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ZUSAMMENFASSUNG:

»  Bei 17 Katzen mit chronischer Gingivostomatitis, die
aus Mehrkatzenhaushalten stammten, wurde der thera-
peutische Effekt einer dreimaligen (Tag 0,2 und 4), tief sub-
kutanen Injektion hinter dem Angulus mandibulae von je-
weils 1 ml eines Immunmodulators (Zylexis®) mittels Pla-
que- und Gingivitisindex, einer Beurteilung der gingiva-
len Inflammation mittels des Pantone™-Farbfachers und
computergestiitzter colorimetrischer Luminanzmessung
ermittelt. Der vierstufige Baseline-Plaqueindex sank nach
10 Tagen von 2,38 +/- 1,13 auf 1,57 +/- 1,08 (p <0,001), der
vierstufige Baseline-Gingivitisindex reduzierte sich inner-
halb von 10 Tagen von 2,49 +/- 1,14 auf 1,30 +/- 1,10
(p < 0,001). Der Baseline-Farb-Tonwert stieg als Hinweis
auf eine verringerte Inflammation nach 10 Tagen von 57,00
+/-38,44 auf 124,73 + /- 27,17 (p < 0,001), der computerge-
steuerte Luminanzwert stieg infolge verminderter Ent-
ziindung nach 10 Tagen von 96,18 +/- 23,47 auf 122,76 +/
-22,67 (p <0,001). Bei 15 der 17 Katzen konnten im Rachen-
tupfer Caliciviren nachgewiesen werden, bei keiner Katze
konnte felines Herpesvirus 1 festgestellt werden. Der sys-
temische Einfluss der Behandlung mit dem Immunmodu-
lator auf Calicivirus-spezifische T-Lymphozyten wurde
im Blut von 4 der 15 Calicivirus-positiven Katzen analy-
siert. Durch die wiederholte Gabe von Zylexis® konnte je-
doch nur bei einem Tier eine Steigerung der in vitro T-Zell-
reaktivitdt nachgewiesen werden. Die Befragung der Tier-
besitzer ergab nach Gabe des Immunmodulators bei allen
Patienten eine deutlich positive Verdnderung des Verhal-
tens, sowie eine markante Verbesserung des Fressverhal-
tens. In auffélliger Ubereinstimmung berichteten alle Tier-
besitzer, dass die Katzen offensichtlich weniger Schmer-
zen, insbesondere bei der Futteraufnahme zeigten. Viele
Tierbesitzer bemerktenbereits wenige Tage nach derersten
subkutanen Injektion, dass das Tier ein schoneres Haar-
kleid aufwies, der Haarverlust sich verringerte und dass
die Tiere ein freundlicheres, umgénglicheres Verhalten
zeigten. Der Inmunmodulator Zylexis®ist somit eine wert-
volle Erganzung zu denbekannten Therapiemdoglichkeiten
der chronischen Gingivostomatitis der Katze.

SCHLUSSELWORTER: Gingivitis, Stomatitis, Gingivosto-
matitis, Katze, Immunmodulator, Virusinfektionen

Clinical results of a new treatment
of feline gingivostomatitis with an
immunomodulator (Zylexis®)

SUMMARY:

»m  The therapeutical efficiency of three (day 0, 2 and 4)
deep subcutaneous injections behind the angular process
of the mandible of 1 ml of an immunemodulator (Zylexis®)
in 17 cats with chronic gingivostomatitis which derived
from multi-cat households was assessed by plaque- and
gingivitisindex, by evaluation of the inflammation of the
mucosaviacomparing tothe PANTONE™ color sheetsand
by computer-aided colorimetric luminance measurement.
The initial baseline plaque-index (4 grades) 0f 2.38 +/-1.13
decreased to 1.57 +/-1.08 (p < 0.001) after 10 days, the in-
itial baseline gingivitis-index (4 grades) of 2.49 +/- 1.14
decreased to 1.30 +/- 1.10 (p < 0.001) after 10 days. Due to
the reduced redness, the baseline colour value increased
from 57.00 +/-38.44 auf 124.73 + /-27.17 (p <0.001) after 10
days and the baseline computer-aided luminance value in-
creased from 96.18 +/-23.47 t0122.76 +/-22.67 (p < 0.001)
after 10 days due to decreased inflammation of the gingiva
and oral mucosa. Calicivirus, isolated from oral swabs
could be detected in 15 out of 17 cats. In none of these sw-
abs feline herpes virus (FHV-1) was detected. The influen-
ce of the treatment with the immunemodulator on Calici-
virus-specific T-lymphocytes was analysed in blood of 4 of
the 15 cats positive for Calicivirus. However, repeated in-
jections of Zylexis® did enhance only in one animal the Ca-
licivirus-antigen-specific in  vitro T-cell reactivity.
Thorough questioning of the owners revealed in all pati-
ents a marked improvement in well-being and an amelio-
rated food uptake. All owners reported, that their pets
showed obviously less pain during food uptake. Many ow-
nersreported, thatjustfew daysafter the firstsubcutaneous
injection the hair coat was more shiny, the hair loss decrea-
sed and the cats showed a more friendly and trusting
behaviour. Therefore the immunemodulator Zylexis® is a
safe and recommendable supplement to the already kno-
wn possibilities of the treatment of chronic gingivosto-
matitis in cats.

