Therapiebeginn auch die Hamatopoese bewertet. Nahezu
ein Viertel der Tiere (n = 6 oder 22,2 %) zeigte eine verminderte Zellularitdt. Ein Drittel der
Tiere (n =9 bzw. 33,3 %) wies eine verminderte Erythropoese auf, bei fast einem Fiinftel (n =
5 oder 18,5 %) der zur Therapie vorgestellten Hunde war eine verminderte Megakaryopoese
zu verzeichnen. 14,8 % der Patienten (n = 4) fielen durch eine herabgesetzte Myelopoese auf.

Die Ergebnisse der zytologischen Untersuchungen in den einzelnen Gruppen sind in Tabelle

26 dargestellt.

Tabelle 26: Befunde der zytologischen Untersuchung des Knochenmarkes innerhalb der

verschiedenen Patientengruppen vor Therapie

Befund Vorversuch Gruppe A Gruppe B insgesamt
positiver 1 8 10 19
Leishmaniennachweis (3,7 %) (29,6 %) (37,0 %) (70,4 %)
negativer 2 4 2 8
Leishmaniennachweis (7,4 %) (14,8 %) (7,4 %) (29,6 %)
verminderte 1 3 2 6
Zellularitat (3,7 %) (11,1 %) (7,4 %) (22,2 %)
verminderte 1 5 3 9
Erythropoese (3,7 %) (18,5 %) (11,1 %) (33,3 %)
verminderte 1 3 1 5
Megakaryopoese (3,7 %) (11,1 %) (3,7 %) (18,5 %)
verminderte 0 3 1 4
Myelopoese (11,1 %) (3,7 %) (14,8 %)

4.5.2  Mikroskopischer Erregernachweis nach Therapie

Bei 16 Patienten konnten nach Beendigung der Therapie erneut Knochenmarkpunktate
gewonnen und zytologisch untersucht werden. Der Anteil der positiven Befunde lag bei 25,0
% (n = 4). 3 weitere Tiere (18,8 %) wiesen leishmaniendhnliche Strukturen im Zytoplasma
der Makrophagen auf, die nicht eindeutig von phagozytierten Bestandteilen anderer Herkunft
zu differenzieren waren, so dass bei ihnen der Verdacht auf Leishmanien bestand. Bei mehr
als der Hélfte der untersuchten Proben (n = 9 oder 56,3 %) konnten nach der Therapie keine
Erreger zytologisch nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung war bei
einem Tier (das entspricht 6,3 %) eine verminderte Zellularitit zu verzeichnen. Wéhrend bei

einem Viertel der Patienten (n = 4 oder 25,0 %) eine verminderte Erythropoese vorlag, betrug
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der prozentuale Anteil einer herabgesetzten Megakaryopoese bzw. Myelopoese 12,5 %

(n=2) bzw. 6,3 % (n = 1). Tabelle 27 zeigt die Befunde der zytologischen Untersuchung des

Knochenmarkes zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung.

Tabelle 27: Befunde der zytologischen Untersuchung des Knochenmarkes innerhalb der

verschiedenen Patientengruppen nach Therapie

Befund Vorversuch Gruppe A Gruppe B insgesamt
positiver 1 3 0 4
Leishmaniennachweis (6,3 %) (18,8 %) (25,0 %)
Verdacht auf 0 3 0 3
Leishmanien (18,8 %) (18,8 %)
negativer 2 3 4 9
Leishmaniennachweis (12,5 %) (18,8 %) (25,0 %) (56,3 %)
verminderte 0 1 0 1
Zellularitit (6,3 %) (6,3 %)
verminderte 0 3 1 4
Erythropoese (18,8 %) (6,3 %) (25,0 %)
verminderte 0 2 0 2
Megakaryopoese (12,5 %) (12,5 %)
verminderte 0 1 0 1
Myelopoese (6,3 %) (6,3 %)




4 Ergebnisse 123

4.5.3 PCR vor Therapie

Da bei 2 Patienten (Hunde Nr. 5 und 12) aufgrund einer zu geringen Menge des gewonnen
Knochenmarkpunktates lediglich eine zytologische Untersuchung eingeleitet werden konnte
(beide Patienten erbrachten ein positives zytologisches Ergebnis), gingen insgesamt 25
Patienten in die Auswertung mittels PCR ein. Bei 22 Patienten (das entspricht 88,0 %) konnte
Erregererbgut in den Proben nachgewiesen werden. 3 Tiere (12,0 %) zeigten vor der Therapie
ein negatives Ergebnis in der PCR. Tabelle 28 zeigt den prozentualen Anteil positiver PCR-

Befunde in den einzelnen Patientengruppen vor Therapie.

Tabelle 28: Befunde der PCR innerhalb der verschiedenen Patientengruppen vor Therapie

Befunde Vorversuch Gruppe A Gruppe B insgesamt
PCR positiv 2 10 10 22
(8,0 %) (40,0 %) (40,0 %) (88,0 %)
PCR negativ 1 0 2 3
(4,0 %) (8,0 %) (12,0 %)

4.5.4  PCR nach Therapie

Zur Uberpriifung eines moglichen Heilungserfolges gingen insgesamt 16 Proben von zuvor
mit Ol-PC behandelten Hunden in die Auswertung ein. Bei 14 Patienten konnte in diesem
Zusammenhang Erregererbgut nachgewiesen werden (das entspricht 87,5 %). 2 Patienten
(12,5 %) erbrachten einen negativen Befund. In Tabelle 29 werden die PCR-Befunde der

Patientengruppen zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung aufgefiihrt.

Tabelle 29: Befunde der PCR innerhalb der verschiedenen Patientengruppen nach Therapie

Befunde Vorversuch Gruppe A Gruppe B insgesamt
PCR positiv 3 9 2 14
(18,8 %) (56,3 %) (12,5 %) (87,5 %)
PCR negativ 0 0 2 2
(12,5 %) (12,5 %)
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Wegen zu geringer Patientenzahlen im Vorversuch konnte in dieser Patientengruppe keine
statistische Auswertung moglicher Heilungserfolge in Bezug auf eine Erregerfreiheit im
Knochenmark durchgefiihrt werden. Ebenso verhilt es sich mit Patienten der Gruppe B, da
auch hier eine zu geringe Patientenzahl zur Nachuntersuchung des Knochenmarkes zur
Verfligung stand. Bei Patienten der Gruppe A konnte nach der Therapie kein signifikant
erhohter Anteil von Tieren mit einer Erregerfreiheit im Knochenmark nachgewiesen werden.

Auch gruppeniibergreifend waren keine signifikant hiufigen Heilungserfolge nachweisbar.

Die Abbildungen 35 und 36 zeigen die PCR-Befunde der Patienten Nr. 4 — 11 der Gruppe A.
Sie umfassen neben der Darstellung des Erregererbgutes in den Knochenmarkproben der
Patienten auch die Darstellung des ,,house-keeping* Gens GAPDH, welches eine sachgemafle
Isolierung von DNA aus dem Knochenmark sicherstellt. Aufgrund des grossen
Probenumfanges wurde auf die Abbildung der Befunde der iibrigen Patientenproben

verzichtet.
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Abbildung 35: Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Nachweis von genomischer DNA fiir
GAPDH im Knochenmark der leishmaniosekranken Hunde (Gruppe A, Patienten Nr. 4 - 11)

in einem 2%igem Agarosegel

1000 bp

300 bp

200 bp 229 bp

100 bp (spezifisches Produkt)

Abbildung 36: Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Nachweis von parasitirer DNA fiir
L.infantum im Knochenmark der leishmaniosekranken Hunde (Gruppe A, Patienten Nr. 4 -

11) in einem 2%igem Agarosegel

1000 bp

300 bp
200 bp

100 bp
(spezifisches Produkt)

Positionen der untersuchten Proben (Abbildung 35 und 36):

Spur 1: 100 bp-Leiter; Spur 2: Positivkontrolle; Spur 3: Negativkontrolle; Spur 4: Patient Nr.
4 vor Therapie; Spur 5: Patient Nr. 4 nach Therapie; Spur 6: Patient Nr. 6 vor Therapie; Spur
7: Patient Nr. 6 nach Therapie; Spur 8: Patient Nr.7 vor Therapie; Spur 9: Patient Nr. 8 vor
Therapie; Spur 10: Patient Nr. 8 nach Therapie; Spur 11: Patient Nr. 9 vor Therapie; Spur 12:
Patient Nr. 9 nach Therapie; Spur 13: Patient Nr. 10 vor Therapie; Spur 14: Patient Nr. 10
nach Therapie; Spur 15: Patient Nr. 11 vor Therapie; Spur 16: Patient Nr. 11 nach Therapie
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5. Diskussion

Die Behandlung der kaninen Leishmaniose mit den derzeit zur Verfligung stehenden
Therapeutika gestaltet sich hiufig schwierig. Neben hohen Kosten schrinken zum Teil
deutliche Nebenwirkungen sowie die Entwicklung von Resistenzen den Einsatz der
Medikamente ein. Zudem ist bisher kein Préparat in der Lage, die Erreger vollstindig aus dem
Knochenmark zu eliminieren (GOTHE, 1991; NOLI, 1999; BANETH, 2002). Daher ist die
Entwicklung neuer Therapieansitze unerldsslich (BANETH und SHAW, 2002).

Das zur Behandlung der Leishmaniose beim Menschen entwickelte Hexadecylphosphocholin
(Miltefosin®, Zentaris AG) zeigte in vielen Studien eine gute klinische Wirksamkeit (EIBL
und UNGER, 1990; KUHLENCORD et al., 1992; SUNDAR et al., 1998; HERWALDT,
1999; JHA et al., 1999; SUNDAR et al, 1999; MAX-PLANCK-INSTITUT FUR
BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000; BANETH, 2002). Leider ist der Einsatz beim Hund
haufig mit schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden (BANETH, 2002; DEPLAZES und
METTLER, 2003) und scheint sich aus diesem Grund nicht zur Behandlung der kaninen

Leishmaniose zu eignen.

Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Studie ein dem Hexadecylphosphocholin
strukturell eng verwandter Wirkstoff — das Oleyl-Phosphocholin (O1-PC) - eingesetzt. Ziel der
eigenen Untersuchungen war es, neben der Priifung der klinischen Wirksamkeit auch den
EinfluB des Préparates auf krankheitsbedingt verdnderte Parameter in Blut und Urin zu
priifen. AuBerdem sollte untersucht werden, ob im Rahmen der Behandlung mit OI-PC eine
Erregerfreiheit des Patienten zu erzielen ist. Mdgliche Nebenwirkungen sollten erfasst und
deren Tolerierbarkeit {iiberpriift werden. Die Auswertung der Ergebnisse mul} unter
Berticksichtigung der Patientendaten erfolgen, da diese die Befunde nachhaltig beeinflussen

konnen.

Abschliefend sollen die Ergebnisse der Studie beziiglich klinischer Wirksamkeit,
Remissionszeit, Nebenwirkungen und Heilungsrate mit den in der Literatur beschriebenen
Angaben zur Therapie der kaninen Leishmaniose mit N-Methyl-Glucamin (Glucantime®,

Rhone Mérieux) - dem derzeitigen Mittel der Wahl - verglichen werden.
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5.1 Patienten

5.1.1 Alter der Patienten

Obwohl die Leishmaniose keine Alterspradisposition aufweist, wird die Erkrankung auf
Grund ihrer langen Inkubationszeit nur selten bei sehr jungen Tieren diagnostiziert (NOLI,
1999). AuBlerdem bedingt der lebensverkiirzende Effekt der Leishmaniose, dass die Krankheit
selten bei sehr alten Hunden festgestellt wird (CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999).
Diese in der Literatur beschriebenen Beobachtungen treffen auch fiir die eigenen
Untersuchungen zu: Kein Patient war jiinger als 1 Jahr und lediglich zwei Patienten wiesen
ein Alter von iiber 8 Jahren auf. Die iiberwiegende Mehrheit der behandelten Tiere (92,5 %)
war zwischen 1 und 8 Jahren alt. Auch diese Beobachtung entspricht anndhernd den
Literaturangaben: GOTHE (1991) wertete 187 Leishmania-infizierte Patienten aus und stellte
fest, dass das Alter der meisten Tiere zwischen 2 und 10 Jahren lag. CTARAMELLA et al.
(1997) untersuchten 150 erkrankte Hunde und gaben fiir die meisten Tiere ein Alter zwischen

3 und 7 Jahren an.

Da das Durchschnittsalter der zur Therapie mit Ol-PC vorgestellten Hunde 4,2 Jahre betrug,
ist eine negative Beeinflussung der Ergebnisse auf Grund eines sehr hohen
Durchschnittsalters — beispielsweise durch die Einschrinkung von Organfunktionen

geriatrischer Patienten - nicht zu erwarten.

5.1.2 Geschlechtsverteilung

Bei der Leishmaniose handelt es sich um eine Erkrankung ohne geschlechtsspezifische
Pradisposition (NOLI, 1999). Diese Angabe entspricht den eigenen Beobachtungen, da

mannliche und weibliche Tiere etwa zu gleichen Anteilen in der Studie vertreten waren.

5.1.3  Rassen- und Gewichtsverteilung

Laut NOLI (1999) liegt fiir diese Erkrankung keine Rasseprédisposition vor. Jedoch scheinen
kleinere Rassen moglicherweise wegen ihrer eher hduslichen Lebensweise seltener betroffen
zu sein als grossere Tiere. In den eigenen Untersuchungen wurde kein Hund mit einem
Gewicht unter 5 kg vorgestellt und nur etwa ein Zehntel der Patienten (n = 3 bzw. 11,1 %)

wog unter 10 kg.
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CIARAMELLA et al. (1999) stellten aufgrund ihrer Untersuchungen fest, daBl die
tiberwiegende Mehrheit der Patienten Mischlingshunde sind. In den eigenen Untersuchungen
dominierten ebenfalls Mischlingshunde mit insgesamt 63,0 % gegeniiber reinrassigen Hunden
mit 37,0 %. Eine Rassedisposition ist somit auch hier nicht feststellbar. Jedoch muf} in diesem
Zusammenhang bedacht werden, dass der erhohte Anteil von Mischlingshunden vermutlich
nicht auf eine erh6hte Empfindlichkeit dieser Tiere gegeniiber den Erregern zuriickzufiihren
ist. Vielmehr handelt es sich bei der iiberwiegenden Mehrheit der importierten Tiere in der
Regel um eingefangene, zuvor freilebende Hunde aus einer Population mit einem hohen
Anteil von Mischlingen, die auf Grund ihrer Lebensweise den Parasiten und ihren Vektoren

fortwéhrend ausgesetzt waren.

5.1.4 Auslandsanamnestik

Die zur Behandlung mit OI-PC vorgestellten Tiere wurden iiberwiegend aus Spanien
importiert. GOTHE (1991) fand bei seinen Untersuchungen ebenfalls einen erhohten Anteil
von aus Spanien stammenden Patienten. Weitere Patienten kamen iiberwiegend aus anderen
stideuropdischen Landern wie beispielsweise Italien oder Griechenland. Er begriindete dies
nicht mit einem erhohten Infektionsrisko in diesen Liandern gegeniiber anderen endemischen
Gebieten, sondern mit der Tatsache, dass es sich hierbei um fiir deutsche Touristen hdufig
besuchte Urlaubsziele handelt, in denen die Vermittlung von herrenlosen Tieren auf Grund

eines groflen tierschiitzerischen Engagement gut organisiert ist.

