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L. Einleitung 1

I. Einleitung

Katzenschnupfen ist eine weit verbreitete Krankheit unter den Katzen. Neben dem
felinen Herpesvirus (FHV), dem felinen Calicivirus und Chlamydophila felis (C.
felis) sind Mykoplasmen und bakterielle Sekundarerreger beteiligt (GASKELL et
al., 2006). Aufgrund ihrer Eigenschaften sind C. felis und Mykoplasmen schwer
zu behandeln. Das Tetracyclin-Derivat Doxycyclin  (DOX) wund das
Fluorochinolon Enrofloxacin haben sich als wirksam erwiesen und werden zur
Therapie empfohlen (GREENE & WATSON, 2006; GERHARDT et al., 2006;
GREENE, 2006b). Die Behandlung von Katzen mit beiden Wirkstoffen wird
jedoch durch eine Reihe an Nebenwirkungen limitiert. Das neu entwickelte
Zyano-Fluorochinolon Pradofloxacin (PRA) zeigt sowohl in vitro als auch in
Feldstudien eine gute Wirkung gegen gram-positive und gram-negative Erreger
(ABRAHAM et al., 2002; DE JONG & BLECKMANN, 2003; DE JONG et al.,
2004; STEPHAN et al., 2004; STEPHAN et al., 2005).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Sekretion von PRA und DOX in Speichel und
Tranenfliissigkeit nach oraler Gabe zu ermitteln. In einer Pharmakokinetikstudie
wurden bei sechs Katzen zu festgelegten Zeitpunkten Serum-, Speichel- und
Tranenfliissigkeitsproben genommen und auf die Konzentration der Wirkstoffe
hin untersucht (Studie 1). In einer zweiten Studie wurde die Pravalenz von FHV,
C. felis, Mykoplasmen und aeroben Bakterien auf den Konjunktiven von Katzen
mit  Konjunktivitis  ermittelt.  Polymerasekettenreaktion ~ (PCR)  und
Immunfluoreszenztest (IFT) wurden zum Nachweis von C. felis verwendet und
anschlieBBend die Sensitivitdt und Spezifitit des IFT ermittelt. Um einen Eindruck
iiber die Beteiligung von Mykoplasmen zu gewinnen wurde eine
Speziesdifferenzierung bei einer Auswahl an Konjunktivaltupferproben
durchgefiihrt (Studie 2). Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin,
die Wirksamkeit von PRA im Vergleich zu DOX bei an Katzenschnupfen
erkrankten Katzen zu untersuchen. Dabei wurde besonders auf die Wirkung gegen
C. felis und Mykoplasmen geachtet. In einer verblindeten, prospektiven Studie
wurden Katzen mit Konjunktivitis oder Katzenschnupfen entweder mit PRA oder
mit DOX {iber einen Zeitraum von 42 Tagen behandelt und die Verbesserung
klinischer Symptome sowie die Elimination von C. felis und Mykoplasmen

mittels PCR aus Konjunktivaltupferproben tiberpriift (Studie 3).
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I1. Literaturibersicht

Chlamydophila  felis (C. felis) ist ein Erreger des sogenannten
Katzenschnupfenkomplexes.  Katzenschnupfen ist eine  multifaktorielle
Erkrankung, ausgeldst durch primére und sekundire Erreger und beeinflusst vom
Immunstatus der Katze und von den Haltungsbedingungen (BINNS et al., 1999;
BINNS et al., 2000). Das feline Herpesvirus (FHV) und das feline Calicivirus
(FCV) gelten als die Haupterreger des Katzenschnupfens und konnen beim
iiberwiegenden Teil der erkrankten Katzen nachgewiesen werden (GASKELL et
al., 2006). Neben C. felis gilt Bordetella bronchiseptica als primédrer Erreger des
Katzenschnupfens (WILLOUGHBY et al., 1991; JACOBS et al., 1993; COUTTS
et al, 1996; WELSH, 1996; HOSKINS et al., 1998). Weiterhin sind
Mykoplasmen beteiligt, die bei Katzen mit Katzenschnupfen und bei klinisch
gesunden Katzen nachgewiesen wurden (TAN et al., 1977a; HAESEBROUCK et
al., 1991; RANDOLPH et al., 1993; CHANDLER & LAPPIN, 2002; LOW et al.,
2007). Thre Rolle beim Katzenschnupfen ist noch unklar (BLACKMORE et al.,
1971; TAN & MILES, 1974a). Andere bakterielle Erreger, wie Pasteurella
multocida,  Pasteurella  aeruginosa,  Streptokokken,  Staphylokokken,
Enterobacteriaceae u. a. sind meist sekunddr beteiligt und verkomplizieren die
Symptome (GASKELL et al., 2006).

1. Chlamydophila felis

1.1. Taxonomie

Alle unter der Ordnung Chlamydiales eingestuften Erreger zeichnen sich nicht nur
durch den selben Reproduktionszyklus, sondern auch durch fast identische
Gensequenzen der 16S ribosomalen Ribonukleinsdure (rRNA) und/oder 23S
rRNA aus (EVERETT et al., 1999a). Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht der
Familien und Spezies der Ordnung Chlamydiales; Tabelle 1 liefert eine Ubersicht
tiber Wirte und klinische Manifestation der einzelnen Spezies.

Innerhalb der Ordnung wird zwischen vier Familien unterschieden, den
Chlamydiaceae und den sogenannten ,,Chlamydia-like organisms®, zu denen

Parachlamydiaceae, Simkaniaceae und Waddliaceae gezihlt werden (EVERETT
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et al., 1999a; RURANGIRWA et al., 1999). Die Familien unterscheiden sich in

ihren phinotypischen und pathologischen Eigenschaften. Als Grundlage fiir die

Differenzierung dienen heute ribosomale Gensequenzen (EVERETT, 2000).

Tabelle 1: Wirte und klinische Manifestation der einzelnen Spezies der Ordnung
Chlamydiales (nach EVERETT, 2000)

Spezies Vorkommen Klinik

Chlamvdia Trachom, Krankheiten des
ydia Mensch Genitaltraktes, Arthritis,

trachomatis PP :

Konjunktivitis, Pneumonie
Chlamydia . Konjunktivitis, Enteritis,
. Schwein :

suis Pneumonie

Chlamydia Maus Pneumonie

muridarium Hamster proliferative Ileitis

Chlamydophila
psittaci

Vogel (Mensch, Saugetiere,
Schildkrote)

Psittakose, Ornithose

Chlamydophila
pectorum

Rind, Schaf, Ziege, Schwein

Abort, Konjunktivitis,
Enzephalomyelitis, Enteritis,
Pneumonie, Polyarthritis

Koala

Krankheiten des
Reproduktions- und
Urogenitaltraktes, Infertilitat

Chlamydophila
pneumoniae

Mensch, Koala, Pferd

Krankheiten des
Respirationstraktes,
obstruktive
Lungenerkrankung,
Artherosklerose, Alzheimer

Chlamydophila
abortus

Schaf, Ziege, Rind, Schwein,
Pferd, Kaninchen, Maus,
Meerschweinchen

Abort, lebensschwache
Neonaten

Chlamydophila
caviae

Meerschweinchen

Konjunktivitis

Chlamydophila
felis

Katze, (Mensch)

Konjunktivitis, Rhinitis

Parachlamydia
acanthamoebae

Acanthamoeba spp.,
Hartmanella vermiformis,
Dictyostelium discoideum

Neochlamydia
hartmanellae

Acanthamoeba spp.,
Hartmanella vermiformis,
Dictyostelium discoideum

chondrophila

Slmkanla' Mensch Pneumonie
negevensis Z
Waddlia Rind Abort
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Familie | | Gattung | | Art |

Chlamvdia trachomatis |

| Chlamydia L Chlamyvdia suis

Chlamvdia muridarium |

—| Chlamvdophila psittaci |

Chlamydiaceae — | Chiamvdophila pneumoniae

| Chlamvdophila pectorum |

—|(_"!:fﬂm_vdophn'a i—

| Chlamvdophila abortus |

ﬂ Chlamyvdophila caviae |

— Chlamvdophila felis

Parachlamvdia Parachlamvdia acanthamoebae |
Parachlamydiaceae {

Neochlamydia Neochlamydia hartinanellae |
Simkaniaceae |—| Simkania |—| Simkania negevensis Z |

Waddlia chondrophila
(WSU 86-1044)

Waddliaceae Waddlia

Abbildung 1: Familien, Genera und Spezies der Ordnung Chlamydiales (nach
EVERETT et al., 1999a; RURANGIRWA et al., 1999; EVERETT, 2000; HORN
et al., 2000)

Chlamydiaceae sind gram-negativ und tragen alle das gleiche LPS-Epitop aKdo'-
(2—8)-0Kdo-(2—4)-aKdo.  Monoklonale  Antikorper, die gegen das
familienspezifische Epitop gerichtet sind, erlauben die Identifikation aller
Mitglieder dieser Familie (LOBAU et al., 1995). Moderne molekularbiologische
Untersuchungsmethoden basieren auf dem Nachweis von ompA-Gensequenzen,
die das ,,Major-Outer-Membrane“-Protein (MOMP) kodieren, tRNA-gly und 23S
rRNA (EVERETT & ANDERSEN, 1999; EVERETT et al., 1999b; EVERETT,

' KDO = 3-Deoxy-D-manno-octlosonic-Saure



II. Literaturiibersicht 5

2000). Innerhalb der Familie Chlamydiaceae wird zwischen neun Spezies
unterschieden, die zwei Genera zugeordnet sind.

Drei der neun Spezies wurden dem Genus Chlamydia zugeordnet. Chlamydia
trachomatis wird wiederum in zwei Biovare unterteilt; Trachoma mit 14
Serovaren (A — K) und Lymphogranuloma venereum mit vier Serovaren (L.4).
Der Erreger ist eine vorrangig humanpathogene Spezies und fiihrt zu einer
chronischen  follikuliren  Keratokonjunktivitis ~ (Trachom, ,,Agyptische
Augenkrankheit®), zu einer Einschlusskdrperchenkonjunktivitis, zu Krankheiten
des Urogenitaltraktes, Lymphogranuloma venerum, Arthritiden und zu
Pneumonien (BRANIGAN et al., 1996; HOF & DORRIES, 2005). Beim Schwein
wurde Chlamydia suis im Zusammenhang mit Konjunktivitiden, Enteritiden und
Pneumonien isoliert (ROGERS & ANDERSEN, 1996; ROGERS et al., 1996;
CARRASCO et al., 2000; GRIFFITHS et al., 2003). Von Chlamydia muridarium
sind zwei Stimme (SFPD, MoPn) bekannt. SFPD wurde bei Hamstern mit
proliferativer Ileitis isoliert (FOX et al., 1993). Bei Méausen verlaufen MoPn-
Infektionen asymptomatisch, konnen aber auch Pneumonien hervorrufen (NIGG,
1942; WILLIAMS et al., 1981).