KEY WORDS: gingivitis, stomatitis, gingivostomatitis, cat,
immunomodulator, virus infections
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Einleitung

> Feline Gingivitis und Gingivostomatitis sind eine

der hdufigsten Erkrankungen in der Kleintierpraxis.
Nach Harvey (1991) werden verschiedene Termini je nach
ihrer Lokalisation unterschieden. Die marginale Gingivitis
findet man am Zahnfleischrand, die akute, hochgradige
Gingivitis mit Stomatitis reicht iiber die mucogingivale
Grenze hinaus, dariiberhinaus kennt man die hochgradige
Stomatitis mit Gingivitis und die hochgradige Oropharyn-
gitis (Arcus palatoglossus) mit Ulzerationen und Falten-
bildung der Schleimhaut. Die Therapie dieser Erkrankun-
genstellt auch heute noch in vielen Féllen ein Problem dar,
weil die haufigste Ursache, die Infektion mit felinen Cali-
civiren (FCV) und/oder Felinem Leukdmievirus (FeLV)
und Felinem Immundefizienzvirus (FIV) nicht befriedi-
gend kausal eliminiert werden kann.

Nachdem mit dem rekombinanten, felinen Omega-
Interferon (Virbagen®) ein bei Katzen mit Stomatitis gut
wirksamer Immunmodulator (Zetner et al. 2004) ent-
wickelt wurde, wollten wir in dieser Arbeit die Wirksam-
keit eines neuen, auf die Stimulation des angeborenen Im-
munsystems wirkenden Immunmodulators (Zylexis®) bei
Katzen mit chronischer Gingivostomatitis untersuchen.

Es ist seit Jahrzehnten bekannt, dass neben dem anti-
genspezifischen Immunsystem auch ein phylogenetisch
alteres, korpereigenes Abwehrsystem existiert (Mayr
1993a). Dieses angeborene Immunsystem stellt bei Infek-
tionen die erste Immunbarriere dar und ist in der Lage, in-
nerhalb kurzer Zeit mittels zelluldarer Komponenten (Neu-
trophile Granulozyten, Monozyten / Makrophagen, den-
dritische Zellen, Natiirliche Killerzellen - NK Zellen) sowie
16slicher humoraler Faktoren, zu denen unter anderem
spezifische Zytokine (TNF-q, Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-
12, Typ 1 Interferone) und das Komplementsystem
gehoren, wirkungsvoll gegen Infektionserreger sowie an-
dere Fremdantigene zu reagieren. Seit dem Auftreten der
Vertebraten und der Ausbildungeines antigenspezifischen
Immunsystems mit hochspezifischen B- und T- Zellen, be-
steht zwischen diesen beiden Zweigen des Immunsystems
eine enge Verbindung mit duflerst wichtigen synergisti-
schen Wechselbeziehungen (Mayr 1993a, Mayr 1993b).

Von Mayr A. (1993a) wurden zusétzlich die Begriffe
,paraspezifische Immunabwehr” und ,Paramunisie-
rung” gepragt. Unter , Paramunisierung” definierte Mayr
die Aktivierung und Regulierung der zelluldren Elemente
des angeborenen Abwehrsystems und die damit verbun-
dene Bildung von Zytokinen. Durch die ,Paramunisie-
rung” sollte es mdglich sein, einen positiven Einfluss auf
das Immunsystem zu erzielen und eine synergistisch-
regulative Wirkung zwischen Immun-, Nerven-, und Ge-
fafssystem zu initiieren (Mayr A., Mayr B.2002). Nach Mayr
(2001) werden unter anderem aus Pockenviren (Parapox
ovis, Stamm D1701) hergestellte Praparate (Baypamun®)
als Immunmodulatoren verwendet und als nicht-immu-
nisierende Vakzine terminologisiert. Diese Immunmodu-
latoren besitzen eine deutliche bioregulative Wirksamkeit
in vivo (Strube et al. 1989). Dabei diirfte das angeborene
Immunsystem mit seinen zelluldren Anteilen und 16s-
lichen Faktoren reagieren. Dies ist insbesondere bei der
Bekdmpfung von Infektionserregern von Wichtigkeit, da
die antigen-spezifische Reaktion des erworbenen Immun-
systems in der Regel zeitlich verzogert ist und diese Zeit
durch eine effektive Stimulation des angeborenen Immun-
systems {iberbriickt werden kann (Mayr 1993b, Mayr
2003). Attenuierte und inaktivierte Anteile verschiedener
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Parapox-viren aktivieren dabei wesentliche Komponenten
des angeborenen Immunsystems. Dartiiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass auch Zellen des adaptiven Immun-
systems durch eine Vielzahl inaktivierter Pockenviren zu-
mindest in vitro erfolgreich stimuliert werden kénnen
(Fachinger et al. 2000a). In einer in vitro Studie beim
Schwein (Fachinger et al. 2000b) fiihrte die Interaktion von
Parapox ovis-Virus mit mononukleéren Zellen des Blutes
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) zu einer Sti-
mulation der T-Helferzellen und einer deutlichen Stimula-
tionderIL-2 Produktion. Nach Fachinger etal. (2000b) deu-
tet die Beteiligung von CD3- und CD4-Molekiilen bei die-
ser Stimulation auf eine T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor,
TcR)-mediierte Aktivierung von T-Helfer-Zellen hin. Esbe-
steht die Wahrscheinlichkeit, dass das Parapox ovis-Virus
dabei als Superantigen eine Wirkung zeigt, obwohl der ge-
naue Wirkmechanismus noch nicht im Detail geklart ist.