Von entscheidender Bedeutung fiir die Auswertung der Befunde erscheint die Tatsache, dass
kein Tier nach Abschlufl der Therapie erneut in endemische Gebiete verbracht wurde. Eine

mogliche Reinfektion kann auf diese Weise ausgeschlossen werden.

5.1.5  Vorbehandlung

Fast die Halfte der Hunde (n = 13 oder 48,1 %), die zur Behandlung mit Ol-PC vorgestellt
wurden, waren bereits mit Allopurinol oder Glucantime® vorbehandelt. Haufig fiihrte ein
Nichtansprechen dieser Therapien zur Vorstellung in der Klinik fiir Kleintiere in Giessen. Die
Ursachen fiir die geringe Wirkungsweise der vorherigen Behandlungen sind nicht bekannt.
Jedoch muB} bei der Auswertung der Ergebnisse bedacht werden, dass es sich gegebenenfalls
zum Teil um eine vorselektierte Patientenpopulation handelt, die nur eingeschriankt

therapierbar erscheint. Ursachen konnten hierfiir beispielsweise ein vorherrschendes
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Zytokinmuster mit dominierenden Th-2-Zellen, ein hohe Erregerdichte oder Patienten mit

einer iiberwiegend chronischen Symptomatik sein.

5.1.6  Vorliegen weiterer Reisekrankheiten

Bei 2 Patienten (Hunde Nr. 10 und 12) lagen neben einer Leishmaniose noch weitere
Infektionen vor, die sich die Tiere wihrend ihres Aufenthaltes im Ausland zugezogen haben.
Bei diesen Tieren muf} bei der Interpretation des Behandlungserfolges in den nachfolgenden
Kapiteln unter Umstidnden bedacht werden, dass diese Coinfektionen die Symptomatik und in
diesem Zusammenhang auch die Prognose des Tieres nachhaltig verschlechtern konnen, ohne

dass dies auf ein Scheitern der Therapie mit OI-PC zuriickzufiihren ist.

5.2 Klinische Wirksamkeit

Zur Bewertung der klinischen Wirksamkeit des Prédparates sollte neben der Besserung der
klinischen Symptomatik auch die Dauer der klinischen Beschwerdefreiheit nach erfolgter
Therapie beriicksichtigt werden. Daher wurde sowohl die Symptomatik vor und nach
Therapie mittels Mc-Nemar-Test hinsichtlich signifikanter Verdnderungen {iberpriift, als auch

die Dauer der Remissionszeit mittels Mantel-Cox-Test beurteilt.

Betrachtet man die Literaturangaben liber die prozentuale Hiufigkeit der verschiedenen
klinischen Symptome der Leishmaniose, so variieren diese deutlich (SLAPPENDEL, 1988;
GOTHE, 1991; CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999). Die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen zeigten zum Teil ebenfalls deutliche Abweichungen von den Angaben in der
Literatur. Jedoch zahlten auch hier Hautverdnderungen, generalisierte
Lymphknotenvergréerung und Lethargie zu den am héufigsten diagnostizierten Befunden.
Bei den Hautverdnderungen dominierte entsprechend den Literaturangaben eine exfoliative
Dermatitis (NOLI, 1999). Weiterhin wurden ulzerative Verdnderungen der Haut auch in den
eigenen Untersuchungen sehr hdufig diagnostiziert. Bei etwa der Hilfte der Patienten konnten
blasse Schleimhiute festgestellt werden. Ahnliche Angaben finden sich bei CTARAMELLA
et al. (1997), die das Auftreten dieses Symptoms bei 58 % der betroffenen Tiere beschreiben.
Selten zu beobachtende Symptome waren dagegen Gewichtsverlust und Epistaxis, welche in
den eigenen Untersuchungen jeweils bei etwa einem Fiinftel der leishmaniosekranken Hunde
zu verzeichnen waren. Auch diese Beobachtungen spiegeln sich in einigen Literaturangaben
wieder (CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999). Obwohl der in der Regel chronische

Verlauf der Erkrankung héufig eine Beeintrdchtigung der Nierenfunktion nach sich ziehen
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kann, manifestierte sich lediglich bei 11,1 % der Patienten eine Niereninsuffizienz. NOLI
(1999) gibt fiir dieses Symptom eine prozentuale Haufigkeit von 16 — 32 % an. Die
prozentuale Héufigkeit von Fieber und Anorexie wird in der Literatur mit bis zu 70 %
beschrieben (NOLI, 1999). In den eigenen Untersuchungen wurden diese Symptome nur in
Einzelfdllen diagnostiziert. Dies entspricht den Beobachtungen von CIARAMELLA et al.
(1997), die bei 17 % der Patienten Anorexie und bei 4 % der leishmaniosekranken Hunde
Fieber feststellen konnten. Uber ein Viertel der Patienten (n = 7 bzw. 25,9 %) wies in der
vorliegenden Studie Bewegungsstorungen auf, die sich in der Regel in rezidivierenden
Lahmheiten duBerten. Einen &hnlich hohen prozentualen Anteil dieses Symptoms
verzeichnete auch SLAPPENDEL (1988) mit 37,5 % bei den leishmaniosekranken Hunden
seiner Untersuchung. Abweichend hierzu gibt NOLI (1999) eine Beteiligung der Gelenke am
Krankheitsgeschehen in nur 4 — 4,6 % der Fille an. Moglicherweise fithren unterschiedliche
Bewertungskriterien fiir das Symptom ,,Arthropathie zu diesen deutlich abweichenden

Befunden.

Bevor eine statistische Auswertung der klinischen Wirksamkeit des Préparates erfolgt, soll
zunichst auf die Schwierigkeiten hingewiesen werden, die sich bei der Erfassung der

Patientendaten ergaben:

1. Trotz einer ausreichenden Patientenzahl fiihrte die unterschiedliche Manifestation der
Erkrankung dazu, dass einige Symptome selten auftraten. Somit ist die statistische
Auswertung der klinischen Wirksamkeit von Symptomen nicht moglich, die in zu
geringer Frequenz vorlagen (n < 5). Dies war insbesondere fiir den Gruppenvergleich
von entscheidender Bedeutung, da hier in beiden Gruppen ein Symptom in
ausreichender Haufigkeit vorhanden sein musste. Bei einigen Symptome war dies
leider nicht der Fall.

2. Erschwerend wirkte sich die Tatsache aus, dass einige Patienten nicht von ihren
Besitzern zur Nachuntersuchung vorgestellt wurden. Die entsprechenden Daten lagen
somit nicht zur Auswertung vor. Um diesen ,,Datenverlust® nach Moglichkeit
einzuschrianken, wurde der Verlauf einiger Symptome (z.B. Anorexie, Lethargie,
Gewichtsverlauf) telefonisch bei den Besitzern abgefragt. Symptome, die wegen
mangelnder fachlicher Kenntnisse nicht von den Besitzern beurteilt werden konnten
(z.B. generalisierte LymphknotenvergroBerung) blieben bei der nachfolgenden

Auswertung unberiicksichtigt.



5 Diskussion 131

3. Eine weiterfilhrende intensive medizinische Betreuung wihrend des stationdren
Aufenthaltes, z.B. in Form von Infusionen bei Patienten mit einer Niereninsuffizienz,
die Verabreichung einer Bluttransfusion bei lebensbedrohlichen Anédmien oder die
Gabe von Doxyzyklin zur Behandlung einer gleichzeitig vorliegenden Ehrlichiose
kann die Entwicklung der klinischen Symptomatik deutlich beeinflussen. Dies muf3
bei der Auswertung der Befunde gegebenenfalls beriicksichtigt werden.

4. Nach Abschlu3 der Behandlung mit Ol-PC wurde einigen Tiere Allopurinol in einer
Dosierung von 10 mg/kg KGW zwei mal tiglich auf Dauer verabreicht. Auch hier
mul eine mogliche Beeinflussung der klinischen Symptomatik und der Remissionszeit
bedacht werden.

5. Da es sich bei zwei Drittel der Patienten, die zur Therapie mit Ol-PC vorgestellt
wurden, um bereits erfolglos vorbehandelte Tiere handelt, mufl eine mdgliche
Vorselektion in der Patientenpopulation und infolgedessen eine mdgliche
Beeinflussung der Ergebnisse in Betracht gezogen werden.

6. Patienten, die unter chronischen = Symptomen im  Rahmen  einer
Immunkomplexerkrankung (z.B. Niereninsuffizienz, Arthropathien) litten, wurden
ebenfalls in die Studie aufgenommen. Eine Besserung der Symptome ist bei diesen
Patienten allerdings nur bedingt zu erwarten, so dass auch durch diese Befunde das

Ergebnis der Studie negativ beeinflusst werden kann.

Obwohl einige Symptome bei einer zu geringen Patientenzahl zu verzeichnen waren und
daher nicht beziiglich der Wirksamkeit von OI-PC statistisch ausgewertet werden konnten,
deuten die Ergebnisse auf eine gute klinische Wirksamkeit des Priparates hin. Betrachtet man
die Gesamtheit aller Symptome, so ergaben sich hier sowohl fiir Gruppe A als auch fiir
Gruppe B signifikante Besserungen der Krankheitsanzeichen. Hinweise auf eine
unterschiedliche klinische Wirksamkeit in diesen beiden Patientengruppen lagen nicht vor.
Jedoch liegen Hinweise auf eine geringere klinische Wirksamkeit beziiglich des Vorversuchs
vor. Ursache hierfiir konnte die geringere Dosierung des Wirkstoffes (4,2 pmol/kg) bei einer

geringeren Anzahl von Injektionen (5) pro Behandlungsintervall sein.

14,8 % der Hunde (n = 4) zeigten keine Besserung der krankheitsbedingten Verdnderungen.
Zu diesen Patienten zdhlten 2 Tiere (Patient Nr. 6 und Nr. 23) mit einer dekompensierten
chronischen Niereninsuffizienz. Eine Besserung dieser Symptomatik trotz begleitender

Infusionstherapie kann auf Grund des chronischen Charakters und des fortgeschrittenen
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Erkrankungsstadium nur eingeschriankt erwartet werden. Ein weiteres Tier (Patient Nr. 12)
wies neben der Leishmaniose eine Infektion mit Ehrlichia canis auf und musste aufgrund
rezidivierender Blutungen bei einer hochgradigen Thrombozytopenie euthanasiert werden.
Das Ausbleiben der Besserung ist in diesem Fall hochstwahrscheinlich auf die Ehrlichiose
zuriickzufiihren, da solch hochgradige Thrombozytopenien in der Regel nicht durch eine
Leishmaniose hervorgerufen werden. Der Patient wies zum Zeitpunkt der stationdren
Aufnahme 14 x 10°/1 Thrombozyten im Blut auf. Bei dem vierten Patienten (Hund Nr. 20)
handelte es sich um einen Therapiewiederholer, der im Rahmen der ersten Behandlung eine
gute Besserung der klinischen Symptomatik gezeigt hatte. Ob in diesem Zusammenhang die
verminderte Wirksamkeit des Pridparates auf einer verringerten Ansprechbarkeit der Erreger

nach der ersten Therapie beruht, konnte bisher nicht geklart werden.

Im AnschluB an die Durchfithrung der Therapie fiel bei der weiteren Beobachtung einiger
Patienten auf, dass sich die klinische Symptomatik auch nach Erhalt aller Injektionen in den
darauffolgenden Tagen und zum Teil Wochen kontinuierlich besserte. Ursdchlich konnte
hierfiir beispielsweise eine lange Halbwertszeit des Wirkstoffes in Betracht gezogen werden.
Ergebnisse pharmakokinetischer Untersuchungen beziiglich OI-PC liegen jedoch nicht vor.
Allerdings konnte die lange Halbwertszeit des Strukturanalogons Hexadecylphosphocholin,
die mit 8 Tagen angegeben wird (MURRAY et al., 2000), auf eine dhnlich lange Zeitspanne
bei OI-PC hinweisend sein. Mdglicherweise konnte auch eine Reduktion der Erregerzahl nach
initialer Therapie zu einer Regeneration der korpereigenen Abwehr und somit zu einer

fortschreitenden Besserung der klinischen Symptomatik nach dem Behandlungsende fiihren.

Als einschrinkend fiir den Einsatz von OI-PC in den vorgegebenen Dosierungen mul3 die
kurze klinische Remissionszeit angesehen werden. Die Hélfte der Patienten der Gruppe A,
bzw. die Hilfte der Patienten der Gruppe B zeigte eine deutliche Verschlechterung der
Symptome bereits 4 bzw. 7 Wochen nach Beendigung der Therapie. Eine Ursache fiir die
Unterschiede der klinischen Remissionszeit beider Behandlungsgruppen ist nicht bekannt.
Eine hohere Gesamtdosis, die die Patienten der Gruppe A mit 56 pmol/kg gegeniiber
Patienten der Gruppe B mit 47,7 umol/kg erhielten, wiirde sogar eine nachhaltigere Wirkung
des Préparates in Gruppe A vermuten lassen. Eventuell vermdgen vielleicht die tdglichen
Injektionen tliber 9 Tage bei den Patienten der Gruppe B einen hoheren Wirkstoffspiegel und

damit eine raschere und effizientere Reduktion der Erregerdichte zu erzielen, als dies nach
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dem Behandlungsschema der Gruppe A der Fall ist (4 Injektionen an aufeinanderfolgenden

Tagen, 4 weitere Injektionen jeweils jeden 2. Tag).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich bei der Anwendung des Prdparates Hinweise auf
eine gute klinische Wirksamkeit ergeben, jedoch die kurze Dauer der klinischen
Remissionszeit den FEinsatz des Pridparates in den bisher vorgegebenen Dosierungen
einschrinkt. In diesem Zusammenhang sollte gegebenenfalls eine Erhdhung der Dosierung
sowie eine Erhohung der Anzahl der Injektionen fiir nachfolgende Untersuchungen tiberdacht

werden.

Um auch Symptome in die Auswertung einbeziehen zu konnen, die bisher auf Grund einer zu
geringen Patientenzahl mit diesen Krankheitsanzeichen nicht ausgewertet werden konnten,
sind weitere Untersuchungen bei einer groBBeren Anzahl von Patienten notwendig. In diesem
Zusammenhang empfiehlt sich die Behandlung bisher nicht therapierter leishmaniosekranker

Hunde, um eine Vorselektion schwierig zu therapierender Tiere generell zu vermeiden.

5.3 Nebenwirkungen

Im Rahmen der Behandlung leishmaniosekranker Hunde mit OI-PC fielen vor allem
gastrointestinale Symptome sowie Schwellungen im Bereich der Injektionsstellen und eine

erhohte Korpertemperatur bzw. Fieber bei den Patienten auf.