Die anderen Spezies sind dem zweiten Genus Chlamydophila zugeordnet.
Insgesamt sechs Serovare (A — H) von Chlamydophila psittaci wurden bisher bei
Vogeln, Sidugetieren, Schildkroten und beim Menschen nachgewiesen.
Hauptsymptome der Psittakose bei Vogeln sind Konjunktivitis, Rhinitis,
Bronchitis und Diarrhoe (GRIFFITHS, 2002b). Nach Ubertragung auf den
Menschen entwickelt sich entweder eine schwerwiegende atypische Pneumonie
oder ein systemischer, septischer Verlauf ohne Beteiligung des Respirationstraktes
(GRIFFITHS, 2002c). Es gibt auch Hinweise auf eine mogliche Ubertragung auf
Katzen. Yan und Mitarbeiter (2000) konnten Antikorper gegen Chlamydophila
psittaci avidren Ursprungs (antiPrk/6BC) mittels Mikroimmunfluoreszenz (MIF)
bei 51,1 % streunender Katzen und 15,1 % reiner Wohnungskatzen in Japan
nachweisen (YAN et al., 2000). In einem Haushalt wurden der selbe Erreger bei
einer an Konjunktivitis erkrankten Katze und dem im Haushalt lebenden klinisch
gesunden Ara isoliert (LIPMAN et al, 1994). Krankheiten des
Respirationstraktes, Artherosklerose und Alzheimer werden beim Menschen mit
Chlamydophila pneumoniae in Verbindung gebracht (GRAYSTON et al., 1986;
SAIKKU et al., 1988; JACKSON et al., 1997; BALIN et al., 1998). Beim Koala

besteht eine Priadilektion zum Urogenital- und Respirationstrakt, beim Pferd nur
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zum Respirationstrakt (MCCHESNEY et al., 1982; WARDROP et al., 1999). Bei
Wiederkduen, Schweinen, Pferden und kleinen Heimtieren werden Aborte durch
Chlamydophila pectorum und Chlamydophila abortus hervorgerufen (STORZ,
1971b, 1988). Chlamydophila pectorum wurde zudem bei Enzephalomyelitis,
Konjunktivitis und Keratokonjunktivitis, Pneumonie, Enteritis, Metritis und
Polyarthritis nachgewiesen (GRIFFITHS, 2002a). Infektionen von Chlamydophila
caviae ruft beim Meerschweinchen eine Konjunktivitis hervor (MURRAY, 1964;
GORDON et al., 1966). C. felis fiihrt bei der Katze zu Konjunktivitis und Rhinitis
(HOOVER et al., 1978; TERWEE et al., 1998; MASUBUCHI et al., 2002).
Anhand der Anwesenheit bestimmter Plasmide wurden drei Stimme (FP-Pring,
FP-Baker und FP-Cello) identifiziert. Hinweise auf die Ubertragung von C. felis
auf den Menschen liefern einzelne Fallberichte.

Natiirliche Wirte der Parachlamydiaceae sind Amoben (Acanthamoeba spp.,
Hartmanella vermiformis und Dictyostelium discoideum); sie wurden auch aus
Nasenabstrichen von Menschen und aus Wasserproben isoliert (AMANN et al.,
1997; GREUB & RAOULT, 2002). Simkania negevensis Z ist die einzige Spezies
der Familie Simkaniaceae. Urspriinglich wurde der Erreger als Kontaminat in
Zellkulturen gefunden; neue molekularbiologische Untersuchungsmethoden geben
Hinweise auf eine mogliche Beteiligung an Erkrankungen des Respirationstraktes
des Menschen (LIEBERMAN et al., 1997; KAHANE et al., 1998; EVERETT,
2000; LIEBERMAN et al., 2002). Der Erreger Waddlia chondrophila (WSU 86-
1044), nachgewiesen in Geweben eines bovinen Fotus, wird mit Aborten bei

Rindern in Verbindung gebracht (DILBECK et al., 1990).

1.2. Atiologie
Die Familie Chlamydiaceae beinhaltet sowohl fiir Menschen als auch fiir Tiere
pathogene Bakterien (GREENE, 2006a).

1.2.1 Morphologie und Eigenschaften

Chlamydien sind hoch spezialisierte, kokkoide Bakterien, die mit einer den gram-
negativen Bakterien dhnelnde Zellwand mit Peptiden und Lipopolisacchariden
(LPS), aber ohne Peptidoglykan umhiillt sind (MOULDER, 1966; HIRSH &
BIBERSTEIN, 2004). Sie besitzen Desoxiribonukleinsdure (DNA) und
Ribonukleinsdure (RNA) und kommen vor als Elementarkdrperchen und

Initialk6érperchen (ZAHLER & MOULDER, 1953; ROSS & GOGOLAK, 1957,
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JENKIN, 1960; TAMURA & HIGASHI, 1963). Die DNA der
Elementarkorperchen befindet sich in konzentrierter Form im Nukleolus, wéahrend
die DNA der Initialkérperchen als frei im Zytoplasma verteilte Filamente vorliegt
(ARMSTRONG & REED, 1964; ERLANDSON & ALLEN, 1964; MITSUI et al.,
1964; ANDERSON et al., 1965). In beiden ,,Formen* ist der iiberwiegende Teil
der RNA in den Ribosomen des Zytoplasmas lokalisiert (ANDERSON et al.,
1965; HIGASHI, 1965).

Mittels neuerer Untersuchungsmethoden wurde die Genomsequenz fiir einige
Chlamydienarten entschliisselt (Tabelle 2). Das Genom von C. felis befindet sich
auf einem ringformigen Chromosom und auf einem Plasmid (pCfel). Im
Vergleich mit anderen Chlamydienspezies sind von den insgesamt 1.005 Protein-
kodierenden Genen 47 Gene C.-felis- spezifisch, wihrend 795 Gene in der Familie
der Chlamydiaceae weit verbreitet sind (AZUMA et al., 2006). Eine gemeinsame
Eigenschaft aller Chlamydiaceae sind ,,polymorphic-membrane-protein-“ (pmp-)
Gene, die eine Gruppe von Oberflachenproteinen kodieren (STEPHENS et al.,
1998; KALMAN et al., 1999; READ et al., 2000; SHIRALI et al., 2000; READ et
al., 2003; THOMSON et al., 2005; AZUMA et al., 2006). Zwanzig pmp-Gene
wurden in C. felis identifiziert (AZUMA et al., 2006). Diese Genomsequenz war
in C.-felis-Stdmmen verschiedener geographischer Regionen identisch, dies
unterstiitzt die Vermutung eines Klons mit gemeinsamen Ursprung (SAYADA et
al., 1994; HARLEY et al., 2007). Es wird vermutet, dass es sich dabei um
Virulenzfaktoren handelt (HARLEY et al., 2007).

Im Gegensatz zu anderen Bakterien konnen die Mitglieder der Chlamydiaceae die
zur selbstindigen Lebensfahigkeit notwendige Energie nicht eigenstindig
produzieren. Die daflir nodtigen biochemischen Reaktionen, wie die
Verstoffwechselung von Glukose, Glutamat und anderen Aminosduren, finden
aufBerhalb und ohne Hilfe der Wirtszelle nicht statt (MOULDER & WEISS, 1951;
PERRIN, 1952; ALLEN & BOVARNICK, 1957, ALLEN & BOVARNICK,
1962), da weder eine Synthese von Adenosintriphosphat noch
Guanosintriphosphat aus reduziertem Adenosindiphosphat und
Guanosindiphosphat beobachtet wird (MOULDER, 1966; SYKES, 2004). Zudem
fehlen Flavoproteine und Cytochrome, weshalb sie auf exogene Kofaktoren und
auf die Bereitstellung von Energie durch ihre Wirtszelle angewiesen sind. Sie

werden daher als ,,Energieparasiten* bezeichnet (MOULDER, 1966). Auerhalb
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der Wirtszelle sind Chlamydien somit nicht {iberlebensfihig und gelten deshalb
als obligat intrazelluldre Erreger (SYKES, 2004; GREENE, 2006a).

Tabelle 2: Allgemeine Eigenschaften chlamydialer Genome (STEPHENS et al.,
1998; KALMAN et al., 1999; READ et al., 2000; SHIRALI et al., 2000; READ et
al., 2003; THOMSON et al., 2005; AZUMA et al., 2006) (bp = Basenpaare, C. =
Chlamydophila, CG = Cytosin-Guanosin, GPIC = guinea pig inclusion
conjunctivitis, pmp = polymorphic membrane protein, RNA = Ribonukleinséure,
rRNA = ribosomale RNA, tRNA = Transport-RNA)
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1.2.2 Entwicklungszyklus

Chlamydien =~ kommen in  zwei  morphologisch  unterschiedlichen
Entwicklungsformen vor. Das Elementarkorperchen, die kleinere Form, hat einen
Durchmesser von 0,3 um und einem dunklen Nukleolus. Das Initialkdrperchen ist
mit einem Durchmesser von 0,5 bis 1,0 um die groBere Form und hat kein dunkles
Zentrum (GAYLORD, 1954; MITSUI & SUZUKI, 1956; MITSUI et al., 1958;
CONSTABLE, 1959; LITWIN, 1959). Zwischen den einzelnen Mitgliedern der
Chlamydiaceae bestehen keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der
Morphologie und des Entwicklungszyklus (Abbildung 2) (MOULDER, 1966).

Phagosom

Initialksrperchen

Phagozytose eines
Elementarkirperchens

Zellteilung

Abbildung 2: Reproduktionszyklus und Entwicklung der Chlamydien (nach
GREENE, 1998).

Zu Beginn des Entwicklungszyklus wird das infektiose Elementarkdrperchen
mittels Endozytose aufgenommen und bildet innerhalb der Zelle ein
membrangebundenes Phagosom (zytoplasmatisches Vesikel). Innerhalb des
Phagosoms verliert das Elementarkorperchen seine Zellwand und wichst sehr

rasch zu einem Initialkdrperchen, der vegetativen, nicht infektiosen
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Reproduktionsform, heran. Nach einer Phase der intrazelluldren Teilung, entweder
durch Sprossung oder durch Zellteilung, folgt eine rasche Wachstumsperiode.
Nach weiterer Zellteilung und VergroBBerung innerhalb des Phagosoms entsteht
ein grofBes, metabolisch aktives, membrangebundenes Retikularkdrperchen.
Dieses ist gefiillt mit vielen sich rasch teilenden Initialkoérperchen, die sich zu
infektiosen Elementarkdrperchen differenzieren. Das weiter fortschreitende
Wachstum und die Einwirkung von lysosomal freigesetzten Enzymen fiihrt zur
Ruptur der Phagosomen- und Wirtszellmembran mit Freisetzung der
Elementarkorperchen (LITWIN, 1959; LITWIN et al., 1961; ARMSTRONG &
REED, 1964; HIGASHI, 1965; MONNICKENDAM & PEARCE, 1983). Der
gesamte Entwicklungszyklus dauert 24 bis 48 Stunden (MOULDER, 1966).

1.3. Entdeckung

Erstmals wurden im 19. Jahrhundert fiir epidemieartig aufgetretene Erkrankungen
mit grippedhnlichen Symptomen durch von Papageien auf den Menschen
libertragene Infektionserreger verantwortlich gemacht (MORANGE, 1895). Die
Isolierung und Identifikation des Erregers der als ,Psittakose® bezeichneten
Krankheit erfolgte jedoch erst 1930 (BEDSON et al.,, 1930; COLES, 1930;
LEVINTHAL, 1930; LILLIE, 1930). In den 50er Jahren wurde das Bakterium
erstmals bei einer Katze mit respiratorischen Symptomen isoliert (BAKER, 1942).
Das Agens, das urspriinglich als Virus eingestuft wurde, erhielt den Namen
»Miyagwanella felis®, die Krankheit wurde als ,,feline Pneumonitis* bezeichnet
(HAMRE & RAKE, 1944; CELLO, 1971b). Die okuldre Manifestation (infektiose
Konjunktivitis) wurde erst spéter beschrieben (CELLO & PROCTOR, 1957,
CELLO, 1967; YERASIMIDES, 1960). Bevor durch molekularbiologische
Methoden die Taxonomie iiberarbeitet wurde, wurde C. felis lange Zeit als

,Chlamydia psittaci bezeichnet (EVERETT et al., 1999a).