In einer weiteren Studie tiber den immunmodulatori-
schen Einfluss von inaktiviertem Parapoxvirus auf akute
und chronische Virusinfektionenbeim Menschen wird die-
ser auf die Hochregulation sowohl von inflammatorischen
Zytokinen (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12 und IL-18) als auch an-
tiinflammatorischen Zytokinen (IL-4 , IL-10), welche die
entziindliche Antwort limitieren (Friebe et al. 2004),
zuriickgefiihrt. Bei Madusen induzierte inaktiviertes Para-
poxvirus eine Hochregulation von IL-12, IL-18, IFN-y und
anderen fiir Th1-Zellen charakteristischen Zytokinen (We-
ber et al. 2003). Auch beim Hund konnte die Induktion der
IFN-v Expression durch den Immunmodulator Baypamu-
ne® in vitro von Mangold-Gehring (2005) gezeigt werden.

In einer klinischen Untersuchung in einem Tierheim
(Klimentowski et al. 1992) an sieben gesunden, frisch ein-
gelieferten Katzen, sowie sieben Patienten, die ldnger als
ein Jahr dort untergebracht waren und Symptome von Kat-
zenschnupfen aufwiesen, wurde nach prophylaktischer
oder therapeutischer Behandlung mit Baypamun HK® in
beiden Gruppen eine deutliche Stimulation des Immun-
systems unter anderem auch durch den Anstieg der pha-
gozytdren Aktivitit von Granulozyten beobachtet.

Grundlage fiir die folgenden Untersuchungen waren
die positiven Resultate, die in einer klinischen Studie an
20 Katzen mit chronischer Gingivostomatitis nach subgin-
givaler Applikation eines anderen ,Immunmodulators”,
dem rekombinanten felinen Omega-Interferon, erzielt
werden konnten. Dabei konnte innerhalb von 10 Tagen ei-
ne signifikante Verringerung der Plaque- und Gingivitis-
Indizes festgestellt werden (Zetner et al. 2004).

Ziel der vorliegenden Studie war nun die Frage, ob
der fiir Katzen, Hunde, Pferde, Rinder und Schweine zu-
gelassene Immunmodulator Zylexis® (Parapox ovis D1701,
ehemals Baypamun®) einen Einfluss auf die klinischen
Symptome (insbesondere Schweregrad der Entziindung
und Schmerzhaftigkeit) der chronischen Gingivostomati-
tis der Katze hat und ob durch die Gabe des Immunmodu-
lators Immunmechanismen aktiviert werden.

Material und Methodik

Patienten

An 17 Patienten der Zahnstation der Veterindrmedizini-
schen Universitat Wien wurden am Tag 0, 2 und 4 tief-sub-
kutane Injektionen nach Desinfektion des Haarkleides hin-
ter dem Angulus mandibulae von jeweils 1 ml des Im-
munmodulators Zylexis®appliziert. Alle Patienten stamm-
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ten aus Mehrkatzenhaushalten und wiesen seit langer Zeit
Symptome der chronischen Gingivostomatitis auf. Das
mittlere Alter betrug 7,3 +/- 3,17 Jahre, das mittlere Ge-
wicht 4,5 +/-1,3 kg. Unter den 17 Patienten waren 10 kas-
trierte Kater, sechs kastrierte Katzen und ein unkastrierter
Kater. Vier der Patienten waren gegen FCV geimpft, der
Rest entweder nicht geimpft oder die Tierbesitzer konnten
iiber den Impfstatus keine Angaben machen.

Am Tag 0 und 10 wurde nach digital-fotografischer
Dokumentation der Plaque- und Gingivitisindizes fiir
diagnostische Zwecke eine Tupferprobe aus dem Rachen-
bereich entnommen, nachdem Calici- und Herpesviren in
der Literatur als haufig an diesem Krankheitsbild beteiligt
beschrieben werden (Hofmann-Lehmann et al. 2001, Kno-
wles et al. 1989, Lommer und Verstraete 2003, Pedersen
1992, Reubel et al. 1992, Zetner et al. 2004). Zusatzlich wur-
deam Tag 0 fiir die Ermittlung von Blutparametern und am
Tag 10 fiir die Einleitung der Anédsthesie Blut entnommen.
Aus restlichem Probenmaterial wurden mittels Dichtezen-
trifugation tiber Ficoll-Hypaque die mononukledren Leu-
kozyten des Blutes (peripheral blood mononuklear leu-
kocytes, PBMC) isoliert.