Bei der Erfassung und Auswertung der Nebenwirkungen ergaben sich folgende

Schwierigkeiten:

1. Einige Patienten zeigten gastrointestinale Symptome oder Fieber bereits vor
Behandlungsbeginn im Rahmen der Leishmaniose. Bei diesen Tieren waren daher im
Verlauf der Therapie Krankheitssymptome und Nebenwirkungen schwer
voneinander abzugrenzen. Hierzu zdhlten insbesondere die drei Hunde der Studie,
die im Rahmen der Leishmaniose eine chronische Niereninsuffizienz aufwiesen und
mit Inappetenz (Patient Nr. 5) bzw. Anorexie (Patient Nr. 7 und 23) in der Klinik
vorgestellt wurden. Zu Beginn der Therapie zeigte Patient Nr. 7 zunichst Inappetenz,
die sich jedoch bald besserte. Bei den Patienten Nr. 5 und 23 blieb die reduzierte
Futteraufnahme iiber den gesamten Behandlungszeitraum bestehen. Beide Patienten

entwickelten unter der Therapie weitere gastrointestinale Symptome (Vomitus und
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Diarrhoe). Ob diese Symptome im Rahmen der fortschreitenden Niereninsuffizienz
oder als unerwiinschte Wirkung des Prédparates zu werten sind, bleibt offen. Hund Nr.
16 wurde im Rahmen der Erkrankung mit therapieresistentem Fieber vorgestellt.
Auch hier blieb unter Therapie die Korpertemperatur zuniachst weiter erhoht. Eine
Abgrenzung zwischen klinischem Symptom und Nebenwirkung ist somit auch hier
nicht moglich.

2. Patient Nr. 2 litt bereits vor Beginn der Therapie an Diarrhoe. Bei einer
Kotuntersuchung konnte ein erhohtes Vorkommen von Clostridium perfringens
nachgewiesen werden. Diese gram-positiven Bakterien koénnen bei Hunden
Diarrhoen verursachen (JERGENS und WILLARD, 2000). Im folgenden
Therapieverlauf zeigte das Tier in den ersten 4 Behandlungstagen weiterhin breiigen
Kotabsatz. Die Infektion des Tieres mit Clostridium perfringens erschwert somit die
Differenzierung von einer unerwiinschten Wirkung des OI-PC.

3. Hund Nr. 10 erhielt zur Therapie der zu Behandlungsbeginn diagnostizierten
Ehrlichiose Doxycyclin. Das zu den Tetracyclinen zdhlende Antibiotikum kann
gastrointestinale Storungen wie Vomitus und Diarrhoe verursachen (KROKER,
2002). Der Patient zeigte im Rahmen der Behandlung neben Inappetenz und
Anorexie auch breiigen Kotabsatz und Vomitus. Ob ursédchlich das Doxycyclin oder

das OI-PC fiir diese Symptomatik verantwortlich ist, konnte nicht geklart werden.

Da bisher keine weiteren Untersuchungsergebnisse iiber den Einsatz von OI-PC bei Hunden
bekannt sind, liegen in der Literatur keine Hinweise auf Nebenwirkungen dieses Wirkstoffes
vor. Auf Grund der engen strukturellen Verwandtschaft bietet sich jedoch ein Vergleich der
Nebenwirkungen des Hexadecylphosphocholins an, welches in zahlreichen Studien beim

Menschen und auch beim Hund zur Behandlung der Leishmaniose eingesetzt wurde.

EIBL (2000) berichtet von hochgradigen, nicht zu tolerierenden Ulzerationen im Bereich der
Injektionsstelle nach subkutaner Verabreichung von Hexadecylphosphocholin. Die subkutane
Injektion von OI-PC fiihrte dagegen in der Regel lediglich zu mittelgradigen Schwellungen.
Hochgradige entziindliche und schmerzhafte Schwellungen wurden nur in Einzelfdllen
beobachtet. Ulzerationen oder Abszessbildungen traten nicht auf. Diese Nebenwirkung ist
daher als tolerierbar einzustufen zumal die Schwellungen unmittelbar nach Gabe der letzten
Injektion ohne zuriickbleibende Schidigung des betroffenen Gewebes verschwanden. Nur bei

Patient Nr. 20 dauerten die Schwellungen laut Besitzerangaben noch iiber mehrere Tage nach
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der letzten Injektion an. Dieser Hund wies zuvor hochgradige, schmerzhafte Schwellungen
der Injektionsstelle auf. Da dieses Tier bereits einer 2. Behandlung mit OI-PC unterzogen
wurde, ist eine Sensibilisierung gegen das Priparat nicht sicher auszuschlieen. Der zweite
Patient, der mehrfach mit OI-PC behandelt wurde, zeigte jedoch keine Zunahme der
Symptomatik nach erneuter Verabreichung des Wirkstoffes. Die Nebenwirkungen scheinen in
threr Auspragung nicht von der Dosierung des Wirkstoffes abhéngig zu sein, da zwischen den
Patienten der Gruppe A und der Gruppe B keine signifikanten Unterschiede in der Intensitét

der Schwellungen bestehen.

Gastrointestinale Symptome, in Form von Vomitus und Diarrhoe waren die am hédufigten zu
beobachtenden Nebenwirkungen beim Einsatz von Hexadecylphosphocholin beim Menschen
(SUNDAR et al., 1999). 62 % der Patienten zeigten bei der Therapie mit Miltefosin®
gastrointestinale Symptome (JHA et al., 1999). Diese waren jedoch nur von kurzer Dauer und
milder Auspriagung und traten 0,5 — 2 Stunden nach der Verabreichung des Medikamentes auf
(HERWALDT, 1999; JHA et al., 1999). Beim Einsatz von Hexadecylphosphocholin bei
Hunden waren schwerwiegende, nicht zu tolerierende gastrointestinale Symptome zu
verzeichnen (BANETH und SHAW, 2002). DEPLAZES et al. (2003) berichtet in diesem
Zusammenhang von einer Studie, die auf Grund der deutlichen Nebenwirkungen abgebrochen
werden musste. Im Rahmen der eigenen Untersuchungen mit Ol-PC waren gastrointestinale
Symptome mit fast 90 % zwar auch bei der iliberwiegenden Mehrheit der Patienten zu
verzeichnen, jedoch musste in keinem Fall die Therapie auf Grund dieser Nebenwirkungen
beendet werden. In den meisten Fillen traten die gastrointestinalen Symptome nur zeitweilig
und in Form von Inappetenz und breiigem Kotabsatz auf. Auch diese Nebenwirkungen
erscheinen somit tolerierbar. Die Intensitdt der Nebenwirkungen sind wahrscheinlich nicht
von der Dosierung des Priparates abhingig, da keine signifikanten Unterschiede
diesbeziiglich zwischen den Patienten der Gruppe A und Gruppe B festgestellt werden
konnten. Diese Beobachtung wurde auch beim Einsatz von Hexadecylphosphocholin in der

Humanmedizin gemacht (JHA et al., 1999).

Uber das Auftreten einer erhhten Korpertemperatur bei der Verabreichung von Miltefosin®
bei Menschen und Hunden sind bisher keine Angaben in der Literatur zu finden. Fraglich
bleibt, ob es sich bei der erhohten Korpertemperatur bzw. Fieber im Rahmen der Behandlung
mit Ol-PC um eine Nebenwirkung im engeren Sinne handelt oder ob dieses Symptom

sekundir bedingt ist. Denkbar wére in diesem Zusammenhang beispielsweise auch eine
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Reaktion des Organismus auf eine erhohte Anzahl absterbender Erreger unter der Therapie.
Vergleicht man die Intensitit der Nebenwirkungen zwischen den Behandlungsgruppen A und
B, so fillt ein schwach signifikanter Unterschied auf. Das Auftreten einer erhdhten
Korpertemperatur ist in Gruppe B deutlicher ausgeprigt als in Gruppe A. Eine Ursache
konnte hierfiir nicht gefunden werden zumal die Gesamtdosis des Wirkstoffes zum Zeitpunkt
des Auftretens der Nebenwirkung (liberwiegend in der Mitte des gesamten
Behandlungszeitraumes) in Gruppe A mit 35 pmol/kg sogar geringgradig hoher ist als in
Gruppe B mit 31,8 umol/kg.

Zusammenfassend ldsst sich darstellen, dass ein groBer prozentualer Anteil der Patienten
unter der Verabreichung von Ol-PC von Nebenwirkungen betroffen ist. Jedoch bestand bei
keinem Patient die Notwendigkeit, die Behandlung auf Grund nicht zu tolerierender
Nebenwirkungen zu beenden. Die unerwiinschten Wirkungen des Prédparates sind somit

insgesamt als tolerierbar einzustufen.

5.4 Labordiagnostische Verinderungen

Die statistische Auswertung labordiagnostischer Parameter unter dem Einflufl der Therapie
mit OI-PC diente neben der Erfassung der Wirksamkeit beziiglich krankheitsbedingter
Verianderungen im Blutbild und Urin auch der Erfassung von Nebenwirkungen. Hierbei galt
es eine mogliche Toxizitdt des Wirkstoffes gegeniiber den verschiedenen Organsystemen
aufzudecken, bevor gegebenenfalls eine klinische Symptomatik in Erscheinung tritt. Die
Befunde des Vorversuchs und der beiden Behandlungsgruppen A und B werden in diesem
Zusammenhang auf Grund der unterschiedlichen Ergebnisse getrennt voneinander diskutiert.
Zuvor wird die prozentuale Haufigkeit von labordiagnostischen Verdnderungen in den

eigenen Untersuchungen mit den Angaben in der Literatur verglichen.

Die in der Literatur befindlichen Angaben {iber die prozentuale Haufigkeit charakteristischer
labordiagnostischer Verdnderungen stimmt zum groften Teil mit den Befunden der eigenen
Untersuchungen tiberein. So trat eine Hyperglobulindmie in den eigenen Untersuchungen bei
92,6 % der Patienten auf. Dieser hohe Anteil spiegelt sich in den Angaben von NOLI (1999)
wieder, die eine prozentuale Haufigkeit von 70 — 100 % angibt. Wahrend in Folge einer
Hyperglobulindmie in 63,3 - 91 % der Fille eine Hyperproteindmie zu resultieren scheint,
konnte dies bei den eigenen Patienten nur bei 40,7 % beobachtet werden. Ursache hierfiir sind

die zum Teil hochgradigen Hypoalbuminimien, die eine Erhohung des Gesamtproteins
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unterdriicken. In einer Untersuchung von CIARAMELLA et al. (1997) an 150
leishmaniosekranken Hunden lag der prozentuale Anteil der Hypoalbumindmien bei 68 % der
Patienten. Dies entspricht in etwa den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen, in denen eine

erniedrigte Albuminkonzentration bei 59,3 % der Tiere zu verzeichnen war.

Die Angaben iiber die Haufigkeit von Andmien schwanken in der Literatur sehr deutlich und
werden mit 21 — 94,2 % angegeben (SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et al., 1997;
NOLI, 1999). In der eigenen Arbeit traten Andmien mit 74,1 % vergleichsweise hédufig auf.

SLAPPENDEL (1988) stellte bei fast einem Viertel der erkrankten Patienten eine
Leukozytopenie fest. Leukozytosen traten dagegen wesentlich seltener auf. Eine Erh6hung
der Gesamtleukozytenzahl war nur bei etwa einem Zehntel der Tiere zu verzeichnen. Dies
entspricht den eigenen Beobachtungen. Fast ein Drittel der leishmaniosekranken Hunde zeigte
eine Leukozytopenie. Eine Leukozytose lag dagegen auch hier nur bei etwa einem Zehntel der

Patienten vor.

In der Literatur wird die prozentuale Haufigkeit von Thrombozytopenien mit 29,3 — 50 %
angegeben (SLAPPENDEL, 1988; CTARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999). In den eigenen

Untersuchungen trat eine Thrombozytopenie bei 25,9 % der Tiere auf.

In der vorliegenden Arbeit fiel nur ein geringer Anteil von Patienten mit einer Azotdmie auf.
Wihrend in der Literatur die Angaben zwischen 16 — 45 % variieren (SLAPPENDEL, 1988;
CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999), war sie nur bei 11,1 % der eigenen Patienten zu
verzeichnen. Auch ein erh6hter Proteinverlust iiber die Niere, trat nur bei 37 % der Patienten
auf. Obwohl sich entsprechende Angaben in der Literatur finden, werden Proteinurien im
Gegensatz zu den eigenen Beobachtungen in der Regel bei der iiberwiegenden Mehrheit der
Tiere festgestellt (SLAPPENDEL, 1988; NOLI, 1999). Fiir den relativ geringen Anteil von
Patienten mit einer Nierenparenchymschddigung in der vorliegenden Arbeit konnten
ursidchlich gegebenenfalls die wiederholten Vorbehandlungen bei vielen Tieren in Betracht
gezogen werden, die eine massive Schadigung der Niere bei Anstieg der Immunkomplexe

frithzeitig verhindert haben.

Eine Erhohung der Leberenzymaktivititen, die auf einer Schidigung des Leberparenchyms

beruht und im Rahmen eines akuten Krankheitsschubes auftreten kann, wurde in
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verschiedenen Untersuchungen bei einer deutlich abweichenden Anzahl von Patienten
festgestellt. Wahrend SLAPPENDEL (1988) eine Erhohung der Leberenzymaktivitét bei 82
% der Tiere diagnostizierte, traten diese Verdanderungen nur bei 16 % der Patienten von
CIARAMELLA (1997) auf. In den eigenen Untersuchungen war bei keinem Tier eine
Erhohung von GPT, AP oder GLDH vor Behandlungsbeginn zu verzeichnen.