1.4. Epidemiologie
C. felis ist weltweit verbreitet; der Erreger wurde in Europa, USA, Kanada, Asien,
Australien und Neuseeland isoliert. Sowohl Antikorper als auch Erreger wurden

bei Katzen mit und auch ohne klinische Symptome nachgewiesen.



II. Literaturtiibersicht 11

1.4.1 Antikorperpravalenz

Die Priavalenz von Antikdrpern gegen C. felis variiert stark (Tabelle 3). So wurden
bei 5 — 9 % gesunder Katzen und bei 0 — 96 % an Konjunktivitis und
Katzenschnupfen erkrankten Katzen Antikorper nachgewiesen. Untersuchungen
in nicht selektierten Katzenpopulationen (mit und ohne respiratorischen

Symptomen) liegt die Antikorperpriavalenz zwischen 0 % und 69 %.

1.4.2 Erregerpravalenz
C. felis wird bei 0 — 60 % der Katzen mit Konjunktivitis und respiratorischen
Symptomen isoliert, wihrend 0 — 6 % der gesunden Katzen als Trager identifiziert

werden (Tabelle 4).

1.5. Pathogenese

Der Erreger ist primdr pathogen fiir Katzen und gilt als wirtsspezifisch. Die
Ubertragung erfolgt entweder durch direkten Kontakt oder indirekt iiber unbelebte
Gegenstidnde. Nach Infektion erfolgt die Replikation im Epithel der Konjunktiven.
In der Regel handelt es sich um eine lokale Infektion; eine Bakteridmie kann
vereinzelt dennoch stattfinden. So gelang es TerWee und Mitarbeitern (1998) mit
der Transfusion von Blut von infizierten, klinisch kranken Katzen, bei klinisch
gesunden Katzen 20 Tage nach Transfusion einen messbaren Chlamydien-
spezifischen Immunglobulin-(Ig)-G-Titer zu erzielen und 35 Tage nach
Transfusion eine Konjunktivitis hervorzurufen (TERWEE et al., 1998). Ein
weiterer Hinweis fiir das Auftreten einer Bakteridmie liefert die Isolation von
Chlamydien aus Leber, Niere und Milz nach experimenteller Infektion (MITZEL
& STRATING, 1977; MASUBUCHI et al., 2002). Der Nachweis der Erreger im
Blut mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) gelang Sykes und Mitarbeitern
(1999) nach experimenteller Infektion jedoch nicht. Die Autoren fithren das auf
die sehr geringe Anzahl an infektiosen Keimen in der Blutbahn zuriick (SYKES et
al., 1999b).

C. felis-Infektionen treten vornehmlich bei jiingeren Katzen auf. In einer Studie
von Wills und Mitarbeiter (1988) waren Katzen in der Altersgruppe von fiinf
Wochen bis neun Monaten haufiger betroffen (WILLS et al., 1988). Die jiingste
Katze, bei der C. felis nachgewiesen wurde, war zwei Monate alt. Die Autoren
vermuten, dass jlingere Katzen durch maternale Antikérper vor einer Infektion

geschiitzt sind (WILLS et al., 1988).
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C. felis gilt als sehr wirtsspezifisch, dennoch kann der Erreger nicht nur andere
Feliden, sondern auch andere Spezies (inklusive Mensch) infizieren. Vereinzelt
wurden Félle mit Chlamydieninfektionen beim Menschen publiziert, bei denen
eine Ubertragung von Katzen auf den Menschen vermutet wurde (BAKER, 1942;
BLAKE et al., 1942; OSTLER et al., 1969; SCHACHTER et al., 1969;
DAROUGAR et al.,, 1978; GRIFFITHS et al., 1978; REGAN et al., 1979;
SCHMEER et al., 1987). C. felis wurde aber nur in wenigen Fillen durch
molekularbiologische Untersuchungsmethoden tatsichlich identifiziert (SAYADA
etal., 1994; COTTON & PARTRIDGE, 1998; HARTLEY et al., 2001).

Erster Hinweis auf die Ubertragung auf Menschen liefert ein Bericht von Studdert
und Mitarbeiter (1981) iiber eine Besitzerin, bei deren Katzen eine Chlamydien-
induzierte Konjunktivitis diagnostiziert wurde. Die Erreger wurden in nach
Macchiavello gefirbten Ausstrichen nach Erregeranzucht identifiziert. Im Serum
der Besitzerin, die liber keine nennenswerten Symptome berichtete, waren die
gleichen Antikorper wie bei den erkrankten Katzen vorhanden. In allen
entnommenen Serumproben wurden Antikdrper gegen das gruppenspezifische
Antigen mittels Komplementbindungsreaktion (KBR) ermittelt (STUDDERT et
al., 1981). Yan und Mitarbeiter (2000) stellten bei einer in Japan durchgefiihrten
Studie bei 1,7 % der Biirger und bei 8,8 % der Tierdrzte aus Kleintierkliniken
Antikorper gegen Chlamydophila psittaci mit felinem Ursprung (Fe/Pnl) fest
(YAN et al., 2000).

Der Erreger vermehrt sich im Konjunktivalepithel sowie in den Zellen des
Respirations-, Gastrointestinal- und Genitaltraktes (GAILLARD et al., 1984;
WILLS et al., 1987; O'DAIR et al., 1994; TERWEE et al., 1998; SYKES et al.,
1999b). Eine Ausscheidung erfolgt hauptsichlich iiber die Trinenfliissigkeit,
Nasen- und Vaginalausfluss sowie iiber den Kot (GREENE, 2006a); sie tritt bei
Katzen mit klinischen Symptomen aber auch bei asymptomatischen Tragern auf
(RAMSEY, 2000).

Der direkte Kontakt mit infektidsem Aerosol ist der wichtigste Ubertragungsweg
zwischen Katzen. Die Fellpflege zwischen Katzen spielt ebenfalls eine Rolle
(SYKES, 2004). Elementarkorperchen sind in der Umgebung nur iiber einen
kurzen Zeitraum iiberlebensfihig, so dass eine indirekte Ubertragung iiber
kontaminierte Gegenstinde nur in Haushalten mit vielen Katzen (wie

Tierpensionen, Tierheime) vorkommt (RAMSEY, 2000; GREENE, 2006a).
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1.6. Immunreaktion der Katze

Werden Katzen mit C. felis infiziert, spielt sowohl die zelluldre als auch die
humorale Immunreaktion eine Rolle. Eine vollstindige Elimination erfolgt nicht
in jedem Fall. Bei Katzen, die als Carrier fungieren, kann die Infektion durch
Stress reaktiviert werden und tritt dann rezidivierend auf (BARNDT et al., 1986;
KELLER, 1988).

1.6.1 Humorale Immunreaktion

Katzenwelpen sind bis zu einem Alter von neun Wochen durch maternale
Antikorper vor Infektionen mit Chlamydien geschiitzt (WILLS et al., 1988S;
GREENE, 1998). Eine kurzanhaltende Immunitit mit einem unzureichenden
Schutz vor Reinfektionen wird bei dlteren Tieren nach Kontakt mit Chlamydien
oder nach Impfungen ausgebildet (CELLO, 1971b; SHEWEN et al., 1980a;
WILLS et al., 1987). Die mittels KBR ermittelten Antikorpertiter waren vor und
nach Vakzination sehr gering (MCKERCHER, 1952; CELLO, 1971b; SHEWEN
et al., 1980a; WILLS et al., 1987). Wills und Mitarbeiter (1987) vermuten, dass
die KBR moglicherweise keine geeignete Methode zur Ermittlung des
Antikorpertiters darstellt, da bei der Messung des Antikorpertiters mittels
indirektem Immunfluoreszenztest (IFT) wesentlich hohere Werte nachgewiesen
werden konnten (WILLS et al., 1987).

Die Rolle der Antikorper und ihre Interaktionen sind noch nicht vollstindig
geklart. Nach Schnorr (1989) binden Antikdrper an Adhésionsmolekiile von
Elementarkorperchen, so dass die Anlagerung und Aufnahme in die potentielle
Wirtszelle unterbrochen wird (SCHNORR, 1989). Eine Elimination durch die
zelluldre Immunitdt wird durch die Markierung von Elementarkdrperchen erzielt.
Dafiir binden spezifische Antikorper an spezielle Epitope des MOMP
(CALDWELL & PERRY, 1982; WENMAN & MEUSER, 1986). AuBlerdem
sollen  Antikérper  durch  Kreuzvernetzung die  Ausbildung  von
Retikularkorperchen verhindern (CALDWELL & PERRY, 1982; WENMAN &
MEUSER, 1986). Ein vierter moglicher Angriffpunkt von Antikdrpern ist die
Fusion von Lysosom und Endosom (SCHNORR, 1989).

1.6.2 Zellulare Immunreaktion
Die zelluldre Immunitét scheint eine wichtige Rolle bei der Ausbildung eines

wirksamen Schutzes zu spielen (MCKERCHER, 1952; MITZEL & STRATING,
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1977, SHEWEN et al., 1980a). Gerade geschliipften Truthahnkiiken wurden
entweder der Thymus (T-Zell-Produktion) oder die Bursa fabricii (B-Zell-
Produktion) entfernt. Nach Exposition mit Chlamydophila psittaci bildeten die
Bursa-ektomierten Vogel einen vollstindigen Schutz aus, wihrend bei 83 % der
Thymus-ektomierten Kiiken die Ausbildung einer Immunitét verhindert wurde
(PAGE, 1978).

Im Rahmen der zelluldren Immunreaktion kommt es zur Proliferation der
zirkulierenden Lymphozyten (CD4'-Zellen) nach Antigenexposition. Die von
thnen produzierten Zytokine aktivieren die T-Zellen, steigern die Aktivitdt der
Makrophagen und regulieren die B-Zell-Differenzierung. Eine
Proliferationsreaktion =~ der  Lymphozyten auf die  Exposition von
Elementarkorperchen konnte nur am Tag zwdlf post infectionem bei 50 % bis 70
% der Katzen mit klinischen Symptomen gemessen werden (TERWEE et al.,
1998). Der unzureichende Reaktionsnachweis bei den erkrankten Katzen konnte
bedingt sein durch Konzentrationsunterschiede an gewonnenen Zellen in den
Blutproben eines Tieres oder durch das Vorhandensein des a,;-Sdureglykoprotein
(01-AQG), das als Inhibitor der Lymphozytenblastogenese gilt (TERWEE et al.,
1998). Es wire auch noch moglich, dass dies ein Teil der Pathogenese des
Organismus darstellt (TERWEE et al., 1998).

Interleukin-6 (IL-6) scheint eine wichtige Rolle bei der Akuten-Phase-Reaktion,
der B-Zell-Reifung und der Antikorperproduktion zu spielen (BOWMAN, 1993).
Messungen von IL-6 bei experimentell infizierten Katzen ergaben nur
geringgradig erhohte Werte wihrend der Initialphase der Infektion, wéhrend
konstant hohe Level zwischen Tag 20 und 43 nach Infektion gemessen wurden
(TERWEE et al., 1998). Die hohen Werte im Verlauf der Erkrankung konnten
einen Hinweis auf einen schwerwiegenden Krankheitsverlauf oder die
systemische Ausbreitung des Erregers sein (TERWEE et al., 1998). IL-6 kann von
Monozyten, B- und T-Zellen oder von Endothelzellen gebildet werden (TERWEE
et al., 1998). FEin anderes Akute-Phase-Protein, das o;-AG, stieg ebenfalls mit
Anzeichen einer systemischen Infektion (Fieber) und Konjunktivitis bei

experimentell infizierten Katzen an (TERWEE et al., 1998).