Am 10. Tag wurden nach Sedierung (Medetomidin,
Domitor®) in Inhalationsnarkose (Sauerstoff, Isofluran) die
Plaquebeldge und der Zahnstein entfernt, sowie Gingi-
vektomien und Gingivoplastiken durchgefiihrt. Am Tag 10
wurden die Tierbesitzer eingehend befragt, ob und wann
sich am Verhalten der Katze etwas gedndert hatte oder ob
an der Menge sowie der Art und Weise der Futteraufnah-
me Verdnderungen aufgetreten waren.

Fotografische Dokumentation

Die fotografischen Dokumentationen wurden unter fol-
genden konstanten Bedingungen durchgefiihrt: um Farb-
verschiebungen durch wechselnden Tageslichteinfluss zu
vermeiden, wurde der Einfluss des Tageslichtes durch Ver-
dunkelung ausgeschlossen. Die notwendige Beleuchtung
der Zahnstation wurde mittels Leuchtstoffrohren mit kon-
stanter Farbtemperatur von 4700 Grad Kelvin gewdhr-
leistet.

Die digitalen Nahaufnahmen wurden mit konstan-
tem Abstand mit einer Canon Dimage™ und einer Ring-
leuchte mit 4700 Grad Kelvin durchgefiihrt. Zusitzlich
wurden idente Aufnahmen mit einer Olympus-Spiegelre-
flexkamera mit 2 extension tubes (Abbildungsmafistab
konstant auf 1:1 eingestellt), durchgefiihrt. Um Farbver-
schiebungen durch Einfliisse verschiedener Chargen der
Amateur-Dia-Filme auszuschlieSen, haben wir aus-
schlieSlich eine professionelle Ektachrome-EPN-Charge
verwendet, wobei die Filme unverziiglich in einem Pro-
fessionallabor entwickelt wurden.

Auswertung des Entziindungsgrades der Gingiva und
der Mundschleimhaut

Umneben der Feststellung des Grades der Gingivitis durch
den Gingivalindex auch eine Information tiber die Inflam-
mation der Mundschleimhaut zu bekommen, wurden von
denDiasam Tag 0und 10 grofsformatige Farbbilderauf pro-
fessionellem Hochglanzpapier unter geeichten und stan-
dardisierten Verhéltnissen hergestellt. Diese Bilder wur-
den von einem Spezialisten, welcher weder an der Vete-
rindrmedizinischen Universitidt Wien arbeitet noch um die
Bedeutung der Bilder informiert war, der jedoch in Far-
benlehre speziell ausgebildet ist, anhand einer zur Ver-

figung gestellten Farbtabelle bei einer Raumbeleuchtung
von 4700 Grad Kelvin beurteilt. Dabei wurde aus zahlrei-
chen Stellen in der Mundhdéhle mit verschiedenen, je nach
Lokalisation wechselnden Entziindungsgraden, ein Mit-
telwert gebildet. Der Zahlenwert eines bestimmten Ent-
ziindungsgrades wurde durch den Vergleich mit einer
Farbtafel entnommen, die alle méglichen Stadien einer In-
flammation zeigt. Um die bestmogliche, wiederholbare
Beurteilung zu gewihrleisten, waren den Farbtafelwerten
auch genau definierte, in der Farbdruckereibranche tibli-
che Bezeichnungen nach den PANTONE™.-Farbtafel-
werten (HIT, Fa. Huber, Miinchen, BRD) zugeordnet (ge-
sunde Gingiva: hellrosa, Pantone 1767C, mittelgradige
Entziindung Pantone 1785C, hochgradige Entziindung
Pantone 199C).

Computergestiitzte Colorimetrie

Im Rahmen der computergestiitzten Colorimetrie wurden
von jedem Patienten die Digitalbilder der Tage 0 und 10 in
das Windows-Programm Photoshop 6.0 geladen und ein
fiir beide relevanten Zeitpunkte reprdsentativer Aus-
schnitt gleicher Grofse und Lokalisation gewéhlt. Der kreis-
runde oder fallweise auch ovale Ausschnittwurde mitdem
Zeichenwerkzeug ,Auswahlellipse” ausgewdhlt. Im
Mentipunkt ,Bild” > , Histogramm* kann man den Lumi-
nanzwert im aufspringenden Fenster unter ,Mittelwert”
ablesen. Je geringer die Luminanz, desto dunkler ist die
rote Farbe als Zeichen der Inflammation am Patienten zu
interpretieren.