Infolge der geringen Patientenzahl im Vorversuch ist die Wirksamkeit des Préparates
beziiglich krankheitsbedingter Verdnderungen im Blutbild und Urin nur eingeschrinkt
statistisch auswertbar. Jedoch konnen sich aus der Beobachtung der labordiagnostischen
Parameter Hinweise auf die Art und den Schweregrad moglicher Nebenwirkungen ergeben.
Wihrend sich die iibrigen, hier nicht aufgefiihrten Parameter bei den Patienten des
Vorversuchs als stabil erwiesen, waren folgende hédmatologische Verdnderungen zu

verzeichnen:

1. Abfall der Erythrozytenzahl
Bei allen Patienten des Vorversuchs konnte im Rahmen der Behandlung mit OI-PC ein
initialer Abfall der Erythrozytenzahl beobachtet werden. Wahrend Patient Nr. 3, der
vor Behandlungsbeginn eine Andmie aufwies, bereits nach Beendigung der Therapie
die Ausgangswerte wieder erreicht hatte, blieben die Werte von Patient Nr. 1 und Nr.
2 noch tiiber einen ldngeren Zeitraum erniedrigt. Eine Ursache fiir das Absinken der
Werte konnte bisher nicht eindeutig gefunden werden. Allerdings zeigte Patient Nr. 1
24 — 72 Stunden nach der ersten Injektion eine deutliche orange Féarbung des Urins.
Dies deutet auf eine intravasale Hdmolyse hin. Bei dem strukturell eng verwandten
Hexadecylphosphocholin (Miltefosin®™) konnte eine Héamolyse im Zusammenhang mit
einer intravendsen Verabreichung des Wirkstoffes beobachtet werden (MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). Klinische und
labordiagnostische Hinweise auf Blutungen in Form einer erhdhten Blutungsneigung,
verdanderter Gerinnungsparameter oder ein Sinken des Gesamtproteins lagen nicht vor.
Ein Absinken des Hématokritwertes durch eine Verminderung der Erythropoese
erscheint als auslosende Ursache ebenfalls unwahrscheinlich. Da die Reifung von
Erythrozyten eine Zeitspanne von etwa 7 Tagen umfasst, wiirde sich eine
herabgesetzte Erythropoese erst nach zirka einer Woche auf den Héamatokritwert
auswirken. Der Abfall des Wertes trat in der vorliegenden Untersuchung jedoch

bereits innerhalb von 24 — 72 Stunden nach der ersten Injektion auf.
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2. Abfall der Leukozytenzahl
Bei allen Patienten des Vorversuchs wurde innerhalb der ersten 48 Stunden nach der
ersten Injektion ein deutlicher Abfall der Gesamtleukozytenzahl beobachtet. Eine
Ursache konnte bisher nicht eindeutig gefunden werden. Da bei 2 Patienten (Patient
Nr. 1 und Nr. 2) die Werte im weiteren Verlauf nach einem raschen Anstieg erneut auf
thr urspriingliches Niveau absanken, entspricht der Verlauf dieser Kurven der
biologischen Leukozytenkurve nach Schilling, wie sie im Rahmen von
Infektionskrankheiten auftritt. Abfall, Anstieg und erneuter Abfall der Werte
entsprechen den Phasen der ,,Depression®, der ,,Linksverschiebung® und der ,,Kampf-
und Uberwindungsphase®. Das Auftreten von stabkernigen Leukozyten ab dem 2. Tag
der Behandlung und eine gleichzeitige Entwicklung einer Lymphopenie bei beiden
Patienten unterstreichen diese Vermutung. Ob diese Entwicklung durch eine
vermehrte Auseinandersetzung des Organismus mit freigesetzten Erreger resultiert
bleibt jedoch unklar. Mdglicherweise kann der Abfall der Gesamtleukozytenzahl auch
aus der Migration der Leukozyten aus dem Gefdllsystem in das Gewebe im
Injektionsstellenbereich als entziindliche Reaktion auf die Wirkstoffapplikation
resultieren. Nach initialer Leukozytendepression kommt es zu einem erneuten Anstieg
von Leukozyten nach Mobilisierung von Reserven aus dem Knochenmark.
Schwellungen der Injektionsstellen waren klinisch allerdings erst ab dem 3. Tag der
Therapie zu verzeichnen. Aus welchem Grund die Werte bei Patient Nr. 3 nach dem
initialen Abfall dauerhaft erniedrigt blieben, konnte nicht geklart werden. Auch zum
Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung 6 Wochen nach Beendigung der Therapie lag bei
diesem Patienten die Gesamtleukozytenzahl unter dem Normbereich. Eine depressive
Wirkung des Préparates auf das Knochenmark kann in diesem Zusammenhang zwar
nicht sicher ausgeschlossen werden, erscheint aber auf Grund des raschen Absinkens
der Werte unwahrscheinlich. Da die Bildung und Reifung von Leukozyten 6 Tage
dauert, wiirde sich eine Knochenmarkdepression erst nach diesem Zeitraum im

Blutbild wiederspiegeln.

3. Anstieg der Thrombozytenzahl
Positiv kann der Verlauf der Thrombozytenzahlen unter dem Einflul der Therapie
gewertet werden. 2 Patienten (Patient Nr. 1 und Nr. 2), bei denen zu Beginn der

Behandlung eine Thrombozytopenie diagnostiziert wurde, zeigten einen deutlichen
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und kontinuierlichen Anstieg der Werte bis in den Normbereich. Eine positive
Beeinflussung der Megakaryopoese konnte eine mogliche Ursache sein. Die
Entwicklung einer Thrombozytose durch eine pathologisch  gesteigerte

Megakaryopoese wurde dagegen nicht beobachtet.

4. Signifikanter Abfall der MPC bei hierzu parallel verlaufenden Anstieg der PCDW
Da Thrombozyten im Rahmen ihrer Aktivierung degranulieren, stellt die Abnahme der
Granularitit und der damit einhergehende Abfall der MPC ein Kennzeichen aktivierter
Blutplattchen dar (MORITZ et al., 2003). Das deutliche Absinken der MPC iiber den
Behandlungszeitraum scheint somit auf einer Aktivierung der Blutpldttchen im
Rahmen der Therapie zu beruhen. Ein gleichzeitiger Abfall der PCDW, die ein Maf}
fiir die Variation in der Granularitit der Thrombozytenpopulation darstellt, wére
beweisend  fir die  Aktivierung des  lberwiegenden  Anteils  der
Thrombozytenpopulation. Im vorliegenden Fall steigt jedoch der PCDW bei sinkender
MPC. Dies konnte auf eine Aktivierung eines Teils der Thrombozytenpopulation

deuten.

Obwohl der deutliche Anstieg der Thrombozyten unter dem Einflu3 von Ol-PC auf eine gute
klinische Wirksamkeit bei Patienten mit einer Thrombozytopenie hinweist, muf3 der deutliche
Abfall der Erythrozyten und Leukozyten, welche zum Teil unter den Referenzbereich sinken,
kritisch bewertet werden. Insbesondere bei Patienten, die im Rahmen der kaninen
Leishmaniose an einer Andmie oder Leukozytopenie leiden, miissen diese unerwiinschten
Wirkungen als nicht tolerierbar eingestuft werden. Daher erfolgte im AnschluB an den
Vorversuch eine Modifikation des Prédparates. Die Art der Modifikation kann aus

patentrechtlichen Griinden nicht angegeben werden.

Im Anschlufl soll nun die Auswertung der Befunde fiir die Patientengruppen A und B
diskutiert werden. Bei der Auswertung der Befunde mull beachtet werden, dass zum
Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung in der Gruppe B nur 3 Tiere vorgestellt wurden.
Insbesondere bei signifikanten Wechselwirkungen zwischen den beiden Gruppen und der Zeit
kann dies zu einer Beeinflussung des Ergebnisses fiihren. Diese Befunde sind somit nur

eingeschrinkt beurteilbar.
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In beiden Patientengruppen konnte eine signifikante Zunahme der Erythrozytenzahlen, des
Héamoglobingehaltes der Erythrozyten und des Hématokritwertes {iber den Zeitraum von
Behandlungsbeginn bis zur Kontrolluntersuchung 6 Wochen nach Beendigung der Therapie
festgestellt werden. Der Anstieg dieser Werte ist wahrscheinlich auf den
wachstumsfordernden Effekt von Alkylphosphocholinen auf die Vorlduferzellen des
hidmatopoetischen Systems zurilickzufiihren, der in Untersuchungen von JENDROSSEK und
HANDRICK (2003) nachgewiesen werden konnte. Da Andmien bei leishmaniosekranken
Patienten in der Regel nicht-regenerativ und als Begleitandmien chronischer Erkrankungen zu
bewerten sind, liegt auBerdem die Vermutung nahe, dass eine Besserung des
Krankheitszustandes zu einer Erholung der Hamatopoese fiihren kann. Die in Kapitel 4.5.2
beschriebene Beobachtung einer verminderten prozentualen Haufigkeit der herabgesetzten
Erythropoese in der Patientenpopulation unterstreicht die oben genannten Vermutungen.

Ein deutlicher Abfall des Hiamatokritwertes, wie er bei den Patienten des Vorversuchs
festgestellt wurde, konnte in den Patientengruppen A und B nur in Einzelfdllen beobachtet

werden.

Die statistische Auswertung der Gesamtleukozytenzahl ergab einen signifikanten Anstieg der
Werte iiber den Zeitraum von Behandlungsbeginn bis zur Kontrolluntersuchung. Unter
Beriicksichtigung des Differentialblutbildes beruht der Anstieg der Leukozyten auf einem
signifikanten Anstieg von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten im selben Zeitraum.
Auch hier ist der stimulierende Effekt von Alkylphosphocholinen auf die Himatopoese als
Ursache fiir diese Verdnderungen in Betracht zu ziehen (JENDROSSEK und HANDRICK,
2003). Im Rahmen der kaninen Leishmaniose treten Leukozytopenien in Folge von Stérungen
der Zellreifung und Differenzierung durch die Infektion des Knochenmarkes auf. Somit ist es
zudem wahrscheinlich, dass eine Reduktion der Erregerzahl zu einer Normalisierung der
Myelopoese fiihren kann. Der langsame Anstieg der Werte und der im Knochenmark zum
Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung festgestellte verringerte prozentuale Anteil von Patienten
mit einer herabgesetzten Myelopoese unterstiitzen diese Vermutungen. Ferner konnte der
Anstieg der neutrophilen Granulozyten durch eine Reaktion des Wirtsorganismus auf eine
erhohte Anzahl freigesetzter Erreger im Rahmen der Therapie begiinstigt werden oder im
Zusammenhang mit einer entziindlichen Reaktion im Injektionsstellenbereich auftreten. In
diesem Fall wire jedoch ein Anstieg der Werte iiber den Zeitraum der Behandlung und ein
rasches Absinken der Werte nach Therapieende (z.B. mit dem Riickgang der Schwellungen

im Bereich der Applikationsstelle) zu erwarten gewesen. Fiir den Anstieg der eosinophilen
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Granulozyten miissen ebenfalls weitere Ursachen in Betracht gezogen werden. So kann auch
hier eine vermehrte Auseinandersetzung des Immunsystems mit den Erregern unter dem
Einflu der Therapie zu einer Erhohung dieser Werte fiihren. Ferner wird ein vermehrtes
Auftreten von eosinophilen Granulozyten im Rahmen der Heilungsphase einer Infektion oder
Entziindung beobachtet. Die Erhohung eosinophiler Granulozyten im Rahmen einer
allergischen Reaktion wire ebenfalls denkbar. Jedoch ist dies auf Grund einer hohen Zahl
betroffener Patienten eher als unwahrscheinlich anzusehen.

Der Abfall der Gesamtleukozytenzahl innerhalb von 48 Stunden nach der ersten Injektion des
Priparates konnte im Gegensatz zum Vorversuch bei den Patienten der Gruppe A und B nicht

festgestellt werden.

Hinweisend auf eine gute Wirksamkeit von OI-PC scheint auch der signifikante Anstieg von
Thrombozyten zu sein. In diesem Zusammenhang konnte ebenfalls ein verringerter
prozentualer Anteil von Patienten mit herabgesetzter Megakaryopoese bei der zytologischen
Untersuchung des Knochenmarkes zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung nachgewiesen
werden. Gegebenenfalls vermag auch hier — neben einem knochenmarksstimulierenden Effekt
des Wirkstoffes (JENDROSSEK und HANDRICK, 2003) - eine Verringerung der
Erregerdichte im Knochenmark zu einer Erholung der Megakaryopoese fiihren. Im Rahmen
der Infektion des Knochenmarkes treten bei leishmaniosekranken Hunden auch Bildungs- und
Reifungsstorungen in der thrombozytiren Zellreihe auf, die sich in Thrombozytopenien

duBlern konnen.

Ob der Abfall der PCDW innerhalb der ersten 7 Tage der Behandlung ein Hinweis auf die
Aktivierung einiger Thrombozyten ist, bleibt unklar. Im Gegensatz zum Vorversuch konnte in
den Behandlungsgruppen A und B jedenfalls keine signifikante Abnahme der MPC

festgestellt werden.

Die Uberwachung der Nierenfunktion unter dem EinfluB von OI-PC basierte neben der
Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin sowie den Elektrolyten Natrium, Kalium, Kalzium,
Chlorid und Phosphor im Blutplasma auch auf der Bestimmung des Protein-Kreatinin-
Quotienten im Urin. Die Wirksamkeit des Priparates bei Patienten mit einer bereits
bestehenden Schidigung des Nierenparenchyms kann in der vorliegenden Untersuchung nur
eingeschriankt beurteilt werden. Die zu geringe Zahl betroffener Tiere (n = 3) erlaubt nur eine

deskriptive Auswertung der Daten. Da bei den betroffenen Patienten neben einer massiven
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Erhohung der Nierenparameter auBerdem deutliche klinische Anzeichen einer Urdmie
vorlagen, wurden bei diesen Tieren neben der Verabreichung von OI-PC auch
Infusionstherapien durchgefiihrt. Diese begleitenden intensiv-medizinischen Maflnahmen
erschweren die Interpretation der Befunde. Wéhrend bei Patient Nr. 5 die Konzentrationen
von Harnstoff und Kreatinin im Blutplasma unter der Therapie unveridndert blieben, konnte
bei den Patienten Nr. 7 und Nr. 23 eine Abnahme der Konzentrationen verzeichnet werden.
Allerdings erreichten die Werte bei keinem Tier den Referenzbereich. AuBBerdem konnte bei
den Patienten keine anhaltende Stabilisierung des Allgemeinbefindens erzielt werden, so dass
die Hunde in einem Zeitraum von bis zu 3 Wochen nach Therapieende schmerzlos
eingeschlifert werden mussten. Da im Rahmen der kaninen Leishmaniose eine
Immunkomplexglomerulonephritis vorliegt, ist eine rasche Besserung der klinischen und
labordiagnostischen ~ Verdnderungen nicht zu erwarten. FEine weitere negative
Beeintriachtigung des bereits vorgeschéddigten Nierenparenchyms scheint zumindest nicht
vorzuliegen. Bei keinem Patienten mit einer dekompensierten chronischen Niereninsuffizienz
war eine Verschlechterung der Werte unter dem Einsatz von OI-PC zu verzeichnen.

Obwohl die statistische Auswertung der Konzentrationen von Harnstoff und Kreatinin in den
Patientengruppen A und B iiber den gesamten Beobachtungszeitraum keine signifikanten
Veranderungen aufwies, lasst sich ein gewisses nephrotoxisches Potential des Préparates nicht
sicher ausschlielen, da ein signifikanter Anstieg des Protein-Kreatinin-Quotienten im Urin
festgestellt wurde. In diesem Zusammenhang fehlen allerdings die Ergebnisse von
Langzeituntersuchungen. In der vorliegenden Untersuchung wurden die Verdanderungen des
Protein-Kreatinin-Quotienten nur innerhalb des Behandlungsintervalls iiberpriift. Ob die
Werte nach Beendigung der Therapie weiterhin erhdht bleiben oder sich rasch normalisieren,
ist bisher nicht bekannt. Da es sich bei Alkylphosphocholinen um Wirkstoffe handelt, die
unter anderem die Permeabilitit von Membranen zu beeinflussen scheinen (JENDROSSEK
und HANDRICK, 2003), konnten fiir mogliche nephrotoxische Eigenschaften dhnliche
Mechanismen wie bei Amphotericin B ursdchlich in Frage kommen. Amphotericin B
beeinflusst ebenfalls die Permeabilitit von Zellmembranen und wirkt in diesem
Zusammenhang aufgrund einer Beeitrdchtigung der glatten Muskulatur am Tubulussystem
und Gefdllsystem nephrotoxisch (SAWAYA et al., 1995).

Die Elektrolyte weisen zwar unter dem EinfluB der Therapie einige signifikante
Verdnderungen insbesondere beziiglich der Wechselwirkung zwischen Gruppe und Zeit auf,

jedoch befinden sie sich iiber den gesamten Zeitraum im Referenzbereich und hidngen zudem
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deutlich vom Hydratationszustand des Patienten ab. Daher scheinen diese Befunde insgesamt

vernachléssigbar.