1.7. Klinische Symptome
Eine Rassedisposition fiir C.-felis-Infektionen ist nicht vorhanden (SYKES et al.,

1997). In einer Studie waren kastrierte und intakte Kater hédufiger betroffen,
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wihrend in einer anderen Studie keine Geschlechtsdisposition nachgewiesen

werden konnte (WILLS et al., 1988; SYKES et al., 1997).

1.7.1 Symptome bei der Katze
Konjunktivitis ist das am hiufigsten beobachtete Symptom bei C.-felis-
Infektionen. In seltenen Fillen sind andere Organsysteme, wie der Respirations-

oder Genitaltrakt, betroffen.

1.7.1.1 Allgemeine Symptome

Unspezifische Symptome, wie Fieber, Anorexie, Gewichtsverlust, reduziertes
Allgemeinbefinden und Inaktivitit waren bei Katzen nach experimenteller
Infektion mit C. felis zu beobachten (BAKER, 1944; MITZEL & STRATING,
1977, HOOVER et al., 1978; KOLAR & RUDE, 1981; WASMOEN &
WASMOEN, 1992; TERWEE et al., 1998 ; MOCHIZUKI et al., 2000). Die Phase
des Fiebers beginnt zwischen Tag 11 und 15 post infectionem und dauerte
zwischen drei und 13 Tagen (HOOVER et al., 1978; TERWEE et al., 1998;
MOCHIZUKI et al., 2000). Nach experimenteller Infektion ist das
Allgemeinbefinden ab Tag 14 bis 20 fiir die Dauer von zwei bis maximal acht
Tagen reduziert (TERWEE et al., 1998). Vereinzelt kann eine VergroBBerung der
Mandibularlymphknoten auftreten (WILLS et al., 1987; SYKES et al., 1999b).

1.7.1.2 Konjunktivitis

Chronische Konjunktivitis gilt als Leitsymptom einer C.-felis-Infektion
(PEDERSEN, 1988). Bei 18 % bis 30 % der Katzen mit chronischer
Konjunktivitis wird C. felis als kausales Agens identifiziert (GASKELL, 1993;
NASISSE et al., 1993).

Treten nach experimenteller Infektion mit Chlamydien Symptome auf, dann
zeigten die Katzen immer eine Konjunktivitis mit Augenausfluss (BAKER, 1944;
CELLO, 1967; HOOVER et al., 1978; KOLAR & RUDE, 1981; GAILLARD et
al., 1984; WILLS et al., 1987; KELLER, 1988; WASMOEN & WASMOEN,
1992; O'DAIR et al., 1994; TERWEE et al., 1998; MASUBUCHI et al., 2002). In
der Regel sind beide Augen betroffen; vor allem zu Beginn kann sich eine
unilaterale Konjunktivitis entwickeln (CELLO, 1967; CELLO, 1971a; HOOVER
et al., 1978; KELLER, 1988; TERWEE et al., 1998; MASUBUCHI et al., 2002).

Der mit einer Konjunktivitis assoziierte Augenausfluss tritt in unterschiedlichen
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Schweregraden auf und variierte in der Konsistenz zwischen serds bis
mukopurulent (Abbildung 3) (BAKER, 1944; CELLO, 1971a; MITZEL &
STRATING, 1977; HOOVER et al., 1978; SHEWEN et al., 1980a; KOLAR &
RUDE, 1981; GAILLARD et al., 1984; WILLS et al., 1987, WASMOEN &
WASMOEN, 1992; O'DAIR et al., 1994; SYKES et al., 1999b; MASUBUCHI et
al., 2002). Histologisch handelt es sich um eine neutrophile Entziindung der
Konjunktiven, an der jedoch mit zunehmender Dauer eine steigende Anzahl an
Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen beteiligt sind.
Epithelzelldegeneration, Desquamation und Hyperplasie des Konjunktivalepithels
treten auf (HOOVER et al., 1978). Fast genauso haufig liegt eine Chemosis vor
(HOOVER et al., 1978; SHEWEN et al., 1980a; WILLS et al., 1987; O'DAIR et
al., 1994; SYKES et al., 1999b; MASUBUCHI et al., 2002) sowie uni- oder
bilateraler Blepherospasmus (GAILLARD et al., 1984; O'DAIR et al., 1994;
SYKES et al., 1999b).

Die Kornea wird durch C. felis nicht verdndert (CELLO, 1967). Dies ermdoglicht
in vielen Fillen die Abgrenzung zu Infektionen mit FHV. In den Fallberichten, die
eine Beteiligung der Hornhaut schildern, war wahrscheinlich eine Koinfektion mit

FHYV vorhanden (EL-SHEIKH, 1978; TABATABYAYI & RAD, 1981).

TR T

LN
\,

Abbildung 3: C.-felis-induzierte = Konjunktivitis mit  sero-mukdsem
Augenausfluss, Hyperamie und Chemosis.
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1.7.1.3 Symptome am Respirationstrakt

Neben der Konjunktivitis konnen Niesen und serds bis muko-purulenter
Nasenausfluss vom unterschiedlichen Schweregrad auftreten (BAKER, 1944;
MITZEL & STRATING, 1977, HOOVER et al., 1978; KOLAR & RUDE, 1981;
GAILLARD et al., 1984; WILLS et al., 1987; WASMOEN & WASMOEN, 1992;
O'DAIR et al., 1994; SYKES et al., 1999b; MASUBUCHI et al., 2002).
Histologisch ist die nasale Mukosa mit neutrophilen Granulozyten infiltriert
(BAKER, 1944; HOOVER et al., 1978; GAILLARD et al., 1984).

Einige Autoren berichten von gelegentlichem Husten (BAKER, 1942, 1944;
KOLAR & RUDE, 1981; GAILLARD et al., 1984). Einige Studien beschreiben
nach experimenteller Infektion makroskopische und histologische Hinweise einer
Bronchopneumonie (GAILLARD et al.,, 1984). Katzen eines kanadischen
Tierheims zeigten neben Konjunktivitis, Augen- und Nasenausfluss auch Husten.
Bei einer Katze wurden Chlamydien aus Konjunktival- und Lungengewebe
isoliert, in McCoy-Zellen angeziichtet und anschlieend mittels IFT identifiziert
(AYROUD et al., 1993). In der Studie von Hoover und Mitarbeiter (1978) waren
nach experimenteller Infektion nur histologisch kleine Pneumonicherde
nachweisbar, die keine klinischen Symptome verursachten (HOOVER et al.,
1978). Eine intranasale Inokulation des Erregers hatte in anderen Studien keine
Pneumonie zur Folge (SHEWEN et al., 1978a; SYKES et al., 1999b). In einer
retrospektiven Studie von Bart und Mitarbeitern (2000), in der 245 Lungenproben
von Katzen mit Pneumonie oder Konjunktivitis und Rhinitis auf Chlamydien
untersucht wurden, konnten in keiner der Proben der Erreger nachgewiesen

werden (BART et al., 2000).

1.7.1.4 Symptome am Genitaltrakt

C. felis steht im Verdacht, fiir Aborte, neonatale Sterblichkeit und Unfruchtbarkeit
in Katzenzuchten verantwortlich zu sein. Der Beweis fiir einen kausalen
Zusammenhang ist aber bisher nicht gelungen (SYKES, 2004). In einer Studie
von Pointon und Mitarbeitern (1991) bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Anzahl der Aborte und Unfruchtbarkeit zwischen Zuchten mit
und ohne endemischer Chlamydieninfektion (POINTON et al., 1991).

Eine Erregerisolation aus der Vagina nach experimenteller Infektion ist allerdings
moglich (WILLS et al., 1987; TERWEE et al., 1998; SYKES et al., 1999b). Die

Ausscheidung fiihrt nicht zu Symptomen einer Vaginitis; nur eine der Katzen wies
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muko-purulentem Vaginalausfluss auf (SYKES et al., 1999b). Offenbar findet die
Erregervermehrung im Genitaltrakt eher bei édlteren Katzen statt, da es nur
moglich war, nach experimenteller Infektion bei den vier bis sechs Monate alten
Katzen die Erreger zu isolieren, nicht aber bei den 13 Wochen alten Welpen.
Moglicherweise spielen Hormone eine Rolle, die das fiir die Replikation
notwendige Milieu schaffen; bei den Welpen war dieses Milieu noch nicht im
ausreichenden Maf3e vorhanden (TERWEE et al., 1998).

Die Infektionen des Genitaltraktes finden wahrscheinlich {iiber den
hidmatologischen Weg statt, eine aszendierende Infektion {iber den Genitaltrakt ist
eher unwahrscheinlich (SYKES et al., 1999b). Dass eine aufsteigende Infektion
dennoch moglich ist, zeigt die experimentelle Infektion von Kétzinnen, die nach
intravaginaler Applikation der Erreger vaginalen Ausfluss, Blutung und
Schwellung der Genitalien zeigten (DAROUGAR et al., 1977a; EL-SHEIKH,
1978).

Eine zur Zeit der experimentellen Infektion mit Chlamydien trachtige Katze
brachte Welpen zur Welt, die keine Lasionen, weder in der klinischen noch in der
pathologischen und histopathologischen Untersuchung, zeigten. Obwohl der
Nachweis von Chlamydophila-psittaci-spezifischer DNA mittels PCR aus
Gewebeproben bei allen Welpen negativ verlief, waren die Erreger in der Plazenta
von zwei Welpen, im Amnion eines Welpen und im Umbilicus eines weiteren
Welpen vorhanden (SYKES et al., 1999b).

Kane und Mitarbeiter (1985) applizierten C. felis in die Ovidukte von acht Katzen.
Laparoskopisch entnommene Gewebeproben zeigten eine Hyperdmie mit im
Epithel und im Stroma vorhandenen Leukozyten. Das in den Uterushornern
angesammelte =~ Exsudat  enthielt  abgeschilferte  Epithelzellen  und
polymorphkernige Leukozyten. Unbehandelt entwickelte sich nach drei Wochen
eine chronische Entziindung mit Infiltration von polymorphkernigen und
mononukledren Zellen (KANE et al., 1985).

Intraurethrale Installation fiihrte bei Katern zur Urethritis mit Ausfluss aus der
Urethra (DAROUGAR et al., 1977a; EL-SHEIKH, 1978). Bei einem mit dem
felinen Immunschwiche-Virus-infizierten (FIV) Kater mit Entziindung und
hochgradiger Schwellung des Praputiums, der auch durch C. felis verursachte
Konjunktivitis hatte, wurde C. felis aus Préputialabstrichen isoliert

(HARTMANN, personliche Kommunikation).
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1.7.1.5 Weitere Manifestationen

Bei manchen Katzen scheinen Chlamydien eine Manifestation im Magen-Darm-
Trakt zu entwickeln. So konnte bei der histopathologischen Untersuchung des
Magens von 204 unselektierten Katzen in zwolf Féllen intrazelluldre Vakuolen
nachgewiesen werden. In 25 % bis 50 % der oberflichlichen Magenmukosazellen
waren diese Vakuolen vorhanden und enthielten verschieden grof3e Strukturen, die
als Elementarkorperchen, Retikularkorperchen und Initialkdrperchen identifiziert
wurden. Chlamydien konnten in keinem weiteren Organsystem nachgewiesen
werden. Vorberichtlich war bei keiner der Katzen eine respiratorische
Symptomatik bekannt. Die Katzen waren aus verschiedenen Ursachen
euthanasiert worden (HARGIS et al., 1983).