Blutuntersuchungen

An allen Patienten wurde vor dem Beginn der Behandlun-
gen (Tag 0) ein Leber-Nierencheck durchgefiihrt. Dabei
wurdenbeisechs Patienten geringgradige Erhchungendes
Wertes fiir Totalprotein (ein moglicher Hinweis fiir eine
chronische Entziindung) und teilweise fiir Glucose (Stress-
faktor) festgestellt.

Virologische Untersuchungen

Die Rachentupferproben wurden einerseits zwecks Isolie-
rung zytopathogener Viren auf Zellkulturen verimpft und
andererseits zusatzlich mittels PCR auf FHV-1-spezifische
DNA untersucht, nachdem die PCR eine hohere Sensiti-
vitdt als die FHV-1-Isolierung in Zellkultur ergeben hatte
(Zetner et al. 2004). Calicivirus-negative Proben wurden
zur Absicherung des negativen Ergebnisses des Isolierver-
suches in Zellkultur zusdtzlich mittels RT-PCR wie bei
Zetner et al. (2004) beschrieben auf Calicivirus-spezifische
Nukleinsdure untersucht.

Die Virusisolierung aus den Rachentupferproben so-
wiediePassagierung vonisolierten Virenerfolgten auf Mo-
nolayern von , Crandell Feline Kidney” Zellen. Die Verifi-
zierung eines aufgetretenen zytopathischen Effekts wurde
mittels indirekter Inmunfluoreszenz durchgefiihrt. Dabei
wurde zum Nachweis von Caliciviren ein Katzen-Anti-
serum gegen feline Caliciviren verwendet, dessen Reakti-
on mit einem FITC-konjugiertem Goat Anti-Cat IgG (Fa.
Jackson Immuno Research Lab. Inc.) nachgewiesen wurde.
Zum Nachweis von FHV-1 wurde ein fluoreszenz-konju-
gierter anti-FHV-1 Antikérper verwendet (Fa. VMRD, Inc.,
Szabo-Scandic) wiebei Zetneretal. (2004) beschrieben. Zur
Titerbestimmung der FCV-Isolate wurden diese in log 10
Verdiinnungsstufen in Mikrotiterplatten (jeweils vier re-
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plikate Kulturen/ Verdiinnungsstufe) titriert und fiir drei
Tagekultiviert. Danach wurde der zytopathische Effektdes
Virus in den entsprechenden Kulturen optisch beurteilt
und der Virustiter ermittelt. Die Angabe des erhaltenen Ti-
ters erfolgte in Tissue culture infective dose 50% (TCID50).

Die PCR auf FHV-1-spezifische Nukleinsdure erfolg-
te wie bei Reubel et al. (1993) und Stiles et al. (1997) ange-
fiihrt.

Immunologische Untersuchungen

Fiir die immunologischen Untersuchungen zur Uberprii-
fungeinessystemischen Einflusses von Zylexis®aufdasan-
tigen-spezifische Inmunsystem der Katze wurden PBMC
aus heparinisiertem Blut von vier der FCV-positiven Pati-
enten vor (Tag 0) und nach der Behandlung (Tag 10) tiber
eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque
(PAA)isoliert. Dazuwurde 1:1 (v/v) in PBS verdiinntes he-
parinisiertes Blut auf 5 ml Ficoll-Hypaque geschichtet und
30 min bei 600g zentrifugiert. Danach wurden aus der In-
terphase zwischen Plasma und Ficoll-Hypaque die mono-
nukledren Zellen entnommen und zweimal mit PBS und
einmal mit Zellkulturmedium (RPMI1640, 10% FCS und
Antibiotika) gewaschen. Danach wurden die PBMC in
einer Mischung aus 10 % DMSO, 40 % FCS und 50 % Zell-
kulturmedium eingefroren und bis zur weiteren Verwen-
dung bei-153 °C (Sanyo Ultrafreezer) gelagert.

Zur Bestimmung eines systemischen immunmodula-
torischen Effektes der Zylexis®-Behandlung wurden die
eingefrorenen PBMC-Proben, immer in Kombinationen
von Zellen eines Tieres, die vor und nach der Behandlung
gewonnen worden waren, aufgetaut, gezdhlt und jeweils
2x105PBMC/Mikrokulturin Rundbodenplatten (Greiner,
Kremsmiinster) ausgesiat. Danach wurden die PBMC,
wenn moglich in triplikaten Kulturen, mit unterschied-
lichen Mengen von felinem Calicivirus (FCV, multiplicity
of infection, M.O.1. von 10, 1 und 0,1) in vitro restimuliert
und fiir 5 Tage bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank inku-
biert. Zur Kontrolle der unspezifischen Reaktivitdt der
PBMC wurden Mikrokulturen nur mit Zellkulturmedium
allein kultiviert. Die virus-spezifische Proliferation der
PBMC wurde durch die Zugabe von Tritium-markiertem
Thymidin (H-Thymidin, 1uCi/ Mikrokultur, Amersham)
fiir 18 h am Ende der Kultivierung semi-quantifiziert. Da-
nach wurden die Kulturen bei —20 °C gefroren und nach
dem Auftauen auf Filterplatten transferiert. Nach Zugabe
eines entsprechenden Scintillators erfolgte die Analyse des
eingebauten *H-Thymidins in die DNA der proliferieren-
den T-Zellen im Radioaktivitdtsmessgerat. Dabei stellt die
gemessene Radioaktivitidt (cpm) ein direktes Mag fiir die
antigen-spezifische Aktivitit der PBMC, speziell der
FCV-spezifischen T-Zellen dar. Durch eine Division der
Werte der virus-restimulierten Parallelkulturen durch die
Werte der entsprechenden Negativkontrollen (Medium-
kontrollen) konnte fiir jede Gruppe der sogannte Prolife-
rationsindex berechnet werden.