Mit Ausnahme des Albumins zeigen weder die Parameter der Leberfunktion noch die
Parameter der Leberzellschidigung unter dem EinfluB der Therapie mit OI-PC eine
signifikante Verdnderung. Ein hepatotoxisches Potential scheint somit fiir den Wirkstoff nicht
vorzuliegen. Da  jedoch  kein  Patient —mit einer bereits  bestehenden
Leberparenchymschédigung zur Therapie vorgestellt wurde, liegen keine Hinweise vor, wie
sich das Priparat auf eine vorgeschidigte Leber auswirken konnte. Als positiv ist der
signifikante Anstieg von Albumin in den beiden Patientengruppen im Zeitraum von
Behandlungsbeginn bis 6 Wochen nach dem Therapieende zu bewerten, da viele
leishmaniosekranke Patienten an einer erniedrigten Konzentration von Albumin im
Blutplasma leiden. Ursache kann neben einem nephrotischen Verlustsyndrom auch ein
Verlust von Protein {iber den Darm infolge einer chronischen Entziindung sein. Dariiber
hinaus handelt es sich bei Albumin um ein sogenanntes ,,negatives Akut-Phase-Protein®. Im
Gegensatz zu den Akut-Phase-Proteinen C-reaktives Protein und Haptoglobin erfolgt unter
dem EinfluB von IL-6 eine Reduktion der Albuminsynthese in den Hepatozyten (CASTELL
et al, 1989). Nach Riickgang der Entziindungssymptomatik kann sich die
Albuminkonzentration im Blutplasma langsam normalisieren. Letzteres scheint ursachlich fiir
den allméhlichen Anstieg des Wertes am wahrscheinlichsten zu sein. Eine verringerte
Ausscheidung von Albumin iiber die Niere erscheint im Zusammenhang mit einem

signifikanten Anstieg des Protein-Kreatinin-Quotienten im Urin unwahrscheinlich.

Die Aktivitdten der Pankreasenzyme Amylase und Lipase stiegen unter der Therapie mit Ol-

PC nicht an.

Aus den vorliegenden Ergebnissen ldsst sich eine gute Wirksamkeit von OI-PC zur
Behandlung labordiagnostischer Verdnderungen im Rahmen der kaninen Leishmaniose
folgern. Mit Ausnahme eines erhohten Protein-Kreatinin-Quotienten fielen keine
Nebenwirkungen beziiglich Hématologie und Blutchemie auf. Ferner konnte bewiesen
werden, dass die beobachteten klinischen Nebenwirkungen nicht mit einer Verdnderung der

Organparameter im Blutbild einhergehen.
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5.5 Mikroskopischer Erregernachweis und PCR

Im Interesse der eigenen Untersuchungen stand neben der klinischen Wirksamkeit und der
Uberpriifung moglicher Nebenwirkungen insbesondere die Frage, ob durch eine Therapie
leishmaniosekranker Hunde mit OI-PC eine Erregerfreiheit im Knochenmark erzielt werden
kann. Gelingt der Nachweis von Parasiten nach Therapie nicht mehr, so kann dies bei
gleichzeitigem Ausbleiben der Symptomatik, moglichersweise als Heilung eingestuft werden.
Dies ist insbesondere von Interesse, da der Einsatz von Hexadecylphosphocholin zur
Behandlung der viszeralen Leishmaniose beim Menschen in bisherigen Studien zu
Heilungsraten von bis zu 98 % gefiihrt hat (JHA et al., 1999; SUNDAR et al., 1999; MAX-
PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE, 2000). In den Untersuchungen
der Humanmedizin wurde hierzu die mikroskopische Untersuchung von Milzaspiraten 6
Monate nach der Behandlung herangezogen. Neben einem negativen Parasitennachweis
durfte bei den Patienten kein Rezidiv aufgetreten sein. In den eigenen Untersuchungen wurde
eine PCR zum direkten Nachweis der Erreger aus Knochenmarkpunktaten eingesetzt, da die
PCR im Vergleich zur Zytologie eine hohere Sensitivitdt aufweist (PIARROUX et al., 1994;
GRADONI, 2002). Dies verdeutlichen beispielsweise 3 Patienten (Hunde Nr. 13, 14 und 15),
bei denen mittels mikroskopischer Untersuchung keine Differenzierung zwischen
intrazytoplasmatisch gelegenen Parasiten oder phagozytierten Bestandteilen anderer Herkunft
moglich war. Hier konnte nur das positive Ergebnis der PCR die Diagnose sichern. Nur in
zwei Féllen (Patient Nr. 22 und 24) waren die Knochenmarkzytologien zur Diagnosestellung

ausschlaggebend.

Da bei allen Patienten vor Therapiebeginn eine Leishmaniose diagnostiziert wurde (n = 27
oder 100 %), gibt der Anteil der positiven Tiere in Bezug auf die verschiedenen
Diagnoseverfahren die Sensitivitdt der Methoden wieder. Diese betrigt fiir die zytologische
Untersuchung 70,4 %. Diese Beobachtung spiegelt sich in der Literatur wieder, in der die
Sensitivitét fiir Knochenmarkzytologien mit 50 — 70 % angegeben wird (NOLI, 1999). Die
Sensitivitit fiir die PCR betrug in den eigenen Untersuchungen lediglich 88,0 %. Diese sollte
nach Literaturangaben nahezu 100 % betragen (ASHFORD et al., 1995; MATHIS und
DEPLAZES, 1995; ROURA et al., 1999). Als mdgliche Ursachen kommen hierfiir
beispielsweise die Verwendung ,,ungeeigneter Primer (bei Infektion mit einer anderen
Erregerart) oder eine deutliche Kontamination des Knochenmarkes mit peripherem Blut in
Betracht, welche iiber eine Reduktion der Erregerdichte zu einem erschwerten Nachweis der

Parasiten fiihrt (FISA et al., 2001).
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Bei dem Nachweis von Leishmanien im Knochenmark ergaben sich in Einzelfdllen folgende

Schwierigkeiten:

1.

Patient Nr.3 wies vor der Therapie sowohl ein negatives zytologisches Ergebnis als
auch einen negativen PCR-Befund im Knochenmarkpunktat auf. Diese Befunde
miissen jedoch ebenso wie das negative zytologische Ergebnis nach der Therapie als
falsch-negativ beurteilt werden, da nach der Therapie ein positiver PCR-Befund
vorlag. Eine Reinfektion nach erfolgter Therapie kann in diesem Zusammenhang
nahezu sicher ausgeschlossen werden, da ein Aufenthalt in endemischen Gebieten im
entsprechenden Zeitraum nicht stattfand. Als Ursache der falsch-negativen Befunde
mul} wahrscheinlich eine Durchmischung des Aspirates mit peripherem Blut bei der
Probengewinnung angesehen werden. Die Proben des Patienten wiesen bei der
mikroskopischen Beurteilung einen hohen Anteil peripheren Blutes bei geringer
Anzahl von Stammzellen auf. Differentialdiagnostisch kommt in diesem
Zusammenhang ein aregenerativer Zustand des Knochenmarkes beziiglich aller
Zellreihen in Frage. Dies ist allerdings wegen fehlender gravierender
Blutbildverdnderungen hochst unwahrscheinlich. Trotz wiederholter Punktion konnte
leider kein geeigneteres Probenmaterial gewonnen werden. Aufgrund geringerer
Erregermengen erweist sich der Nachweis von Parasiten im peripheren Blut als
schwieriger (FISA et al., 2001). Zur Optimierung der Ergebnisse bei Probenmaterial
mit geringer Erregerdichte konnte eine ,Nested-PCR*“ oder eine kulturelle
Anziichtung der Erreger in einem geeigneten Néhrmedium in Betracht gezogen
werden (PIARROUX et al., 1994; MATHIS und DEPLAZES, 1995; FISA et al.,
2001; GRADONI, 2002). Neben dem Erregernachweises ist auch die Bewertung der
Blutzellbildung bei Patient Nr. 3 nur eingeschrankt moglich. Auf Grund der
Kontamination der Proben mit peripherem Blut lagen nur wenige Stammzellen zur
Beurteilung der Hamatopoese vor.

Zwei Patienten (Hunde Nr. 22 und 24) waren vor der Therapie bei positiven
zytologischen Befunden durch negative Ergebnisse in der PCR gekennzeichnet. Die
Befunde der PCR miissen somit als falsch-negativ bewertet werden. Ein negatives
PCR-Ergebnis bei positiver Zytologie konnte beispielsweise durch die Infektion der
Patienten mit einer anderen Erregerart als L. infantum verursacht sein. Da im

vorliegenden Fall beide Hunde aus dem siidlichen Europa stammen (Spanien bzw.
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Portugal) kann eine Infektion mit L. tropica vorliegen. Dieser Erreger ist neben L.
infantum ebenfalls in der Alten Welt vertreten (NOLI, 1999). Da die Primer auf
spezifischen DNA-Sequenzen fiir L. infantum basieren, kdnnte das Erbgut von L.
tropica nicht mittels PCR vervielfiltigt und in der sich anschlieBenden
Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Wéhrend Patient Nr. 24 nicht zur
Kontrolluntersuchung vorgestellt wurde, wies Patient Nr. 22 auch nach der Therapie
ein negatives PCR-Ergebnis auf. Zu diesem Zeitpunkt erbrachte allerdings auch die
Zytologie einen negativen Befund, so dass hier die Differenzierung zwischen einem
falsch-negativen und richtig-negativen Befund nicht mdoglich ist. Eine PCR mit

spezifischen Primern fiir L. tropica wurde im vorliegenden Fall nicht durchgefiihrt.

Da kein Patient nach der Therapie erneut in endemische Gebiete verbracht wurde, ist eine
Reinfektion nach Erregerelimination auf Grund der Therapie mit OI-PC und eine damit

verbundene Beeinflussung der Ergebnisse ausgeschlossen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in der Humanmedizin scheint durch die Therapie
leishmaniosekranker Hunde mit OI-PC keine Heilung erzielbar zu sein. Die Ergebnisse der
Gruppe A und die gruppeniibergreifende Auswertung zeigen keine signifikant erhohten
Heilungsraten. Nur bei einem Patienten (Hund Nr. 27) lag bei positivem PCR-Befund vor der
Therapie ein negatives PCR-Ergebnis nach der Therapie vor. Allerdings zeigte dieser Patient
trotz negativem PCR-Befund bereits nach 3 Wochen eine sich erneut verschlechternde
Symptomatik. Obwohl eine autoimmune Komponente der Symptomatik bei diesem Hund
bisher nicht sicher ausgeschlossen werden konnte, muf3 eine Heilung wohl eher als
unwahrscheinlich angesehen werden. Eine Ursache fiir die differierenden Heilungserfolge in
der Human- und Veterindrmedizin ist zur Zeit noch nicht bekannt. Mégliche Ursache konnte
unter anderem die unterschiedliche Applikationsform der Wirkstoffe sein. Insbesondere durch
die orale Verabreichung von Hexadecylphosphocholin werden beim Menschen hohe
Wirkstoffspiegel vor allem in Leber und Milz, also in Organen mit einer hohen
Parasitendichte, erzielt (MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE CHEMIE,
2000). Ob die subkutane Injektion von OI-PC einen ausreichenden Wirkstoffspiegel im
Knochenmark zu erzielen vermag, ist bisher nicht geklédrt. Dariiber hinaus erfolgt die
Applikation des Priparates in der Humanmedizin iiber einen ldngeren Zeitraum. Wéhrend bei
den Hunden in den eigenen Untersuchungen maximal 9 Injektionen des Wirkstoffes

verabreicht wurden, erfolgte die Behandlung leishmaniosekranker Menschen in den
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bisherigen Studien in der Regel {iber einen Zeitraum von 28 Tage (JHA et al., 1999;
SUNDAR et al., 1999).

Obwohl unter den vorgegebenen Behandlungsbedingungen keine vollstindige Heilung durch
den Einsatz von OI-PC erzielbar scheint, féllt ein verminderter prozentualer Anteil
zytologisch positiver Patienten nach der Therapie auf. Wéahrend vor der Therapie bei 70,4 %
der Patienten Parasiten mikroskopisch im Knochenmark nachgewiesen werden konnten,
betrdgt der Anteil eindeutig zytologisch positiver Tiere nach der Therapie nur noch 25,0 %.
Diese Beobachtung weist auf eine deutliche Verringerung der Parasitendichte und damit auf
eine gute klinische Wirksamkeit des Praparates hin. Die Reduktion der Erregerzahl kann eine
zytologische Diagnosestellung erschweren (CIARAMELLA et al., 1997) und auf diese Weise
gegebenenfalls zu einem erhohtem Anteil falsch-negativer Patienten bei der Auswertung

zytologischer Praparate nach der Therapie gefiihrt haben.

Ferner konnte beobachtet werden, dass sich der prozentuale Anteil der Patienten mit einer
verminderten Himatopoese nach der Therapie verringert hat. Da sich diese Verdnderungen im
Blutbild der Patienten durch einen signifikanten Anstieg verschiedener Zellreihen nach der
Therapie wiederspiegeln, unterstreicht diese Beobachtung die klinische Wirksamkeit des

Préiparates.

5.6 Die Behandlung der kaninen Leishmaniose mit Oleyl-
Phosphocholin im Vergleich mit N-Methylglucamin-Antimoniat

(Glucantime®, Rhone Mérieux)

In diesem Abschnitt sollen wesentliche Aspekte der Therapie leishmaniosekranker Hunde mit
OI-PC und dem 5-wertigen Antimonpréparat Glucantime®™, dem derzeitigen Mittel der Wahl
zur Behandlung der kaninen Leishmaniose diskutiert werden. Hierzu zdhlt neben einem
Vergleich der klinischen Wirksamkeit, der Remissionszeit und der Nebenwirkungen auch der
Gesichtspunkt der Erregerelimination durch die Therapie und die Gefahr von
Resistenzbildungen. Auflerdem sollen allgemeine Aspekte zur Durchfiihrbarkeit der Therapie
— wie z.B. Applikationsform und Behandlungsdauer, Kosten und Verfligbarkeit des

Priparates - beriicksichtigt werden.
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Da es sich sowohl bei Glucantime® als auch bei Ol-PC um einen Wirkstoff handelt, der
subkutan appliziert werden kann, erweist sich die Anwendung beider Priparate als einfach.
Beide Wirkstoffe werden in Form von ,,Kuren“ iiber ein ldngeres Behandlungsintervall
verabreicht. Die Dauer dieses Behandlungsintervalls kann bei Glucantime® zwischen einigen
Tage und mehreren Wochen in unterschiedlichen Dosierungen variieren (DENEROLLE und
BOURDOISEAU, 1999; LAMOTHE, 1999; MORITZ et al., 1999; BANETH, 2002). Jedoch
sollten Lange der Behandlung und Hohe der Dosierung so gewéhlt werden, dass
Resistenzbildungen nicht gefordert werden (ALEXANDER et al., 2002). Die Behandlung mit
Ol-PC umfasst zum momentanen Zeitpunkt maximal 9 Injektionen. Gegebenenfalls sollte
jedoch zur Verbesserung der klinischen Wirksamkeit und vor allem zur Verldngerung der
Remissionszeit eine Ausdehnung des Therapieintervalls in Betracht gezogen werden.
Ergebnisse von Untersuchungen iiber die Verabreichung von OI-PC iiber einen ldngeren

Zeitraum liegen zur Zeit noch nicht vor.

Ol-PC wurde im Rahmen der vorliegenden Studie in einem genehmigten Tierversuch
eingesetzt und ist kommerziell noch nicht verfiigbar. Jedoch ergeben sich fiir den
praktizierenden Tierarzt auch beim Bezug von N-Methyl-Glucamin Schwierigkeiten, da das
Prédparat nicht in Deutschland zugelassen ist und daher iiber eine internationale Apotheke

bezogen werden muf3 (GOTHE, 1991).