Zur Bestitigung der Henle-Koch’schen Postulate infizierten Gaillard und
Mitarbeiter (1984) zwolf Katzenwelpen mit aus der Magenmukosa isolierten
Chlamydien. Alle Katzen entwickelten klinische Symptome mit Konjunktivitis,
Augenausfluss unterschiedlichen Schweregrades, Rhinitis und eine milde
Gastritis. Chlamydien waren in Konjunktivalzellen und in Nasenabstrichen
vorhanden und konnten in sowohl aus ante mortem (Konjunktiva, Nase) als auch
post mortem (Lunge, Magen) entnommenen Gewebeproben angeziichtet werden
(GAILLARD et al., 1984). Um welche Chlamydien es sich dabei handelte, ist
nicht bekannt. Seit der Publikation von Hargis und Mitarbeitern (1983) gilt der
Gastrointestinaltrakt bei Katzen als potentielles Reservoir fiir Chlamydien
(GAILLARD et al.,, 1984). Bestiarkt wird die Hypothese, da es moglich ist,
Chlamydien in rektal entnommenen Tupferproben nach experimenteller Infektion
nachzuweisen (WILLS et al., 1987; O'DAIR et al., 1994; SYKES et al., 1999b).
Dennoch war es nicht moglich, im Tierversuch bei klinisch kranken Katzen die
Erreger in der Magenmukosa erneut darzustellen (GAILLARD et al., 1984;
O'DAIR et al., 1994).

Ein weiterer seltsamer Fall ist in der Literatur beschrieben. Dickie und Sniff
(1980) berichten von einer erwachsenen Katze, die mit Aszites vorgestellt wurde,
welche als ein Exsudat mit Ubergangszellen und Makrophagen klassifiziert
wurde. Mittels Wright-Giemsa-Farbung war die Darstellung von intrazelluldren
Einschlusskorperchen moglich, die nach Anzucht in Hiihnerembryonen als
Chlamydien-Elementarkorperchen identifiziert wurden. In der Sektion waren
fibrindse Auflagerungen sowohl auf dem parietalen als auch viszeralen Blatt des

Peritoneums vorhanden. Eine feline infektiose Peritonitis wurde nicht sicher
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ausgeschlossen (DICKIE & SNIFF, 1980). Seither wurden keine &hnlichen Félle
publiziert.

Bei der experimentellen Infektion von 13 Wochen alten Katzenwelpen und vier
bis sechs Monaten alten Katzen mit verschiedenen Konzentrationen an
Chlamydien (damals als ,,Cello strain von Chlamydophila psittaci bezeichnet)
wurde bei elf der 21 Tiere eine milde Lahmheit dokumentiert. Diese trat zwischen
Tag 15 und 21 nach Infektion auf und dauerte zwischen zwei und sechs Tagen.
Aufgrund der in der Synovia vorhandenen aktivierten Makrophagen vermuten die
Autoren, dass es sich um eine immunmediierte Reaktion handelt, 4hnlich der beim
Menschen beschriebenen reaktiven Arthritis (Reiter’s Syndrom). Allerdings
konnen andere Ursachen, wie die Replikation der Chlamydien oder
Immunkomplexablagerungen im Gelenk nicht ausgeschlossen werden. Eine bei
vielen experimentellen Tierversuchen durchgefiihrte Kaéfighaltung konnte
moglicherweise dazu gefiihrt haben, dass dieses Symptom aufgrund der milden
Auspragung nicht offensichtlich war und deshalb in anderen experimentellen
Studien nie beschrieben wurde (TERWEE et al., 1998).

Moglicherweise kann C. felis zu systemischen Organmanifestationen und zu
perakuten Todesféllen fiihren. Bei einer perakut verstorbenen Fischkatze (Felis
viverrina) wurden Chlamydien durch einen direkten IFT und Anziichtung aus
Nieren- und Lebergewebe erwiesen. Klinisch fiel reduziertes Allgemeinbefinden,
geringgradiger Tremor und Ikterus auf. Die histologischen Verdanderungen
belegten das Vorhandensein einer Pneumonie, einer Lebernekrose und renaler
Blutungen mit glomeruldren Fibringerinnseln (KIK et al., 1997).

Die Beteiligung von C. felis an der Atiologie der felinen plasmazelluliren
Pododermatitis konnte in einer Studie von Bettenay und Mitarbeiter (2007) nicht
bestitigt werden. Dennoch wollten die Autoren die Moglichkeit nicht vollstidndig
ausschliessen und empfehlen die Untersuchung von Gewebeproben in

Kombination mit Antikorpertitern (BETTENAY et al., 2007).

1.7.1.6 Labordiagnostische Befunde

Eine Infektion mit C. felis hat per se keine Verdnderungen im roten und wei3en
Blutbild zur Folge (HOOVER et al., 1978; TERWEE et al., 1998). Bei besonders
schwer kranken Katzen kann es vereinzelt zur Neutrophilie mit
Linksverschiebung kommen (HOOVER et al., 1978). Dennoch ging in der Studie
von Hoover und Mitarbeiter (1978) nicht jede im Blutbild vorhandene



II. Literaturtiibersicht 27

Leukozytose mit klinischen Symptomen einer Konjunktivitis einher (HOOVER et
al., 1978) und kann moglicherweise als Stressleukogramm interpretiert werden.
O’Dair und Mitarbeiter (1994) stellen einen moderaten Leukozytenanstieg
zwischen Tag zehn und Tag 70 nach experimenteller Infektion fest (O'DAIR et
al., 1994).

1.7.2 Symptome beim Menschen

Mehrere Beschreibungen von Chlamydieninfektionen von Katzen auf den
Menschen, meist aber vor der Zeit der neuen Speziesdifferenzierung, so dass das
zoonotische Potential von C. felis unklar ist (BROWNING, 2004). Verschiedene
Symptome wurden mit diesen Chlamydien in Verbindung gebracht (Tabelle 5).
Die meisten Fallberichte sind tliber C.-felis-induzierter Konjunktivitis publiziert
worden (OSTLER et al., 1969; SCHACHTER et al., 1969; DAROUGAR et al.,
1978; BIALASIEWICZ & JAHN, 1986; JAHN & BIALASIEWICZ, 1986;
SCHMEER et al.,, 1987; HARTLEY et al., 2001). 1969 erfolgte die
Erstbeschreibung von einem an akuter follikuldrer Konjunktivitis erkrankten
Mannes. Zwei an Katzenschnupfen leidenden Katzen lebten im selben Haushalt.
Der Erreger sowie Antikorper konnten beim Patienten und bei den Katzen
nachgewiesen werden. Die Ubertragbarkeit vom Menschen auf die Katze und vize
versa bewiesen die Autoren mit einem experimentellen Versuch. Der Erreger
wurde aus dem Auge des Patienten isoliert und angeziichtet. Damit wurden
klinisch gesunde Versuchskatzen infiziert. Drei bis vier Tage nach Infektion
konnten die gleichen Symptome (Konjunktivitis und muko-purulenter
Augenausfluss) wie bei den im Haus lebenden Katzen beobachtet werden
(OSTLER et al., 1969; SCHACHTER et al, 1969). Um welche
Chlamydienspezies es sich handelte, ist unbekannt. Von einem &hnlichen Fall,
einer Patientin mit akuter follikuldrer Konjunktivitis, die vor Erkrankung eine an
Katzenschnupfen erkrankte, zugelaufene Katze aufgenommen hatte, berichteten
andere Autoren (BIALASIEWICZ & JAHN, 1986; JAHN & BIALASIEWICZ,
1986; SCHMEER et al., 1987). Ein Erregernachweis durch Anzucht in McCoy-
Zellen und anschlieBender Gimenez-Farbung gelangt nicht. Mittels Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) und IgG-spezifischen IFT konnten in
Serumproben der Katze und der Patientin Chlamydien-spezifische Antikorper
nachgewiesen werden (JAHN & BIALASIEWICZ, 1986; SCHMEER et al.,
1987). Eb und Mitarbeitern (1986) beschreiben einen Fall von Chlamydien-
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Konjunktivitis des Menschen, in dem die Identifizierung eines felinen
Chlamydienstamms durch molekularbiologische Methoden erfolgte (EB et al.,
1986; SAYADA et al., 1994). Uber eine chronische Konjunktivitis bei einem
HIV-positiven Patienten berichteten Hartley und Mitarbeiter (2001). Die isolierten
Erreger des Menschen und der Katzen im selben Haushalt wiesen eine identische
C.-felis-spezifische omp2-DNA-Sequenz auf (HARTLEY et al., 2001).

Eine Verbindung zwischen ,,feliner Pneumonitis® und ,,atypischer Pneumonie*
beim Menschen wurde erstmals 1942 hergestellt (BAKER, 1942; BLAKE et al.,
1942). Baker (1942) identifizierte Chlamydien durch Nachweis von
Elementarkorperchen mittels Farbung nach Giemsa und Machiavello. Die
Bindung von Antikorpern aus dem Serum erkrankter Katzen und Menschen an
Elementarkorperchen aus infiziertem Lungengewebe bestitigte den kausalen
Zusammenhang (BAKER, 1942). In einem weiteren Fallbericht iiber einen
Patienten mit einem rontgenologisch konsolidiertem Lungenlappen wurde ein
starker Anstieg von IgG und IgM gegen feline Chlamydien ermittelt. Die im
Haushalt lebende, klinisch gesunde Katze konnte nicht untersucht werden
(COTTON & PARTRIDGE, 1998). C. felis als Ursache von Pneumonien konnte
in einer neueren Studie allerdings nicht bestitigt werden (MIYASHITA et al.,
2005).

Darougar und Mitarbeiter (1978) berichten von einer Patientin mit
nachgewiesener Chlamydien-bedingter Keratouveitis, bei der in einer nach dem
plotzlichen Tod durchgefiihrte Sektion makroskopische und histologische
Verdanderungen an den Herzklappen und an den Gefillen vorhanden waren.
Obwohl kein Erregernachweis in den verdnderten Organen nach der Sektion
erfolgte, vermuteten die Autoren dennoch einen moéglichen Zusammenhang
(DAROUGAR et al., 1978).

Einen Fallbericht iiber einen Patienten mit Endokarditis und Glomerulonephritis,
bei dem hohe IgG- und IgM-Titer gegen feline Chlamydien gemessen wurden,
publizierten Regan und Mitarbeiter (1979). Eine Therapie mit Erythromycin und
Doxycyclin fiihrte zu einer Reduktion der Antikérper und zu einer Heilung der
beiden Krankheiten. Aufgrund dessen vermuten die Autoren C. felis als kausalen
Erreger (REGAN et al., 1979).

Bei einer Patienten (vorangegangene Nierentransplantation) mit zunehmend
schlechterem Allgemeinbefinden, Husten und erhohten Leberwerten konnten

Antikorper gegen damals ,,Chlamydia trachomatis (Subgruppe A)“ und
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Haushalt lebenden Katzen wies ebenfalls Antikorper gegen Subgruppe A auf. Die
Autoren vermuteten, dass die klinischen Symptome der Chlamydieninfektion

,»Chlamydophila psittaci (Subgruppe B)“ nachgewiesen werden. Eine der drei im
durch immunsuppressive Therapie auftraten (GRIFFITHS et al., 1978).
Tabelle 5: C.-felis-induzierte Krankheiten beim Menschen (AK
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1.8. Diagnose
Da die Diagnosestellung anhand der klinischen Symptomatik nicht moglich ist,

werden verschiedene diagnostische Nachweisverfahren herangezogen.