Statistische Auswertung

Die ermittelten Werte fiir die Plaqueindices sowie die Ent-
ziindungsgrade der Gingiva und der Mundschleimhautan
den Tagen 0 und 10 bildeten die Grundlage fiir die statisti-
sche Auswertung im Programm SPSS fiir Windows (Wil-
coxon-Test). Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtums-
wabhrscheinlichkeit von p < 0,05 herangezogen.
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ABBILDUNG 1: Beispiel der Verbesserung der klinischen Situation am
Beispiel der Katze Nr. 16: vor der Behandlung; nach 3x Zylexis® subkutan.

Mittels Komolgorov-Smirnov Test wurden die im-
munologischen Daten auf Normalverteilung tiberpriift,
und die Signifikanz der in den immunologischen Tests er-
haltenen Daten wurde mittels t-Test fiir gepaarte Stichpro-
ben tiberpriift (SPSS 11.5).

Ergebnisse

Klinische Ergebnisse

Eine Verringerung der Entziindung in der Mundhéhle war
bei allen Patienten zu bemerken und stand in Zusammen-
hang mit der Lokalisation in der Mundhohle. So verrin-
gerten sich die Ulzerationen im Arcus palatoglossus umso
stdrker, je ausgepragter die Ulzerationen und die Inflam-
mation gewesen waren. Bei Katzen, bei denen jedoch vor-
wiegend die Gingiva inflammiert und schmerzhaft war,
verringerte sich deutlich sichtbar die Entziindung im Be-
reich des Zahnfleisches. Unabhingig von der Lokalisation
(Oropharynx, Gingivitis oder Gingivostomatitis) war der
klinische Erfolg jedoch immer in Ubereinstimmung mit
den obgenannten Indizes, wobei die Verminderung der
Inflammation in der Regel an besonders stark entziindeten
Lokalisationen stérker ausgepréagt war. Die Veranderun-
gen der Plaque- und Gingivitisindices sowie des Farb-
Tonwertes und der Luminanz zwischen Tag 0 und 10 sind
in Tabelle 1 dargestellt, ein Beispiel der Verbesserung der
klinischen Situation ist aus Abbildung 1 ersichtlich.

Virologische Ergebnisse

Bei 15 der 17 Katzen konnten im Rachentupfer Caliciviren
nachgewiesen werden. Die Virustiter der erhaltenen Isola-
te lagen zwischen 5,0 und 10,25. Die beiden negativen Er-
gebnisse der Virusisolierung in Zellkultur wurden durch
ein negatives RT-PCR-Ergebnis auf FCV-spezifische
Nukleinsdure bestitigt. Felines Herpesvirus 1 konnte we-
der in Zellkultur isoliert werden, noch gelang der Nach-
weis von FHV-1-spezifischer DNA mittels PCR. Bei einem
Patienten, welcher am Tag 0 FCV positiv war, konnte nach
10 Tagen im Rachentupfer kein Calicivirus mehr nachge-
wiesen werden. Bei den {ibrigen 14 Katzen blieb die FCV
Ausscheidung bestehen.

TABELLE 1: Mittelwerte und Standardabweichungen des Plaqueindex,
Gingivitisindex, Farb-Tonwertes und der Luminanz der 17 Katzen an

{ Veranderung

den Tagen 0 und 10.
: i signifikanz
Plaqueindex 2,38+/-1,13 1,57 +/-1,08 p < 0,001
Gingivitisindex 2,49 +/-1,14 1,30+/-1,10 p <0,001
Farb-Tonwert 57,00+/-38,44 124,73+/-27,17 p <0,001
Luminanz 96,18+/-23,47 122,76+/-22,67 p <0,001