Im Gegensatz zu Glucantime® scheinen beim Einsatz von OI-PC nach bisherigen
Erkenntnissen keine kontinuierlichen Kontrollen des Blutbildes wéhrend der Behandlung
notwendig zu sein, da weder hdmatologische noch blutchemische Parameter eine negative
Beeinflussung unter Therapie aufwiesen. Die im Rahmen der Therapie beobachteten
gastrointestinalen Nebenwirkungen kdnnten jedoch in Abhéngigkeit vom Schweregrad im
Einzelfall eine Kontrolle des Elektrolyt- und Sdurebasehaushaltes erforderlich werden lassen.
Dies gilt jedoch ebenso bei entsprechender Symptomatik beim Einsatz von N-Methyl-

Glucamin.

Ein weiterer Vorteil von OI-PC konnte in der einfachen Molekiilstruktur des Wirkstoffes
liegen, die eine kostengilinstige Produktion und damit niedrige Behandlungskosten

ermoglichen konnte. Dies ist zumindest bei dem strukturell sehr eng verwandten Wirkstoff

Hexadecylphosphocholin der Fall (MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOPHYSIKALISCHE
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CHEMIE, 2000). Bei der Therapie leishmaniosekranker Hunde mit Glucantime®™ ergeben sich
dagegen hidufig hohe Behandlungskosten (GOTHE, 1991; LAMOTHE, 1999).

In einer Untersuchung von MORITZ et al. (1999) wurden 6 Hunde mit Glucantime®
behandelt, die bereits in den ersten 10 Tagen nach Beginn der Therapie eine deutliche
Reduktion der klinischen Symptomatik zeigten. Eine Symptomfreiheit kann dann bei den
meisten Tieren innerhalb weniger Wochen erzielt werden (SLAPPENDEL, 1988). Bei einigen
Patienten stellt sich ein Therapieerfolg jedoch erst nach einer lingeren Behandlungsdauer ein.
So zeigten zwar 85,4 % von 41 leishmaniosekranken Patienten in einer Studie von
SLAPPENDEL et al. (1997) eine Besserung der klinischen Symptomatik, diese trat bei
einigen Patienten aber erst nach 6-wdchiger Therapie ein. Beim Einsatz von OI-PC ist ein
Riickgang der Symptomatik ebenfalls einige Tage nach Beginn der Behandlung zu
verzeichnen. Nach Beendigung der Therapie konnte bei einigen Patienten innerhalb der
folgenden Tage und zum Teil Wochen eine sich kontinuierlich verbessernde Symptomatik

festgestellt werden. Eine Ursache fiir diese Beobachtung wurde bisher nicht gefunden.

In der Literatur wird eine gute Reduktion aller Symptome bei der Therapie
leishmaniosekranker Hunde mittels Glucantime® beschrieben (SLAPPENDEL, 1988;
MORITZ et al.,, 1999). In der vorliegenden Studie wurde zur Erfassung der klinischen
Wirksamkeit von Ol-PC unter anderem die Summe aller klinischen Symptome gebildet und
diese hinsichtlich signifikanter Anderungen iiberpriift. Hierbei konnte sowohl in Gruppe A (8
Injektionen in einer Dosierung von 7,0 umol/kg) als auch in Gruppe B (9 Injektionen in einer
Dosierung von 5,3 umol/kg) eine signifikante Besserung in der Gesamtheit aller klinischen
Symptome verzeichnet werden. Charakteristische labordiagnostische Verdnderungen im
Blutbild leishmaniosekranker Hunde (Andmie, Leukopenie, Thrombozytopenie und
Hypoalbumindmie) zeigten unter der Therapie mit OI-PC ebenfalls eine signifikante
Besserung. Hierzu zdhlte neben einem Anstieg der Erythrozytenzahl, des Himoglobingehaltes
der Erythrozyten und des Hématokritwertes auch eine Zunahme der Gesamtleukozytenzahl,

der Thrombozyten und des Albumins.

Ebenso wie bei Glucantime® erscheint die Wirksamkeit des Priparates bei Patienten mit einer
chronischen Niereninsuffizienz deutlich eingeschrinkt (SLAPPENDEL, 1988; GOTHE,
1991; SLAPPENDEL und TESKE, 1997). Wihrend der Einsatz von Glucantime® bei Tieren

mit einer eingeschrinkten Nierenfunktion allerdings auf Grund der Nephrotoxizitit des
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Wirkstoffes abgelehnt werden sollte (STEUBER und KROKER, 2002), konnte unter
Verwendung von OI-PC kein Anstieg der Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen im
Blutplasma beobachtet werden. Jedoch wurde ein signifikanter Anstieg des Protein-Kreatinin-
Quotienten im Urin der behandelten Patienten festgestellt, so dass auch hier eine Schadigung
der Niere durch den Wirkstoff gegebenenfalls in Betracht gezogen werden mufl. Bei
gleichzeitiger Infusionstherapie zeigten die 3 Patienten der Studie mit einer dekompensierten
chronischen Niereninsuffizienz (Patient Nr. 5, 7 und 23) zwar keinen deutlichen Anstieg der
Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen im Blutplasma, aber es konnte keine dauerhafte
Stabilisierung der Tiere erreicht werden. Die betroffenen Patienten mussten wihrend der
Therapie oder in einem Zeitraum von bis zu 3 Wochen nach der Therapie schmerzlos
eingeschlifert werden.

SLAPPENDEL (1988) beobachtet beim Einsatz von N-Methyl-Glucamin auBlerdem eine
eingeschriankte Wirksamkeit bei Patienten, die im Rahmen der Leishmaniose eine deutliche
Schadigung der Leber oder schwere Symptome des Magen-Darm-Traktes aufwiesen. Da in
den eigenen Untersuchungen keine Patienten mit einer Hepatopathie oder hochgradigen
gastrointestinalen Symptomen zur Behandlung vorgestellt wurden, ist die Wirksamkeit von
OI-PC in diesem Zusammenhang leider nicht bekannt. Jedoch konnte weder ein Anstieg der
Leberenzyme noch der Leberfunktionsparameter im Blutplasma bei den Patienten beobachtet
werden. Eine Hepatotoxizitit scheint somit nach den bisherigen Beobachtungen nicht
vorzuliegen. Auf den Einsatz von Glucantime® sollte dagegen auf Grund des hepatotoxisches
Potential ~des  Préparates bei  Patienten mit einer  bereits  bestehenden

Leberparenchymschidigung verzichtet werden (STEUBER und KROKER, 2002).

Von Bedeutung bei der Bewertung der klinischen Wirksamkeit eines Préparates erscheint
auch der prozentuale Anteil der Patienten, die nicht auf die Therapie angesprochen haben. In
einer Untersuchung von SLAPPENDEL et al. (1997) an 41 Hunden zeigten 14,6 % der Tiere
— zum Teil nach mehrwochiger Behandlung mit N-Methyl-Glucamin - keine Besserung der
klinischen Symptomatik. In diese Untersuchung wurden keine Patienten mit einer bereits
bestehenden chronischen Niereninsuffizienz aufgenommen. In den eigenen Untersuchungen
zeigten 14,8 % (n = 4) der Hunde keine Besserung der krankheitsbedingten Verdnderungen.
Zu diesen Patienten zdhlten neben einem Therapiewiederholer (Hund Nr. 20) zwei Tiere mit
einer dekompensierten chronischen Niereninsuffizienz (Hund Nr. 6 und 23) und ein Tier
(Patient Nr. 12), der auf Grund einer Infektion mit Ehrlichia canis eine hochgradige

Thrombozytopenie aufwies.
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In einer Dosierung von 50 mg/kg KGW soll eine einmalige Injektion von N-Methyl-
Glucamin Hunden einen 14-tdgigen Schutz vor einer Infektion mit Leishmmanien bieten. Ob
eine prophylaktische Wirkungsweise fiir Ol-PC vorliegt, muf} erst in weiterfithrenden Studien

untersucht werden. Bisher liegen diesbeziiglich keine Ergebnisse vor.

Nach AbschluB einer Behandlung mit Glucantime® ist mit dem erneuten Auftreten von
Symptomen nach einigen Monaten bis zu einem Jahr zu rechnen (SLAPPENDEL, 1988). Wie
in zahlreichen Studien beschrieben wird, rezidivieren die meisten Patienten in der Regel nach
6 Monaten (GOTHE, 1991; SLAPPENDEL und TESKE, 1997; MORITZ et al., 1999; NOLI,
1999). In einer Untersuchung von SLAPPENDEL et al. (1997) traten bei 75 % der mit
Glucantime® behandelten Patienten erneut Krankheitsanzeichen innerhalb des ersten Jahres
auf. Eine Kombination mit Allopurinol vermag die Rezidivrate allerdings zu senken (NOLI,
1999). Obwohl die meisten Patienten gut auf eine Behandlung mit OI-PC ansprachen, traten
bei vielen Patienten innerhalb kurzer Zeit erneut Symptome auf. Wéihrend 50 % der Patienten
der Gruppe A bereits nach 4 Wochen erneut eine deutliche Symptomatik zeigten, lagen bei 50
% der behandelten Tiere aus der Gruppe B nach 7 Wochen wieder deutliche
Krankheitsanzeichen vor. 75 % der Hunde rezidivierten in Gruppe A bereits innerhalb von 17
Wochen und in Gruppe B innerhalb von 31 Wochen nach Therapieende. In 7 Fallen wurde
Allopurinol nach Therapieende bei den Patienten eingesetzt. Die Einzeltierbefunde, die iiber
den genauen Zeitpunkt der Verabreichung von Allopurinol bei den betreffenden Hunden
informieren, sind in der Tabelle 30 des Anhangs aufgefiihrt. Obwohl der Einsatz von
Allopurinol die Aussagekraft der Befunde beziiglich der Remissionszeit malgeblich
beeinflussen konnte, wurde auf die Gabe zugunsten des Wohl des Tieres nicht verzichtet. Die
kurzen medianen Remissionszeiten in beiden Behandlungsgruppen lassen auflerdem eine
tiberméBig positive Beeinflussung der Befunde durch die Gabe von Allopurinol
unwahrscheinlich erscheinen. Auffillig sind jedoch die Befunde von 3 Patienten der Gruppe
A (Hund Nr. 10, 14 und 15). Diese Tiere zeigten durch die Therapie mit Ol-PC eine gute
Besserung ihrer klinischen Symptome. Auch 6 Wochen nach der Entlassung zeigten die
Patienten ein stabiles Allgemeinbefinden und keine Symptome der Erkrankung. In Absprache
mit den Besitzern wurde in diesen Féllen der Einsatz von Allopurinol beschlossen, um das
Auftreten eines erneuten Rezidivs gegebenenfalls verzogern zu konnen. Alle 3 Hunde wiesen
bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes keine erneuten Symptome der Erkrankung auf. Ob
eine signifikante Verldngerung der symptomfreien Zeit nach Therapie mit Ol-PC durch eine

Kombinationstherapie mit Allopurinol erzielt werden kann, ist zur Zeit noch nicht bekannt.
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Da viele Patienten im Rahmen der Leishmaniose schwerwiegende Krankheitsanzeichen
aufweisen, die zum Teil mit einer deutlichen Einschrinkung von Organfunktionen
einhergehen, sollte zur Therapie der Erkrankung ein Prdparat mit mdglichst geringen
Nebenwirkungen eingesetzt werden. Die Behandlung der kaninen Leishmaniose mit
Glucantime® ist leider hdufig mit deutlichen Nebenwirkungen verbunden. Neben
schmerzhaften Entziindungsreaktionen im Bereich der Applikationsstelle stehen vor allem
gastrointestinale Symptome wie Vomitus, reduzierte Futteraufnahme, Diarrhoe und Melaena
im Vordergrund (MORITZ et al., 1999; NOLI, 1999; STEUBER und KROKER, 2002).
Ahnliche Nebenwirkungen waren auch bei Einsatz von OI-PC zu verzeichnen. Die Mehrzahl
der Patienten wies eine Schwellung im Bereich der Injektionsstelle auf. Diese war in der
Regel mittelgradig ausgeprdgt und ging nur in Einzelfdllen mit deutlichen
Entziindungsanzeichen einher. Auch gastrointestinale Symptome konnten bei der Mehrheit
der Patienten beobachtet werden. Diese &uBlerten sich meistens in einer reduzierten
Futteraufnahme oder breiigem Kotabsatz. Nur in Einzelfdllen trat wissriger oder blutig-
wassriger Kotabsatz auf. Etwa % der Patienten zeigte unter der Therapie mit OI-PC eine
Erhohung der Korpertemperatur. In der Literatur finden sich keine Hinweise auf das Auftreten
von Fieber bei Behandlung leishmaniosekranker Patienten mit Glucantime®. Allerdings
fiihren die Hersteller des Préparates dieses Symptom als mogliche unerwiinschte Wirkung
auf. Wiéhrend die Nebenwirkungen bei der Verabreichung von N-Methyl-Glucamin
insbesondere am 4. und 5. Tag der Therapie zu beobachten sind (MORITZ et al., 1999), traten
beim Einsatz von OI-PC Nebeneffekte vermehrt zwischen dem 3. und 10. Tag der
Behandlung auf.

Neben klinischen Verinderungen sind bei der Anwendung von Glucantime® vor allem auch
labordiagnostische Verdnderungen durch den Einsatz des Prédparates zu verzeichnen.
MORITZ et al. (1999) konnten in diesem Zusammenhang beispielsweise eine
Leukozytopenie bei einigen Patienten beobachten. Eine Leukozytopenie im Zusammenhang
mit der Behandlung mit OI-PC trat dagegen bisher nicht auf. KRAFT et al. (1994) stellten
ferner bei /5 der Patienten, die einer Behandlung mit Glucantime® unterzogen wurden,
erhohte Plasmaaktivititen der Pankreasenzyme fest. Diese Beobachtung konnte von MORITZ
et al. (1999) bestitigt werden. In den eigenen Untersuchungen stieg bei keinem Patienten, der
mit OI-PC behandelt wurde, die Aktivitit dieser Enzyme im Blutplasma an. Dariiber hinaus
wies kein Patient einen Anstieg von Nieren- oder Leberparametern im Blutplasma unter

Therapie auf. Jedoch war ein signifikanter Anstieg des Protein-Kreatinin-Quotienten im Urin
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zu verzeichnen, so dass hier gegebenenfalls eine Schidigung der Niere durch das Préparat
trotz allem in Betracht zu ziehen ist. Eine Hepatotoxizitdt konnte beim Einsatz von OI-PC
nicht beobachtet werden. Die nephrotoxischen und hepatotoxischen Eigenschaften von N-
Methyl-Glucamin werden in der Literatur dagegen vielfach beschrieben (SLAPPENDEL,
1988; GOTHE, 1991; STEUBER und KROKER, 2002) und schrianken den Einsatz dieses

Préparates deutlich ein.