1.8.1 Indirekte Nachweisverfahren
Der Nachweis von Antikdrpern ist mit verschiedenen Tests mdglich (Abbildung
4). Das Vorhandensein von Antikdrpern belegt immer nur einen zuriickliegenden

Erregerkontakt.

Indirekte Erregernachweise

Antikorpernachweis

e Agglutination
— Objekttrageragglutination
— Kapillaragglutination
— Latexagglutination
— passive Himagglutination
e Agargelprézipitationstest
o Komplementbindungsreaktion
e indirekter Immunfluoreszenztest
e Immunperoxidase
e enzyme-linked immunosorbent assay

Abbildung 4: Mogliche diagnostische Verfahren zum indirekten Nachweis von
Chlamydien (nach SELBITZ, 2002)

1.8.1.1 Enzyme-linked immunosorbent assay

Ein von Schmeer und Mitarbeiter (1983) entwickelter ELISA zum Nachweis von
humanen Chlamydien-Antikérpern wird fiir den Einsatz in der Veterindrmedizin
durch Werth und Mitarbeiter (1987) modifiziert (SCHMEER et al., 1983;
WERTH et al., 1987). Der in Buffelo-Green-Monkey-Zellen damals vermehrter
,»Chlamydophila-psittaci“-Schafabort-Stamm 53 dient als Antigen. Zum
Nachweis feliner Antikorper wird ein gegen Katzen-IgG(H+L) gerichtetes
Antiserum in Kaninchen hergestellt. Im Vergleich zur Immunperoxidase-Technik,
KBR und Agargelprizipitationstest zeigt der ELISA bei gleicher Spezifitit eine
deutlich hohere Sensitivitit (WERTH et al., 1987). Ein anderer fiir die
Humanmedizin entwickelter ELISA zum Nachweis von Chlamydophila psittaci
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wird durch Wasmoen und Wasmoen (1992) mit einem zweiten Anti-Katzen-IgG-

Antikorper erginzt (WASMOEN & WASMOEN, 1992).

1.8.1.2 Western Blot

Der Western Blot erlaubt neben dem Nachweis von Antikorpern eine zusétzliche
Differenzierung von IgM und IgG (TERWEE et al., 1998). Es werden Antikorper
gegen MOMP, 58-60 Kilo-Dalton (kDA)-, 45 kDA-, 42 kDA-, 32 kDA- und 16-
19 kDA-Proteine nachgewiesen (TERWEE et al., 1998).

1.8.1.3 Komplementbindungsreaktion

Die KBR ist eine beliebte Methode, die Anwendung in vielen Studien fand
(MCKERCHER, 1952; CASEY, 1965; FRIIS, 1967; STUDDERT & MARTIN,
1970; CELLO, 1971b; POVEY & JOHNSON, 1971; SIXL et al., 1973;
SCHMATZ et al, 1977; KNECHT, 1979; STUDDERT et al, 1981;
LAZAROWICZ et al., 1982; FUKUSHI et al., 1985; WERTH et al., 1987). Der
Nachweis von KBR-Antikorpern bei experimentell infizierten Katzen gelingt
jedoch in einigen Untersuchungen nur unzuverldssig oder gar nicht
(MCKERCHER, 1952; CELLO, 1971b; MITZEL & STRATING, 1977,
SHEWEN et al., 1980a; WILLS et al.,, 1987). Die KBR gilt daher als
unzuverldssiger Test zum Nachweis von C.-felis-Antikérpern (WILLS et al.,
1987).

1.8.1.4 Indirekter Immunfluoreszenztest

Die zur Diagnostik beim Menschen entwickelte Methode wurde von Wills und
Mitarbeitern (1984) fiir die Veterindrmedizin modifiziert. Tetrafluoroethylene-
behandelte Objekttriger werden mit McCoy-Zellen beschichtet, die mit einem
ovinem Chlamydophila psittaci beimpft werden. Die nach Inkubation
vorhandenen Einschlusskorperchen dienen als Antigen. Fiir den indirekten IFT
wird das zu untersuchende Serum mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung
verdiinnt und auf die Zellen pipetiert. Nach Inkubation und Reinigung mit
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung erfolgt die Beschichtung der Zellen mit
Fluoreszein-konjugierten Kaninchen-Anti-Katzen-Antikorpern. Die Fluoreszenz
kann nach erneuter Inkubation und Reinigung unter einem Dunkelfeldmikroskop
ausgewertet werden (RICHMOND & CAUL, 1975; WILLS et al., 1984). Nach

experimenteller Infektion sind hohe Antikdrpertiter mit dieser Methode
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nachweisbar (WILLS et al., 1987). Der indirekte IFT gilt als zuverldssige
Methode zum Nachweis von Antikdrpern gegen feline Chlamydien (DI
FRANCESCO et al., 2004a).

1.8.2 Direkte Nachweisverfahren

Es gibt verschiedene Methoden zum direkten Nachweis von Chlamydien

(Abbildung 5).

Direkte Erregernachweise

Direktnachweis Erregeranziichtung
e Ausstrich mit Farbung nach e Hiihnerembryonen
- Stamp (Dottersack)
— Giemsa e Mause
—  Gimenez e Zellkulturen
— Macchiavello — HEF-Zellen
— Castaneda —  L-Zellen
e Immunfluoreszenztest — HeLa-Zellen
e enzyme-linked —  McCoy-Zellen
immunosorbent assay — BGM-Zellen
e Immunperoxidasetst @
e Elektronenmikroskopie

e Polymerasekettenreaktion

Erregeridentifizierung

e Firbung
e Immunfluoreszenztest

Abbildung 5: Diagnostische Verfahren zum direkten Nachweis von Chlamydien
(nach SELBITZ, 2002) (BGM-Zellen = Buffelo-Green-Monkey-Zellen, HEF-
Zellen = humane Embryo-Fibroblasten-Zellen, L-Zellen = Leydig-Zellen)

1.8.2.1 Direktausstriche

Die schnellste und einfachste Methode ist der Nachweis von
intrazytoplasmatischen Einschlusskdrperchen in Konjunktivalzellen. Die mit
einem scharfen Loffel entnommenen Konjunktivalzellen werden auf einen
Objekttrager iibertragen, vorsichtig ausgestrichen, getrocknet und anschlieSend
gefarbt (CELLO, 1967, CELLO, 1971a; RAMSEY, 2000). Mit verschiedenen
Methoden ist die Anfirbung der Elementarkérperchen und Initialkérperchen
moglich (Tabelle 6). Zur Demonstration beider Stadien sind die Fiarbung nach

Giemsa oder die modifizierte Wright-Giemsa-Fiarbung (Quick-Diff) am besten
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geeignet (HIRSH & BIBERSTEIN, 2004). Unter dem Lichtmikroskop erscheinen
die Erreger als angeférbte, intrazelluldre Einschliisse (RAMSEY, 2000). In der
Regel treten sie bei akuten Infektionen zwischen zwei und neun Tagen nach
Beginn der klinischen Symptome auf, sind aber nicht in jedem Fall vorhanden
(HOOVER et al., 1978; WILLS, 1986). Obwohl in einer Studie die Priasenz von
Einschlusskorperchen bis 50 Tage post infectionem dokumentiert wurde, ist die
Wahrscheinlichkeit, diese bei chronischen Infektionen zu finden eher gering
(CELLO, 1971a; MARTIN, 1989; DORIN et al., 1993; NASISSE et al., 1993).
Sogenannte ,,blue bodies”, die durch lokale Anwendung von zum Beispiel
Neosporin entstehen, oder in den Konjunktivalzellen vorhandene Melaningranula,
konnen als Elementarkdrperchen fehlinterpretiert werden (STREETEN &
STREETEN, 1985; WILLS et al., 1986, VON BOMHARD et al., 2003).

Tabelle 6: Anfirbung der Elementar- und Initialkdrperchen durch verschiedene
Féarbemethoden (nach HIRSH & BIBERSTEIN, 2004)

Féarbung Elementarkorperchen Initialkérperchen
Macchiavello rot brau
Gimenez rot griin
Castaneda brau rotlich
Giemsa rotlich/pink braun

1.8.2.2 Immunfluoreszenztest von Dirktausstrichen

Eine weitere Moglichkeit des direkten Erregernachweises ist die Anfarbung eines
Konjunktivalabstrichs mittels Immunfluoreszenz. Nasisse und Mitarbeiter (1993)
farbten azetonfixierte Direktausstriche von Konjunktivaltupfern mit einem
polyklonalen Antiserum (FHV und Chlamydophila psittaci). Der Nachweis
gelang bei 18 % der an Konjunktivitis erkrankten Katzen (NASISSE et al., 1993).

1.8.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay

Im Handel sind eine Reihe kommerzieller Antigen-ELISA mit Spezies-
spezifischen Antikérpern zum Nachweis von humanen Chlamydia trachomatis
erhéltlich. Wills und Mitarbeiter (1986) testeten einen kommerziellen humanen
Testkit bei experimentell infizierten Katzen und bei eingesendeten Tupferproben,

der Genus-spezifische monoklonale Antikdrper gegen LPS von Chlamydia
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trachomatis und Chlamydophila psittaci enthélt. Dazu wurden die Proben im
Transportmedium des Tests aufbereitet und anschlieBend nach den Anweisungen
des Herstellers weiterverarbeitet. Das kommerzielle Testsystem erwies sich als
zuverldssig beim Nachweis von akuten C.-felis-Infektionen, auch bei nicht mehr
lebenden Organismen. Dennoch war die Zellkultur sowohl in der Sensitivitét als

auch der Spezifitdt dem ELISA iiberlegen (WILLS et al., 1986).

1.8.2.4 Erregeranziichtung

Eine erfolgreiche, aber inzwischen veraltete Methode ist die Erregerkultivierung
im Dottersack embryonierter Hiihnereier (STORZ, 1971a). Isolate, die eine
Sulfadiazinresistenz zeigten, wurden als C. felis identifiziert (STORZ, 1971a;
SHEWEN et al., 1980b).

Die gingigste Methode zur Erregerisolierung ist die von Wills und Mitarbeitern
(1984) beschriebene Anzucht in McCoy-Zellen. Die préparierten McCoy-Zellen
werden als Monolayer auf Glasplatten aufgetragen und in mehreren
Arbeitsschritten mit den Erregern beimpft und inkubiert (RICHMOND, 1974;
PAUL, 1982; WILLS et al, 1984). AnschlieBend dient ein IFT zur
Erregeridentifikation (WILLS et al., 1984; WILLS et al., 1986; WILLS et al.,
1988). Diese Methode zeigte im Vergleich zum Antigen-ELISA eine bessere
Sensitivitidt (WILLS et al., 1986). Da fiir eine Anzucht in Zellen nur lebensfdhige
Erreger geeignet sind, ist die Sensitivitit im Vergleich zur PCR geringer
(MCDONALD et al., 1998).

Iwamoto und Mitarbeiter (2001) verwendeten anstelle von McCoy-Zellen Méuse-
L-Zellen der Sublinie L929. Nach Anzucht erfolgt die Identifikation mittels IFT
(IWAMOTO et al., 2001). Im Vergleich mit der PCR konnte eine gleiche
Spezifitdt, aber eine geringere Sensitivitit festgestellt werden, da eine in der
Anziichtung negative Probe in der PCR positiv war (MCDONALD et al., 1998;
IWAMOTO et al., 2001).