-34%
-48%
+119%
+28%




Tierbesitzer diese Verhaltensdnderung schon am Tag
3000 nach der ersten Injektion feststellten).
— Katze frisst mehr und besser: 14 Tierbesitzer
7000 B vor Behandlung - Katze weist schoneres und glinzenderes Haarkleid auf:
6000 ]— B nach Behandlung 10 Tierbesitzer
- Katzehatoffensichtlich weniger Schmerzen: sieben Tier-
@ 50004+ besitzer
S 4000 4— - Katzezeigtein positivverdandertes Rudelverhalten (ver-
S kriecht sich nicht mehr, tritt gegeniiber anderen Katzen
30001 dominanter auf): vier Tierbesitzer.
20004+ [
o L]
10005 Diskussion
0
MOI 1 MOI 0,1 Med. Aus klinischer Sicht besteht in der Literatur Ubereinstim-
konz. mung dartiber, dass die Gingivostomatitis der Katze eine
tiberaus schmerzhafte Erkrankung ist, wobei die Futter-

aufnahme bei diesen Patienten oft deutlich eingeschrankt
ist(Anderson2003,Mihaljevicetal. 2005, Zetner etal. 2004).
Mit der in der vorliegenden Studie praktizierten Therapie
mittels Zylexis® konnte ein sehr guter Therapieerfolg er-
zielt werden. Sowohl die auf objektiver Basis ermittelten
Indices als Parameter der Entziindung bestatigen dies als
auch die von der Mehrzahl der Patientenbesitzer beobach-
teten positiven Verdnderungen des Verhaltens (...”Katze
fiihlt sich offensichtlich wohler und hat weniger Schmer-
zen”...). Der sehr schmerzhafte Verlauf der chronischen
Gingivostomatitis der Katze kann gemé&f? Anderson (2003)

ABBILDUNG 2: Die Abbildung zeigt die FCV-spezifische
Proliferation von PBMC eines Probanden (Nr. 3). Die PBMC
waren dabei vor und nach der Behandlung mit Zylexis® isoliert
worden. Die Stimulation in vitro erfolgte mit unterschiedlichen
Mengen von Viren (MOI 1, MOI 0,1) fiir 5 Tage, wobei den
Kulturen withrend der letzten 18 Stunden der Kultivierung
3H-Thymidin zugesetzt wurde. Der Einbau des 3H-Thymidins
dient als Maf$ fiir die antigen-spezifische Reaktivitiit der
Mikrokulturen. Die einzelnen Balken reprisentieren jeweils
Mittelwerte aus mindestens zwei parallelen Mikrokulturen.

Standardabweichungen sind in die Abbildung inkludiert.

Immunologische Ergebnisse

Die virus-spezifische Stimulation von FCV-spezifischen
T-Zellen aus Proben von PBMC, die vor und nach der Be-
handlung mitZylexis® gewonnen wordenwaren, zeigtebei
den vier untersuchten Katzen ein sehr heterogenes Bild im
virusantigen-spezifischen °H-Thymidin-Inkorporations-
assay (Tab.2). Die Ergebnisse der Proliferationsassays sind
in Tabelle 2 zusammengefasst.

Exemplarischist dieantigenspezifische T-Zellprolife-
ration des Probanden Nummer 3 aufgezeigt. Die Abbil-
dung 2 gibt die jeweils auf Mittelwerten von mindestens
2 Parallelproben basierende FCV-spezifische Proliferation
der FCV-spezifischen T-Zellen in Abhangigkeit der Virus-
menge wieder. Es konnte kein signifikanter Unterschied
(p < 0,05) zwischen den einzelnen vor und nach der Be-
handlung gewonnenen Messgruppen festgestellt werden.

Psychologische Auswertung

Die am Tag 10 durchgefiihrte Befragung der Besitzer er-
brachte folgende Antworten (auch Mehrfachnennungen!):
— Katze hat sich in ihrem Verhalten positiv verdndert,

fiihltsich offensichtlich wohler: 15 Patienten (wobei drei

TABELLE 2: Antigenspezifische Reaktionen von Calicivirus-
spezifischen T-Lymphozyten von 4 der 15 FCV-positiven

A wWN =

Katzen vor und nach der Behandlung mit Zylexis®.

Antigenspezifische Reaktion von

Calicivirus-spezifischen T-Lymphozyten

Abnahme nach Behandlung
Zunahme nach Behandlung
kein Unterschied nach der Behandlung
kein Unterschied nach der Behandlung

sogar schmerzbedingte Verhaltensstérungen hervorrufen.
Die durch die Tierbesitzer beobachtete positive Verhal-
tensveranderung kann daher direkt durch die verminder-
te Entztindung erkldrt werden. Auflerdem gibt aber Mayr
(2001) an, dass Immunmodulatoren auch als Antistress-
mittel eingesetzt werden, weil sie die Psyche positiv be-
einflussen kénnen. Uberraschend fiir die Untersucher war
dennoch die Tatsache, dass drei von 17 Tierbesitzern be-
richteten, dass die Katze bereits am Tag nach der ersten
Applikation des Immunmodulators Zylexis® sich offen-
sichtlich wohler fiihlte, agiler war und die Futteraufnahme
sich verbesserte.