Zahlreiche Studien und die Analyse von Fallbeispielen haben sich bereits mit der
Fragestellung beschiftigt, ob durch den Einsatz von Glucantime® eine Erregerelimination
erzielt werden kann (STEUBER et al., 1997; STEUBER et al., 1998; LAMOTHE, 1999;
MORITZ et al., 1999). Trotz klinischer Besserung persistieren die Parasiten jedoch nach
erfolgter Therapie weiterhin und sind mittels PCR im Knochenmark nachweisbar. In
Einzelfillen scheint allerdings nach einer Kombinationstherapie mit Glucantime® und
Allopurinol ein parasitologisch negatives Ergebnis erzielt werden zu konnen (LAMOTHE,
1999; MORITZ et al., 1999). Leider vermag auch eine Monotherapie mit Ol-PC nicht, die
Erreger vollstindig zu eliminieren. Ergebnisse von Untersuchungen iiber eine

Kombinationstherapie von OI-PC und Allopurinol liegen bisher noch nicht vor.

GRAMMICIA et al. (1992) konnten nach Anwendung von N-Methyl-Glucamin eine 41fach
gesteigerte Resistenz der Parasiten gegeniiber dem Wirkstoff nachweisen. Hieraus konnen
haufige Rezidive resultieren, die hohere Dosierungen und lingere Behandlungszeitrdume zur
Folge haben (LAMOTHE, 1999). Uber die Entwicklung von Resistenzen nach Einsatz von
OI-PC konnen keine Angaben gemacht werden. Ob das Ausbleiben der klinischen Besserung
bei einem Patienten der Studie (Patient Nr. 20), nachdem er bereits einmalig erfolgreich mit
OI-PC behandelt wurde, auf einer verminderten Empfanglichkeit der Parasiten gegen den
Wirkstoff beruht, wurde nicht weiterfiihrend untersucht. Diese interessante Beobachtung

konnte jedoch als AnlaBl fiir weiterfilhrende Untersuchungen gesehen werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den neuen Wirkstoff Oleyl-Phosphocholin (OI-PC) zur
Therapie der kaninen viszeralen Leishmaniose zu untersuchen. Neben der Priifung der
klinischen Wirksamkeit galt es Nebenwirkungen zu erfassen und hinsichtlich ihrer
Tolerierbarkeit zu bewerten. Mittels PCR wurde der Erregerstatus der Patienten vor und nach
der Therapie miteinander verglichen. In diesem Zusammenhang sollte geklart werden, ob die
Behandlung mit OI-PC zu einer Erregerfreiheit im Knochenmark und in diesem Sinne zu
einer Heilung der Tiere fiihren kann.

Die Untersuchung umfasste 3 Behandlungsgruppen. In einem Vorversuch erhielten die
Patienten (n = 3) jeweils 5 Injektionen in einer Dosierung von 4,2 pmol/kg KGW. Nach
Modifikation der Therapie wurden die weiteren Patienten (n = 21) in zwei
Behandlungsgruppen (Gruppe A und Gruppe B) eingeteilt. Den Hunden der Gruppe A
wurden insgesamt 8 Injektionen in einer Dosierung von 7,0 umol/kg KGW verabreicht. Die
Tiere der Gruppe B erhielten jeweils 9 Injektionen zu je 5,3 pmol/kg KGW des Wirkstoffes.

Der Wirkstoff lag in einer liposomalen Formulierung vor und wurde subkutan injiziert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten eine gute klinische Wirksamkeit des Prédparates.
In den Behandlungsgruppen A und B konnte eine signifikante Besserung beziiglich der
Gesamtheit der Symptome nachgewiesen werden. Lethargie, Hautverdnderungen,
generalisierte Lymphknotenvergro3erungen und blasse Schleimhédute besserten sich in beiden
Gruppen signifikant. Neben einer positiven Beeinflussung der klinischen Symptomatik lies
sich auch eine gute Wirksamkeit von OI-PC gegeniiber krankheitsspezifischer
labordiagnostischer Verdnderungen feststellen. Erythrozytenzahl, Hamoglobingehalt der
Erythrozyten, Hamatokritwert, Thrombozytenzahl und Gesamtleukozytenzahl zeigten ebenso
wie die Konzentration von Albumin im Blutplasma einen signifikanten Anstieg unter dem
EinfluB3 von OI-PC.

Auffallend erschien im Vergleich zu anderen Préparaten die kurze beschwerdefreie Zeit nach
der Therapie mit OI-PC. Die mediane Remissionszeit betrug in Gruppe A 4 Wochen und in
Gruppe B 7 Wochen.

Die am héufigsten beobachteten Nebenwirkungen bei der Therapie der kaninen Leishmaniose
mit Ol-PC stellten bei 88,9 % aller Patienten gastrointestinale Symptome dar. Aullerdem

fielen bei 81,5 % aller behandelten Hunde Schwellungen der Injektionsstellen und bei 74,1 %
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eine Erhohung der rektal gemessenen Korpertemperatur auf. Da die Behandlung aber bei
keinem Tier auf Grund einer unerwiinschten Medikamentenwirkung abgebrochen werden
musste, sind die Nebenwirkungen von OI-PC insgesamt als tolerierbar einzustufen. Eine
negative Beeinflussung hidmatologischer und blutchemischer Parameter wurde im
Zusammenhang mit der Therapie nicht beobachtet. Jedoch war ein signifikanter Anstieg des

Protein-Kreatinin-Quotienten im Urin nachweisbar.

Die mit OI-PC behandelten Hunde zeigten nach erfolgter Therapie keine signifikant
erniedrigten Raten von negativen PCR-Ergebnissen im Knochenmark. Eine Erregerfreiheit
und in diesem Sinne eine Heilung der kaninen Leishmaniose mittels Ol-PC war durch die in
dieser Studie eingesetzten Dosierungen und Therapieintervalle nicht zu erzielen. Jedoch
zeigte ein deutlich verminderter prozentualer Anteil zytologisch positiver Tiere nach der
Therapie eine deutliche Reduktion der Erregerdichte im Knochenmark. Die zytologische
Untersuchung des Knochenmarkes deutete dariiber hinaus auf eine positive Beeinflussung der
Hamatopoese durch die Behandlung mit OI-PC hin. Die gute klinische Wirksamkeit des

Priparates wird auf diese Weise unterstrichen.
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7. Summary

The aim of this study was to investigate the efficacy of the new drug OI-PC in the treatment
of canine visceral leishmaniasis. Beside testing the clinical potency, the goal was to register
and evaluate side effects and rank them in terms of their tolerance by the patient. Using PCR
technique the pre- and posttherapeutical presence of parasites was evaluated. The purpose was
to determine if the treatment with OI-PC resulted in parasite elimination and therefore cure of
the animals.

The trial consisted of 3 groups of patients. In a preliminary test 3 dogs got 5 injections each
in a dosage of 4,2 umol/kg bodyweight. After modification of the treatment the other patients
(n=21) were split in two groups (group A and group B). Dogs in group A were treated with 8
injections of 7,0 umol/ kg bodyweight, the animals in group B got 9 injections in a dosage of
5,3 umol/ kg bodyweight. The drug was used in a liposomal formulation and injected

subcutaneously.

The results showed a good clinical efficacy of the drug. In group A and B a significant
improvement of the overall symptoms was demonstrated. Skin lesions and lethargy in both
groups improved significantly as well as generalized lymphadenopathy and pale mucous
membranes.

Beside the positive influence on clinical symptoms, OI-PC revealed in an improvement of
disease specific abnormalities in blood parameters such as Erythrocyte count, corpuscular
hemoglobin concentration, packed cell volume, platelet count, total leukocyte count and
plasma albumin concentration

It is remarkable that the tested OI-PC treatment regiments showed in comparison to other
drugs a somewhat short period of time with reduced clinical symptoms. The median remission

time in group A was up to 4 weeks and in group B 7 weeks.

Noted side effects under treatment with OI-PC were gastrointestinal symptoms in 88,9 % of
all patients. Furthermore swelling of the injection side in 81,5 % of all treated dogs were
noted and 74,1 % of all patients had an increased body temperature. In none of the animals
the treatment had to be discontinued. This suggests that the side effects of OI-PC are

acceptable.
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A negative interaction on hematological or biochemical parameters was not noticed over the
course of the treatment. However there was a significant increase of the urine protein-
creatinine-ratio.

Dogs treated with OI-PC did not show significantly lower rate of negative PCR results in the
bone marrow after treatment. An elimination of parasites and therefore a cure of canine
viscerale leishmaniasis could not been achieved using OI-PC within the tested regiments. But
cytological bone marrow evaluation showed a decreased parasite load after treatment and a

positive influence on the hematopoieses supporting good clinical efficiency of the drug.
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0. Anhang

9.1 Losungen und Puffer

1x TBE-Elektrophoresepuffer

450 ml 10x TBE-Puffer
50 ml Aqua bidest.

Der 1x konzentrierte TBE-Puffer findet sowohl als Elektrophoresepuffer als auch bei der
Anfertigung des Geles Verwendung.

2%iges Agarosegel

150 ml TBE 1fach Puffer
3,0 g Agarose

Durch Autkochen in der Mikrowelle erfolgt die vollstindige Auflésung der Agarose. Nach
Abkiihlung auf 64° C wird 1 pl Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel unter Vermeidung von
Blasenbildung ausgegossen. Nachdem das Gel vollstindig erstarrt ist, kann es verwendet

werden.



9 Anhang 195
Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 1 2 3
Rasse Mischling Dobermann Galgo Espanol
Alter (Jahre) 4 2 6
Geschlecht m w m
Gewicht (kg) 22,5 27,0 234
Auslandsanamnestik Italien Italien Spanien
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung Glucantime, Allopurinol Glucantime, Allopurinol -
Gruppe Vorversuch Vorversuch Vorversuch

Klinische Symptome

Blasse Schleimhiute

Hautveridnderungen (exfoliative

Blasse Schleimhéute,

vor Therapie Dermatitis, diffuse Alopezie, Epistaxis
periorbitale Alopezie, nicht
ulzerierende Hautknoten),
generalisierte
LymphknotenvergréBerung,
Diarrhoe*
Labordiagnostische Thrombozytopenie Animie, Thrombozytopenie, Andmie,
Verédnderungen vor Hyperproteindmie, Hypoalbuminémie,
Therapie Hyperglobulindmie Hyperglobulindmie
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv AK-Titer positiv
Therapie (PCR negativ)
Erregernachweis nach PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 40 6 48
(Wochen)
Gabe von Allopurinol ja ja nein
nach Therapieeende (unmittelbar nach (unmittelbar nach
(Zeitpunkt) Therapieende) Therapieende)
Beobachtete Inappetenz/Anorexie Breiiger Kotabsatz, Breiiger Kotabsatz,
Nebenwirkungen Schwellung der Schwellung der Injektionsstelle, Inappetenz,
wihrend der Therapie Injektionsstelle erhohte Korpertemperatur Schwellung der
Injektionsstelle, erhohte
Korpertemperatur

Anmerkungen

Ehrlichiose negativ

*In einer Kotuntersuchung wurde
Clostridium perfringens +++
nachgewiesen

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 4 5 6
Rasse Boxer Boxer Rottweiler
Alter (Jahre) 3 6 7
Geschlecht wk wk w
Gewicht (kg) 29,5 25,0 36,0
Auslandsanamnestik Spanien Spanien Griechenland, Spanien
Import (1), (1) (1) )
Urlaub (2)
Vorbehandlung - OI-PC, Allopurinol -
Gruppe A A A
Klinische Symptome Hautverénderungen Blasse Schleimhéute, Hautverénderungen

vor Therapie

(exfoliative Dermatitis,
nicht ulzerierende
Hautknoten),
generalisierte
Lymphknoten-
vergroerung

Inappetenz, Gewichtsverlust

(exfoliative Dermatitis,

diffuse Alopezie),
blasse Schleimhéute,
generalisierte
Lymphknoten-

Arthropathie,
Lethargie, respiratorische
Symptomatik
Labordiagnostische Hyperglobulindmie Anémie, Leukozytopenie, Anémie,
Verianderungen vor Hypoalbuminimie, Hypoalbuminimie,
Therapie Hyperglobulinémie, Hyperglobulinémie,
Azotimie
Erregernachweis vor PCR positiv Zytologie (Knochenmark) PCR positiv
Therapie positiv
Erregernachweis nach PCR positiv n.d. PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 28 0 1
(Wochen)
Gabe von Allopurinol nein - nein
nach Therapieeende
(Zeitpunkt)
Beobachtete Inappetenz, Inappetenz/Anorexie, Breiiger Kotabsatz,
Nebenwirkungen breiiger Kotabsatz, breiiger Kotabsatz, Vomitus Schwellung der
wahrend der Therapie Schwellung der (die Nebenwirkungen sind Injektionsstellen
Injektionsstellen, von den krankheitsbedingten
erhohte Symptomen nicht eindeutig
Korpertemperatur/Fieber abgrenzbar)
Anmerkungen Der Hund wurde nach dem Euthanasie wéhrend der Der Hund zeigte zum
Auftreten von Symptomen | Behandlung auf Grund des Zeitpunkt der
erneut mit Ol-PC sich verschlechternden Kontrolluntersuchung
behandelt (vgl. Patienten- Allgemeinbefindens eine hochgradig
Nr. 16) eingeschrinkte

Leistungsfahigkeit und
eine deutliche
respiratorische

Symptomatik, die
Besitzer wiinschten keine
weiterfithrende
Diagnostik

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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197
Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 7 8 9
Rasse Mischling Mischling Husky
Alter (Jahre) 2 9 4
Geschlecht wk wk w
Gewicht (kg) 25,0 24,0 19,5
Auslandsanamnestik Spanien unbekannt Spanien
Import (1), €] )
Urlaub (2)
Vorbehandlung Allopurinol Allopurinol -
Gruppe A A A
Klinische Symptome Blasse Schleimhéute, Hautverénderungen Hautverénderungen
vor Therapie generalisierte (Ohrrand- (exfoliative Dermatitis,
Lymphknoten- veridnderungen, periorbitale Alopezie, nicht
vergroferung, nicht ulzerierende ulzerierende Hautknoten,
Epistaxis, Anorexie Hautknoten), blasse Ulzera), Gewichtsverlust,
Lethargie Schleimhiute, Lethargie, Arthropathie
Arthropathie, Lethargie,
Fieber
Labordiagnostische Animie, Animie, Anidmie, Hyperproteindmie,
Verénderungen vor Hypoalbuminimie, Leukozytopenie, Hyperglobulindmie,
Therapie Hyperglobulindmie, Thrombozytopenie, Hypoalbuminémie
Azotéimie Hypoalbuminimie,
Hyperglobulinimie
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Erregernachweis nach n.d. PCR positiv PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 3 5 6
(Wochen)
Gabe von Allopurinol nein nein nein
nach Therapieeende
(Zeitpunkt)
Beobachtete Inappetenz Inappetenz, Vomitus, Inappetenz, breiiger
Nebenwirkungen (Nebenwirkung nicht von erhohte Kotabsatz, Schwellung der
wihrend der Therapie klinischer Symptomatik Korpertemperatur Injektionsstellen, erhdhte

abgrenzbar), erhdhte
Korpertemperatur

Korpertemperatur

Anmerkungen

Infusionstherapie wéhrend
des stationdren Aufenthaltes

Der Hund wurde aufgrund
des sich verschlechternden
Allgemeinbefindens bei
erneut steigenden
Harnstoff- und Kreatinin-
konzentrationen im Serum
vor der
Kontrolluntersuchung
euthanasiert