1.8.2.5 Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist billiger und weniger zeitintensiv als die Zellkultur (SYKES et al.,
1997; MCDONALD et al., 1998). Eine hohere Sensitivitit wird erzielt, da bereits
der Nachweis von sehr wenigen und nicht mehr lebensfdahigen Erregern moglich
ist (MCDONALD et al., 1998; SYKES et al., 1999b; HELPS et al., 2001). Zudem
ist kein spezielles Transportmedium zum Versand notwendig (SPENCER &
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Die ersten PCR wurden zur Chlamydien-Typisierung entwickelt. Zur
Identifizierung dient das ompA-Gen. Nach Vervielfiltigung der ompA-Sequenz
schneiden Endonukleasen das Alu-I-Restriktionsmuster aus den Amplifikaten. Die
Darstellung erfolgt mittels Gelelektrophorese. Das Alu-I-Restriktionsmuster ist bei
allen untersuchten C.-felis-Isolaten identisch und unterscheidet sich von ompA-
Genen anderer Chlamydienstimme. Als Untersuchungsmaterial in verschiedenen
Studien dienten aus den Vereinigten Staaten, GroBbritannien, Frankreich und
Japan gesammelte und auf Zellkulturen geziichtete Feldisolate der vergangenen 50
Jahre (DENAMUR et al., 1991; KALTENBOECK et al., 1992; SAYADA et al.,
1994).

Sykes und Mitarbeiter (1997) fiihrten die erste Studie bei eingesendetem
Probenmaterial durch. Zur Amplifizierung wurde die von Denamur und
Mitarbeitern (1991) beschriebenen Gensequenzen verwendet. Die Autoren
wihlten zwei Restriktionsenzyme (Alu I und Mse I) zur Identifizierung von C.
felis aus. Dreizehn Prozent der eingesendeten Tupferproben waren bei der
Untersuchung positiv (SYKES et al., 1997). Die PCR war 1,5 mal so sensitiv wie
die Untersuchung mittels Zellkultur (SYKES et al., 1999b). McDonald und
Mitarbeiter (1998) zeigten hingegen, dass im Vergleich zur Erregerisolierung die
von Sykes und Mitarbeitern (1997) entwickelte PCR weniger sensitiv war
(SYKES et al., 1997, MCDONALD et al.,, 1998). Als Ursache wurde die
Verwendung der Primer angesehen, die von einem avidren Chlamydophila-
psittaci-Stamm (6BC) abgeleitetet wurden. Mit Primern, die aus Gensequenzen
eines felinen FEPN-Stamms synthetisiert wurden, und nach einer Anderung in der
Extraktionsmethodik, konnte die Sensitivitit um das 1250-fache im Vergleich
zum urspriinglichen Protokoll gesteigert werden (MCDONALD et al., 1998).

Die Entwicklung der Real-Time-PCR ermdglicht zusédtzlich eine Quantifizierung
der in der Probe enthaltenen Erreger (HELPS et al., 2001). Helps und Mitarbeiter
(2001) verwendeten neben zwei Primern mit Gensequenzen eines felinen
Chlamydienstamms (C. felis for und C. felis rev) zusétzlich einen fluoreszierenden
Primer (C. felis molecular beacon). Diese Methode ermdglichte die Reduktion von
falsch positiven Ergebnissen mit gleichzeitiger Quantifizierung zur Beurteilung
des Infektionsverlaufs und zur Kontrolle des Therapieerfolgs (HELPS et al., 2001;
DEAN et al., 2005).

Eine Besonderheit der Multiplex-Real-Time-PCR von Helps und Mitarbeitern

(2003, 2005) ist den Nachweis von 28S ribosomaler Desoxiribonuleinsdure aus



II. Literaturtiibersicht 37

felinen Konjunktivalzellen. Die PCR erméglicht die Uberpriifung der
eingesendeten Tupferproben auf ausreichend vorhandenes Probenmaterial mit
gleichzeitiger Kontrolle von falsch negativen Ergebnissen (HELPS et al., 2003;
HELPS et al., 2005).

1.9. Therapie

Chlamydien sind intrazelluldre Organismen. Deshalb sind nur wenige Antibiotika
zur Therapie geeignet. Tetracycline, Erythromycin, Rifampicin, Fluorochinolone
und Azithromycin gelten als wirksam zur Behandlung von Chlamydien-
Infektionen (STAMM & HOLMES, 1986). Eine Ubersicht iiber empfohlene
Therapieschemata von C.-felis-Infektionen bei der Katze sind in Tabelle 8

dargestellt.

1.9.1 Tetracycline

Die ersten Vertreter der Tetracycline, das Aureomycin (Chlortetracyclin) und das
Terramycin (Oxytetracyclin), wurden 1948 und 1950 entwickelt (DUGGAR,
1948; FINLAY et al, 1950). Durch katalytische Hydrierung aus dem
urspiinglichen  Tetracyclin  wurde Achromycin (Tetracyclin) entwickelt
(CONOVER et al., 1953). Die Umbenennung in die heute gebrduchlichen Namen
erfolgte nach der Aufdeckung der chemischen Strukturen der drei Tetracycline
(BOOTHE et al., 1953). Die Tetracycline gelten als Mittel der Wahl zur Therapie
der felinen Chlamydiose (SANDE & MANDELL, 1980).

1.9.1.1 Wirksamkeit
Aus der Gruppe der Tetracyclin-Antibiotika werden Tetracyclin, Oxytetracyclin

und Doxycyclin am héufigsten verwendet.

1.9.1.1.1 Tetracyclin

In einer randomisierten Studie von Darougar und Mitarbeiter (1981) wurden 41
Patienten mit Chlamydia-trachomatis-Infektionen der Augen mit Tetracyclin-
haltigen Augentropfen (1-%ig) iiber einen Zeitraum von sechs Wochen behandelt.
Bei Kontrolluntersuchungen nach acht bzw. zwdlf Wochen waren keine
klinischen Symptome bei 36 Patienten (88 %) bzw. bei 33 Patienten (80 %)
festzustellen. Chlamydia trachomatis konnte bei einem Patienten (2 %) nach

sechs Wochen (unmittelbar nach Therapieende), bei zwei Patienten (5 %) nach
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acht Wochen und bei drei Patienten (7 %) nach zwolf Wochen nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu Rifampicin zeigte Tetracyclin eine statistisch signifikant
bessere Wirkung beziiglich der Verbesserung der klinischen Symptome (p <
0,001), allerdings war kein Unterschied (p > 0,2) im Hinblick auf die
Erregerelimination zu verzeichnen (DAROUGAR et al., 1981).

Es wurden keine Studien {iber den Behandlungserfolg mit Tetracyclin bei Katzen
durchgefiihrt. Bisher ist Fallbericht publiziert, in dem eine zwei-Monate alte
Katze, die eine mittels PCR nachgewiesene C.-felis-induzierte Konjunktivitis
hatte, mit Tetracyclin-haltigen Augentropfen (1-%ig) alle zwolf Stunden iiber 60
Tage behandelt wurde. Obwohl am Ende der Studie keine klinischen Symptome
mehr vorhanden waren und die PCR der Konjunktivaltupferprobe negativ war,
kam es 40 Tage spiter zu einem Riickfall. Die anschlielende Behandlung mit
Doxycyclin (10 mg/kg alle 24 Stunden) fiir 20 Tage hatte eine vollstandige
Erregerelimination zur Folge. Konjunktitaltupferproben blieben bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums von 240 Tagen PCR negativ (DONATI et al., 2005).
Empfehlungen zur Dosierungen in der Literatur basieren auf Ergebnisse aus
humanmedizinischen = Studien oder aus empirisch erhobenen Daten.
Konjunktivitiden sollen demnach gut auf Tetracyclin-haltige Augentropfen
ansprechen, die drei bis vier mal tdglich angewendet werden (RAMSEY, 2000;
GREENE, 2006a; STILES, 2006). Die Tropfen sollten bei Hypersensibilitdt gegen
das Medikament abgesetzt werden (RAMSEY, 2000). Eine systemische
Behandlung ist zur erfolgreichen Elimination von Carrierstadien und zur
Verhinderung einer systemischen Ausbreitung der Erreger notwendig (KELLER,
1988; DORIN et al.,, 1993; GREENE, 2006a). Therapeutisch wird eine orale
Applikation von 22 mg/kg Tetracyclin alle acht Stunden iiber einen Zeitraum von
drei bis vier Wochen empfohlen (DORIN et al., 1993; GREENE, 2006a). In
Katzenkolonien sollte die Therapiedauer auf sechs bis acht Wochen ausgedehnt

werden (GREENE, 2006a).

1.9.1.1.2 Oxytetracyclin

Oxytetracyclin wurde in einer Studie mit zwolf Katzen in einer Dosierung von 50
mg/Katze alle zwolf Stunden iiber 60 Tage angewendet. Sechs der Katzen wurden
mit FIV infiziert (Gruppe A), die anderen sechs Katzen dienten als
Kontrollgruppe (Gruppe B). Alle Katzen entwickelten klinische Symptome nach

experimenteller Infektion mit C. felis. Bei den Katzen aus Gruppe B waren nach
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109 Tagen auch ohne Behandlung keine Symptome mehr vorhanden; C. felis
wurde bis Tag 70 aus Konjunktivaltupfern isoliert. Alle FIV-infizierten Tiere
zeigten erst eine Verbesserung der  klinischen = Symptome nach
Behandlungsbeginn, wobei ein gutes Ansprechen auf das Medikament beobachtet
wurde. Nach 30 Tagen zeigte sich eine deutliche Besserung der klinischen
Symptome und nach weiteren 30 Behandlungstagen waren keine Anzeichen einer
Erkrankung mehr vorhanden (O'DAIR et al., 1994).

Eine Kombination aus lokaler und systemischer Applikation wird ebenfalls
empfohlen (GASKELL, 1993). Liegt nur eine Konjunktivitis vor, konnen
Oxytetracyclin-haltige Augentropfen ohne systemische Antibiotika drei- bis
viermal tédglich fiir mindestens drei Wochen bzw. zwei Wochen iiber das
Vorhandensein von klinischen Symptomen angewendet werden (KELLER, 1988;
GASKELL, 1993).

1.9.1.1.3 Doxycyclin

Doxycyclin wurde in einigen kontrollierten Studien zur Therapie von C.-felis-
Infektionen eingesetzt (SPARKES et al., 1999; SYKES et al., 1999b; DEAN et
al., 2005). Hinsichtlich der Dauer der Behandlung mit Doxycyclin gibt es
unterschiedliche Ansichten, so dass Sykes und Mitarbeiter (1999) die Frage kldren
wollten, bis zu welchem Tag C. felis unter Therapie mit Doxycyclin nachweisbar
ist und in wiefern dadurch die Therapiedauer beeinflusst wird. Acht spezifisch-
Pathogen-freie (SPF) Katzen wurden mit C. felis experimentell infiziert und
anschlieend vier der Katzen mit 5 mg/kg Doxycyclin per os alle zwolf Stunden
iiber einen Zeitraum von 35 Tagen behandelt. Die anderen vier Katzen dienten als
Kontrolle und blieben wunbehandelt. Die klinischen Symptome waren
durchschnittlich 9,3 Tage vorhanden, wobei bereits innerhalb der ersten drei Tage
nach Therapiebeginn eine deutliche Verbesserung zu verzeichnen war. Erreger
waren durchschnittlich iiber einen Zeitraum von acht Tagen mittels PCR und fiinf
Tage mittels Anzucht in der Zellkultur nachweisbar. Bei allen behandelten Katzen
konnte bis zum Ende der Studie (Tag 64) weder mittels PCR noch mittels
Zellkultur C. felis erneut nachgewiesen werden (SYKES et al., 1999b).