Obwohl es zahlreiche Publikationen tiber die Wir-
kung von auf Parapox ovis-Derivaten basierenden Im-
munmodulatoren auf die seit Millionen von Jahren existie-
rendeangeborene Immunantwortbei Menschund Tier gibt
(Mayr 1993a, Mayr 1993b, Mayr A., Mayr B. 2002, Mayr
2003), ist die Wirkungsweise bis heute nicht eindeutig er-
klarbar (Fachinger et al. 2000a) und teilweise sogar um-
stritten. Nachgewiesen wurden Reaktionen und Wirkun-
gen auf das Immunsystem des Schweines nach Applikati-
on von inaktivierten Poxvirusstimmen in vitro im Sinne
einer vermehrten Freisetzung von Interleukin-2 (IL-2), so-
wie Interferon-y (IFN-y) und IFN-vy (Fachinger etal. 2000b),
welche eine Erklarung fiir die immunstimulierenden Wir-
kungen sein kénnten. Beim Hund fiihrte der Immunmo-
dulator Baypamune® in vitro zur Induktion der IFN-y
Expression, welche als Férderung der ,, Abwehrkréfte” an-
gesehen werden konnte (Mangold-Gehring 2005). Nach
Fachinger et al. (2000a) fithrten inaktivierte Parapox ovis
Vireninvitrobeim Schwein zueiner Vermehrung der T-Hel-
fer-Zellen, welche zu einem erhohten IL-2 Spiegel bei-
tragen.

Beim Menschen wiederum wird der immunmodula-
torische Effektvoninaktivierten Parapox ovis Viren auf die
Hochregulationsowohlvoninflammatorischen Zytokinen
(TFN-vy, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-12) als auch anti-inflammato-
rischen Zytokinen (z. B. IL-10), welche die entz{indliche
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Antwort limitieren, zuriickgefiihrt. Die Viruspartikel akti-
vieren dabei anscheinend Monozyten sowie andere anti-
gen-prasentierende Zellen, unter anderem auch dendriti-
sche Zellen (Friebe et al. 2004).

Bei der Katze sind grundlegende Mechanismen der
Wirkung von diesen auf Parapocken basierenden Immun-
modulatoren noch nicht eingehend bekannt und sogar in
einigen Studien sehr kontréar beschrieben worden. Hart-
mann et al. (1999) konnten in einer Studie zur moglichen
Wirkung des Immunmodulators Baypamun®mit 120 FeLV
positiven Katzenim Vergleich zu einem Placebo keinen sta-
tistisch signifikanten Erfolg beziiglich einer Verringerung
der Krankheitssymptome feststellen. Hingegen konnten
Traeder et al. (2005) bei einer experimentell mit Caliciviren
infizierten Katzenpopulation nach dreimaliger Behand-
lung mit dem Immunmodulator Zylexis® im Vergleich zu
einer unbehandelten Kontrollgruppe die klinischen Symp-
tome erheblich reduzieren. Die mit dem Immunmodulator
behandelten Katzen zeigten dariiber hinaus eine deutlich
geringere Haufigkeit von Ulzerationen in der Mundhdhle.
Letzteres ist in Ubereinstimmung mit unseren Resultaten,
wo die Applikation des Immunmodulators Zylexis® auch
eine deutliche Verringerung der Ulzerabzw. hypertrophen
Schleimhautwucherungen im Arcus palatoglossus zeigte.
Auch in unseren Untersuchungen handelte es sich bei den
meisten Katzen um FCV-infizierte Tiere. Traeder et al.
(2005) beschrieben einen positiven Einfluss von Zylexis®
auf die absolute Leukozytenzahl im Blut der behandelten
Tiere. Wir waren hingegen in unseren Untersuchungen an
der Steigerung der systemischen, antigen-spezifischen zel-
luldren Immunantwort interessiert. Durch die in vitro Re-
stimulation von T-Lymphozyten mit viralem Antigen
konnten wir bei vier Probanden eine deutliche dosisab-
hingige antigen-spezifische in vitro T-Zellproliferation
nachweisen. Der Einfluss des Immunmodulators auf die
antigen-spezifische Proliferation war allerdings in den un-
tersuchten Féllen heterogen. Bei einem Tier konnte eine
Steigerung, bei einem zweiten Tier eine Suppression und
bei den restlichen zwei Tieren keinerlei Unterschied fest-
gestellt werden. Um diese Heterogenitit zu umgehen und
gesicherte Aussagen iiber die Reaktivitdt und Stimulier-
barkeit FCV-spezifischer T-Lymphozyten nach Behand-
lung der Probanden mit Zylexis® machen zu kénnen, sind
noch weitere Untersuchungen mit einer hoheren Proban-
denzahl nétig.

Aus klinischer Sicht kann insgesamt festgestellt wer-
den, dass der Inmunmodulator Zylexis® eine wertvolle Ex-
weiterung des therapeutischen Repertoires darstellt, wo-
bei besonders die subcutane Applikation fiir den tierdrzt-
lichen Praktiker problemlos durchfiihrbar ist. Aus immu-
nologischer Sicht liegt allerdings bislang kein Hinweis auf
eine systemische Steigerung der antigenspezifischen Im-
munreaktionen der FCV-infizierten Tiere vor.
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