Ehrlichiose und
Dirofilariose negativ

Da zum Zeitpunkt der
Entlassung der Verdacht auf
eine Demodikose bestand,
wurde nach der Therapie mit
OI-PC eine lokale Therapie
mit Amitraz durchgefiihrt

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 10 11 12
Rasse Mischling Mischling Mischling
Alter (Jahre) 6 2 11
Geschlecht m mk wk
Gewicht (kg) 16,5 25,5 22,4
Auslandsanamnestik Griechenland Spanien Spanien
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung - Allopurinol -
Gruppe A A A
Klinische Symptome vor Hautverénderungen Hautverénderungen Blasse Schleimhéute,
Therapie (diffuse Alopezie, (exfoliative Dermatitis, Gewichtsverlust, Epistaxis,
Onychogrypose), Ulzera, Onychogrypose), Lethargie
blasse Schleimhéute, generalisierte
Gewichtsverlust, Lymphknoten-
Lethargie, Arthropathie vergroflerung
Labordiagnostische Anamie, Leukozytopenie, Hyperglobulindmie Aniamie, Leukozytopenie,
Veranderungen vor Thrombozytopenie, Thrombozytopenie,
Therapie Hyperproteindmie, Hyperglobulindmie,
Hyperglobulindmie, Hypoalbuminédmie
Hypoalbuminidmie
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv Zytologie (Knochenmark)
Therapie positiv
Erregernachweis nach PCR positiv PCR positiv n.d.
Therapie
Dauer der Remission 48 3 1
(Wochen)
Gabe von Allopurinol ja nein nein
nach Therapieeende (6 Wochen nach
(Zeitpunkt) Therapieende)
Beobachtete Inappetenz/Anorexie, Inappetenz, Inappetenz/Anorexie,
Nebenwirkungen breiiger Kotabsatz, Schwellung der Vomitus,
wihrend der Therapie | Vomitus, Schwellung der Injektionsstellen Schwellung der
Injektionsstellen, erhohte Injektionsstellen

Korpertemperatur

Anmerkungen

Babesiose und
Ehrlichiose positiv

Da der Hund zur
Behandlung der
Ehrlichiose (neben
Carbesia®) auch
Doxycyclin erhielt, sind
die gastrointestinalen
Symptome nicht
eindeutig den
Nebenwirkungen
zuzuordnen

Bisher ist keine erneute
Verschlechterung der

Symptomatik bekannt

Ehrlichiose positiv

Die Ehrlichiose wurde mit
Carbesia® behandelt

Der Hund wurde auf Grund
des sehr schlechten
Allgemeinbefindens und
Ausbleiben der Besserung
der labordiagnostischen
Veranderungen 1 Woche
nach Beendigung der
Behandlung euthanasiert

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 13 14 15
Rasse Mischling Boxer Mischling
Alter (Jahre) 4 4 4
Geschlecht w w w
Gewicht (kg) 11,5 21,0 25,5
Auslandsanamnestik Spanien Spanien Spanien
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung Allopurinol - -
Gruppe A A A
Klinische Symptome vor Hautverénderungen Hautverdnderungen Hautverénderungen
Therapie (exfoliative Dermatitis, (exfoliative Dermatitis, (exfoliative Dermatitis,
diffuse Alopezie Ohrrandverénderungen), diffuse Alopezie,),
periorbitale Alopezie, blasse Schleimhaute, generalisierte
Ohrrandverénderungen, Epistaxis, Lymphknoten-
Ulzera, Onychogrypose), Lethargie vergroferung,
blasse Schleimhéute Lethargie
generalisierte
Lymphknoten-
vergroBerung,
Gewichtsverlust
Lethargie
Labordiagnostische Anémie, Anémie, Leukozytose, Anédmie, Leukozytopenie,
Verinderungen vor Hyperglobulinidmie, Hyperglobulinédmie, Thrombozytopenie,
Therapie Hypoalbuminimie Hypoalbuminimie Hypoalbuminimie,
Hyperglobulindmie,
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Erregernachweis nach PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 4 20 12
(Wochen)
Gabe von Allopurinol nein ja ja
nach Therapieeende (6 Wochen nach (6 Wochen nach
(Zeitpunkt) Therapieende) Therapieende)
Beobachtete Schwellung der Schwellung der Breiiger Kotabsatz
Nebenwirkungen wihrend | Injektionsstellen, Diarrhoe Injektionsstellen
der Therapie (wéssrig, breiig)
Anmerkungen - Ehrlichiose negativ Ehrlichiose und Babesiose

Bisher ist keine erneute
Verschlechterung der
Symptomatik bekannt

negativ

Bisher ist keine erneute
Verschlechterung der
Symptomatik bekannt

Klinische Symptome und labordiagnostische Verénderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 16 17 18
Rasse Boxer Mischling Mischling
Alter (Jahre) 4 7 2
Geschlecht wk m mk
Gewicht (kg) 25,0 38,0 29,0
Auslandsanamnestik Spanien Griechenland Spanien
Import (1), €] 2 (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung OI-PC, Allopurinol Allopurinol Allopurinol
Gruppe B B B
Klinische Symptome vor | Hautveréinderungen (nicht Hautverdnderungen Hautverénderungen
Therapie ulzerierende Hautknoten), (exfoliative Dermatitis, (exfoliative Dermatitis,
Fieber, generalisierte Ulzera), generalisierte Alopezia areata),
Lymphknotenvergroferung, Lymphknoten- generalisierte
Lethargie " vergrofBerung* Lymphknoten-
vergréﬁerul};g, Lethargie
Labordiagnostische Hyperproteindmie, Hyperglobulindmie* Hyperproteindmie,
Verédnderungen vor Hypoalbuminimie, Hyperglobulindmie
Therapie Hyperglobulinimie" D
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Erregernachweis nach n.d. n.d. PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 76 n.b. 52
(Wochen)
Gabe von Allopurinol ja nein ja
nach Therapieeende (unmittelbar nach (1 Jahr nach
(Zeitpunkt) Therapieende) Therapieende)
Beobachtete Inappetenz/Anorexie, Vomitus, Diarrhoe Breiiger Kotabsatz,
Nebenwirkungen wihrend Schwellung der (wéssrig, breiig), erhdhte Schwellung der
der Therapie Injektionsstellen, erhdhte Korpertemperatur Injektionsstellen, erhohte
Kérpertemperatur/Fieber Korpertemperatur
(einige Nebenwirkungen sind
von den krankheitsbedingten
Symptomen nicht eindeutig
abgrenzbar)
Anmerkungen Ehrlichiose und Dirofilariose | *Der Hund wurde nicht | Der Hund wurde nicht
negativ zur Kontrolluntersuchung | zur Kontrolluntersuchung

Der Hund wurde nicht zur
Kontrolluntersuchung
vorgestellt

Der Hund wurde nach dem

Auftreten von Symptomen

erneut mit Ol-PC behandelt
(vgl. Patienten-Nr. 5)

vorgestellt

vorgestellt

Bisher ist keine erneute
Verschlechterung der
Symptomatik bekannt

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.

! Obwohl dieser Hund nicht zur Kontrolluntersuchung vorgestellt wurde, konnte eine Bewertung der klinischen
Symptomatik (z.B. Hautverdnderungen, Lethargie, Gewichtsverlust) durch miindliche Mitteilung des Besitzers
erfolgen. Symptome, die der Besitzer auf Grund mangelnder Fachkenntnis nicht beurteilen konnte (z.B.
LymphknotenvergroBerung) oder die ausbleibenden Kontrollen labordiagnostischer Parameter blieben

unberiicksichtigt.
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201
Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 19 20 21
Rasse Presa Canario Presa Canario Mischling
Alter (Jahre) 3 3 4
Geschlecht m m wk
Gewicht (kg) 40,0 41,0 36,0
Auslandsanemnestik Spanien Spanien Spanien
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung Allopurinol OI-PC, Allopurinol Glucantime, Allopurinol
Gruppe B B B
Klinische Symptome vor Hautverénderungen Hautverénderungen Blasse Schleimhéute,
Therapie (exfoliative Dermatitis, (exfoliative Dermatitis, Epistaxis,
periorbitale Alopezie), periorbitale Alopezie), Lethargie
generalisierte gerneralisierte
Lymphknoten- Lymphknoten-
vergroferung, vergroflerung,
Arthropathie, Lethargie Arthropathie, Lethargie
Labordiagnostische Anédmie, Andmie, Hyperproteindmie, | Andmie, Leukozytopenie,
Verénderungen vor Hyperproteindmie, Hyperglobulinimie " Thrombozytopenie,
Therapie Hyperglobulindmie, Hyperproteindmie,
Hypoalbuminémie Hypoalbuminémie,
Hyperglobulinimie ”
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Erregernachweis nach PCR positiv n.d. n.d.
Therapie
Dauer der Remission 9 0 1
(Wochen)
Gabe von Allopurinol nein nein ja
nach Therapieeende (unmittelbar nach
(Zeitpunkt) Therapieende)
Beobachtete Breiiger Kotabsatz, Breiiger Kotabsatz, Inappetenz/Anorexie,
Nebenwirkungen Schwellung der Schwellung der Vomitus, Schwellung der
wihrend der Therapie | Injektionsstelle, erhohte Injektionsstellen, erh6hte Injektionsstellen, erhohte
Kérpertemperatur Korpertemperatur/Fieber Korpertemperatur/Fieber

Anmerkungen

Ehrlichiose negativ

Der Hund wurde nach
dem Auftreten von
Symptomen erneut mit
OI-PC behandelt (vgl.
Patienten-Nr. 20)

Der Hund wurde nicht
zur
Kontrolluntersuchung
vorgestellt

Auf die Behandlung trat
keine Besserung der
Symptomatik ein

Ehrlichiose und
Dirofilariose negativ

Der Hund wurde nicht zur
Kontrolluntersuchung
vorgestellt

Klinische Symptome und labordiagnostische Verénderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.

" Obwohl dieser Hund nicht zur Kontrolluntersuchung vorgestellt wurde, konnte eine Bewertung der klinischen
Symptomatik (z.B. Hautverdnderungen, Lethargie, Gewichtsverlust) durch miindliche Mitteilung des Besitzers
erfolgen. Symptome, die der Besitzer auf Grund mangelnder Fachkenntnis nicht beurteilen konnte (z.B.
LymphknotenvergroBerung) oder die ausbleibenden Kontrollen labordiagnostischer Parameter blieben

unberiicksichtigt.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde
Patienten-Nummer 22 23 24
Rasse Mischling Mischling Jack-Russell-Terrier
Alter (Jahre) 2 4 7
Geschlecht wk mk mk
Gewicht (kg) 15,0 6,0 8,2
Auslandsanamnestik Spanien Spanien Portugal
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung - Allopurinol Allopurinol
Gruppe B B B
Klinische Symptome vor Hautverénderungen Anorexie, Lethargie Blasse Schleimhéute,
Therapie (exfoliative Dermatitis, Gewichtsverlust,
Ulzera, Onychogrypose), Lethargie
generalisierte
Lymphknoten-
vergroBerung,
blasse Schleimhéute
Arthropathie, Lethargie
Labordiagnostische Andmie, Anémie, Anémie,
Verinderungen vor Leukozytopenie, Hyperproteindmie, Leukopenie,
Therapie Hyperproteindmie, Hypoalbuminémie, Hyperglobulindmie
Hypoalbumindmie, Hyperglobulinémie,
Hyperglobulinimie Azotémie
Erregernachweis vor Zytologie (Knochenmark) PCR positiv Zytologie (Knochenmark)
Therapie positiv, positiv,
PCR negativ PCR negativ
Erregernachweis nach Zytologie und PCR n.d. n.d.
Therapie negativ
Dauer der Remission 24 0 5
(Wochen)
Gabe von Allopurinol ja - nein
nach Therapieeende (1 Woche nach
(Zeitpunkt) Therapieende)
Beobachtete Schwellung der Inappetenz/Anorexie, Vomitus,
Nebenwirkungen wahrend | Injektionsstellen, erhdhte | Vomitus, Diarrhoe (breiig, Schwellung der
der Therapie Korpertemperatur wiéssrig, z.T. blutig), Injektionsstellen, erhohte
Schwellung der Korpertemperatur
Injektionsstellen, erhohte
Korpertemperatur
(einige Nebenwirkungen
sind von den
krankheitsbedingten
Symptomen nicht
eindeutig abgrenzbar)
Anmerkungen - Auf Grund des sehr -
schlechten
Allgemeinbefindens
wurde der Hund vor der
Durchfiihrung der
Kontrolluntersuchung
euthanasiert

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.
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Fortsetzung Tabelle 30: Einzeltierbefunde

Patienten-Nummer 25 26 27
Rasse Mischling Mischling Mischling
Alter (Jahre) 1 1 1
Geschlecht m wk m
Gewicht (kg) 6,5 25,5 13,0
Auslandsanamnestik Spanien Spanien Italien
Import (1), (1) (1) (1)
Urlaub (2)
Vorbehandlung - - Glucantime, Allopurinol
Gruppe B B B
Klinische Symptome vor Hautverénderungen Hautverénderungen Hautverénderungen
Therapie (exfoliative Dermatitis, (exfoliative Dermatitis, (diffuse Alopezie,
diffuse Alopezie, Ulzera, nicht ulzerierende periorbitale Alopezie,
periorbitale Alopezie), Hautknoten), Ulzera), generalisierte
generalisierte generalisierte Lymphknoten-
Lymphknoten- Lymphknoten- vergroBerung
vergroBerung " vergroBerungen "
Labordiagnostische Anédmie, Leukozytose, ohne besonderen Befund Anédmie, Leukozytose,
Verénderungen vor Hyperproteindmie, Hyperglobulinimie "
Therapie Hyperglobulinimie "
Erregernachweis vor PCR positiv PCR positiv PCR positiv
Therapie
Erregernachweis nach n.d. n.d. PCR positiv
Therapie
Dauer der Remission 32 20 3
(Wochen)
Gabe von Allopurinol nein nein nein
nach Therapieeende
(Zeitpunkt)
Beobachtete Schwellung der Breiiger Kotabsatz, Inappetenz, Schwellung
Nebenwirkungen wihrend | Injektionsstellen, erhdhte | Vomitus, Schwellung der der Injektionsstellen
der Therapie Korpertemperatur/ Fieber | Injektionsstellen, erhdhte
Korpertemperatur
Anmerkungen Der Hund wurde nicht zur | Der Hund wurde nicht zur Ehrlichiose und
Kontrolluntersuchung Kontrolluntersuchung Dirofilariose negativ
vorgestellt vorgestellt
Der Hund wurde erst 1
Jahr nach Abschluf3 der
Behandlung erneut in der
Klinik vorgestellt

Klinische Symptome und labordiagnostische Verdnderungen, die sich auf die Therapie gebessert haben, wurden

unterstrichen.

" Obwohl dieser Hund nicht zur Kontrolluntersuchung vorgestellt wurde, konnte eine Bewertung der klinischen
Symptomatik (z.B. Hautverdnderungen, Lethargie, Gewichtsverlust) durch miindliche Mitteilung des Besitzers
erfolgen. Symptome, die der Besitzer auf Grund mangelnder Fachkenntnis nicht beurteilen konnte (z.B.
LymphknotenvergroBerung) oder die ausbleibenden Kontrollen labordiagnostischer Parameter blieben

unberiicksichtigt.
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