Eine zweite Studie von Dean und Mitarbeitern (2005) beschiftige sich mit der
Fragestellung, ob eine Therapiedauer von sieben oder 14 Tagen zur Elimination
von C. felis ausreichend ist. Nach der experimentellen Infektion von 15 SPF

Katzen mit C. felis wurden vier Katzen der Gruppe A (unbehandelte Kontrolle),
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sechs Katzen der Gruppe B (10 mg/kg Doxycyclin alle 24 Stunden per os iiber
sieben Tage) und fiinf Katzen der Gruppe C (10 mg/kg Doxycyclin alle 24
Stunden per os iiber 14 Tage) zugeordnet. Bei den Katzen der Gruppe B kam es
bis zum letzten Behandlungstag zu einer Verbesserung der klinischen Symptome
und zu einem negativen PCR-Ergebnis bei drei der Katzen. Ein Riickfall mit der
Entwicklung von klinischen Symptomen und einem erneuten Nachweis der
Erreger mittels PCR war ab Tag 18 zu beobachten. Die Behandlungsdauer von 14
Tagen fiihrte zu einer Verbesserung der klinischen Symptome und zu einer
negativen PCR bei allen Katzen aus Gruppe C. Die PCR war bei zwei Katzen
bereits am letzten Behandlungstag negativ, wihrend die drei anderen Katzen erst
drei Tage nach Behandlungsende ein negatives Ergebnis zeigten. Wie in Gruppe
B kam es auch hier zu einem Riickfall, der mit der erneuten Entwicklung von
klinischen Symptomen und dem positiven Nachweis von C. felis in der PCR kurz
nach  Therapieende einherging. In beiden Gruppen wurde eine
,»Rettungsbehandlung® mit 10 mg/kg Doxyxcyclin alle zwolf Stunden per os fiir
21 Tage in Gruppe B und 28 Tage in Gruppe C eingeleitet. Nach sieben Tagen
waren keine Erreger mehr nachweisbar und alle Katzen blieben bis zum Ende der
Studie (100 Tage) sowohl symptom- als auch erregerfrei (DEAN et al., 2005).

Beziiglich der Dauer der Behandlung wird in der Literatur empfohlen, Doxycyclin
iiber einen Zeitraum von drei bis vier Wochen zu verabreichen (RAMSEY, 2000;
SYKES, 2004; SYKES, 2005; GREENE, 2006a). In zwei Studien wurde eine
Therapiedauer von 21 Tagen als wirksam empfohlen (SYKES et al., 1999b;
GERHARDT et al., 2006). Eine andere Studie besagt hingegen, dass 21 Tage
nicht ausreichend sind und besser iiber einen Zeitraum von mindestens 28 Tagen
behandelt werden sollte (DEAN et al., 2005). In Katzenkolonien mit endemischer
Chlamydieninfektion sollte die Therapie sechs bis acht Wochen durchgefiihrt
werden und sollte alle Katzen des Haushaltes betreffen (DAWSON &
WILLOUGHBY, 1999; WATERS & BARNETT, 2004; GREENE, 2006a).
Klinische Symptome konnen selbst nach einer Therapiedauer von sieben Wochen
wieder  auftreten, = obwohl eine  Ausscheidung von  infektiosen
Elementarkorperchen ab Tag sechs bis sieben nach Therapiebeginn nicht mehr
nachgewiesen werden kann (SYKES et al., 1999b, OWEN et al., 2003; SYKES,
2004). Der Therapieerfolg zur Elimination des Erregers kann bei chronischen
Infektionen héufig ungeniigend sein; dies kann am Beispiel der Chlamydien-

induzierten Arthritis des Menschen gezeigt werden (LEIRISALO-REPO, 1993).
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Doxycyclin ist im Vergleich zu anderen Tetracyclin-Derivaten lipophiler,
wodurch  eine  verbesserte =~ Gewebepenetration und ein  groferes
Verteilungsvolumen erreicht wird. Mit der Ausscheidung iiber den Kot als
inaktives Konjugat oder Chelat wird der Einfluss auf die gastrointestinale Flora
minimiert (RIVIERE & SPOO, 2001). Durchfall und Dysbakterie treten durch
eine bessere Resorption seltener auf. Eine verldngerte Halbwertszeit macht eine
Verabreichung alle zwdlf bis 24 Stunden mdéglich (SHEWEN et al., 1978a;
GREENE, 1998; SYKES, 2004). Die in Studien angewendete und in der Literatur
empfohlenen Dosierungen liegen zwischen 5 — 10 mg/kg bei zweimal téglicher
Verabreichung und 10 — 15 mg/kg bei einmal tdglicher Applikation.

Sparkes und Mitarbeiter (1999) wollten die Frage klidren, welche
Behandlungsmethode besser ist, da sowohl Augentropfen, systemische Therapie
als auch die Kombination aus beiden empfohlen wurde. Dazu wurden 24 SPF
Katzen experimentell infiziert und anschliefend vier Behandlungsgruppen mit
jeweils sechs Katzen gebildet. Bei Katzen aus drei Behandlungsgruppen wurden
beide Augen mit jeweils 200 — 300 pl Augentropfen alle zwolf Stunden behandelt.
Katzen aus Gruppe P erhielten Trénenersatzfliissigkeit als Placebo, Katzen aus
Gruppe C Chlortetracyclin (1-%ig) und Katzen aus Gruppe F Fusidinsdure (1-
%ig). Katzen der Gruppe D wurden mit 10 mg/kg alle 24 Stunden per os
kombiniert mit Fusidinsdure-haltigen Augentropfen (1-%ig) alle zwolf Stunden
lokal therapiert. Die Dauer der Behandlung betrug vier Wochen. Eine statistisch
signifikante Verbesserung der klinischen Symptome wurde innerhalb der ersten
24 Stunden nach Behandlungsbeginn in Gruppe C und D im Vergleich zu Gruppe
F und P beobachtet (p < 0.011). Gruppe C hatte zwar durchschnittlich hohere
»clinical scores* als Gruppe D, allerdings handelte es sich nur um einen Trend,
der nicht statistisch signifikant war. Durchschnittlich konnte mit Doxycyclin eine
Erregerelimination nach elf Tagen und mit Chlortetracyclin nach 16 Tagen erzielt
werden. Bei acht der zwolf Katzen aus Gruppe F und P wurden am Ende der
Studie (Tag 35) immer noch C. felis isoliert. Doxycyclin zeigte im Bezug auf die
Erregerelimination eine statistisch signifikant besser Wirkung als Fusidinsdure
oder Tranenersatzfliissigkeit (p = 0,0003). Die Autoren vermuten, dass die
systemische Behandlung gegeniiber Augentropfen alleine iiberlegen ist

(SPARKES et al., 1999).
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1.9.1.2 Nebenwirkungen der Tetracycline
Tetracycline gelten, trotz ihrer zahlreichen Nebenwirkungen, als eine sichere

Klasse an Antibiotika (RIVIERE & SPOO, 2001).

1.9.1.2.1 Gastrointestinale Nebenwirkungen

Zu den am hiufigsten gemeldeten Nebenwirkungen der Tetracycline bei Tieren
zahlen Durchfall und Erbrechen, die vor allem nach oraler Verabreichung
auftreten (WILKINSON, 1968; RIVIERE & SPOO, 2001). Als Hauptursachen
werden Schleimhautreizung oder Verdnderungen der Flora im Magen-Darm-Trakt
vermutet (OPPERBECK, 1971; ARONSON, 1980). Der Effekt von Doxycyclin
auf die intestinale bakterielle Besiedlung ist im Vergleich zu Tetracyclin weniger

ausgeprigt (HINTON, 1970; BARTLETT et al., 1975).

1.9.1.2.2 Zahnverfarbungen

Tetracycline bilden unlosliche Chelate mit bi- und trivaleten Kationen, wie
Magnesium, Calcium und Aluminium (WEINBERG, 1957). Komplexe mit
Calcium werden in Zihne, Knochen und Knorpel eingelagert (FINERMAN &
MILCH, 1963; MADISON, 1963; FRANKEL & HAWES, 1964;
BEVELANDER & NAKAHARA, 1965; HENNON, 1965; HAMP, 1967;
EISENBERG, 1975; DHEM et al., 1976; ULVESTAD et al., 1978). Die
Einlagerung der Tetracycline findet vor allem wihrend der Mineralisationsphase
statt ( BEVELANDER & NAKAHARA, 1965). Der D-Ring des Tetracyclinkerns
wird iiber Calcium entweder an den Phosphatsauerstoff des Apatit im Knochen
oder an die Grundsubstanz des Dentins im Zahn gebunden (OPPERBECK, 1971).
Die Menge des in kalzifiziertem Gewebe vorhandenen Tetracyclins ist abhéngig
von der Dosierung, der Dauer der Behandlung, dem Mineralisationsstadium und
der Aktivitit des Mineralisationsprozesses (WALLMAN & HILTON, 1962;
BEVELANDER & NAKAHARA, 1965; COHLAN, 1977).

Die Einlagerungen fiihren zu makroskopisch sichtbaren Zahnverfirbungen. So
haben die Zdhne eine kriftig gelbe Farbe bei Chlortetracyclin, eine rosa-gelbliche
Féarbung bei Oxytetracyclin und eine gelb-braunliche Féarbung bei Tetracyclin
(OWEN, 1961; MAJCHERCZYK & SZYMANSKA-JACHIMCZAK, 1965,
BENNETT & LAW, 1967). Die Verfarbung der Zihne durch Doxycyclin und
Oxytetracyclin ist weniger ausgepriagt (KVAAL, 1965; WEYMAN, 1965;
SEELIGER & RONDE, 1968; MOFFITT et al., 1974). Eine Hypoplasie des
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Zahnschmelzes kann ebenfalls beobachtet werden (WITKOP & WOLF, 1963;
BENNETT & LAW, 1967). Mittels Fluoreszenz im ultravioletten Licht konnen
die Wirkstoffe im Enamel und Detin der Incisivi und der Molaren nachgewiesen
werden (MAJCHERCZYK & SZYMANSKA-JACHIMCZAK, 1965).

Knochen konnen ebenfalls makroskopisch Verfiarbungen aufweisen, allerdings
sind diese, im Vergleich zu den Zdhnen, weniger ausgepriagt (BUYSKE et al.,
1960; MAJCHERCZYK & SZYMANSKA-JACHIMCZAK, 1965). Die
Tetracycline befinden sich in einem schmalen Streifens entlang des
Knochenmarks und der Epiphyse (MAJCHERCZYK & SZYMANSKA-
JACHIMCZAK, 1965). Wachstumsstorungen, bedingt durch die Einlagerung der
Wirkstoffe, werden beschrieben (COHLAN et al., 1963; OPPERBECK, 1971),
allerdings sind diese nicht bei allen Studien zu beobachten (PORTER et al., 1965;
GENOT et al., 1970).

Aufgrund der Annahme, dass die Nebenwirkungen altersabhingig sind, ist die
Behandlung von Frauen ab dem zweiten Drittel der Schwangerschaft
kontraindiziert. Auch Kinder bis zu einem Alter von acht Jahren sollten nicht mit
Tetracyclinen behandelt werden (SANCHEZ et al., 2004). Analog kommt es bei
Welpen zu Verfarbungen der Zéhne, wenn entweder die Mutter in den letzten
zwei bis drei Wochen der Triachtigkeit oder die Welpen innerhalb ihrer ersten
Lebenswochen mit Tetracyclinen behandelt werden (ARONSON, 1980).
Langzeitbehandlung mit Tetracyclinen konnen auch bei Erwachsenen zu
Zahnverfarbungen fithren (DI BENEDETTO, 1985). Es wird vermutet, dass die
Chelate aufgrund physiochemischer Prozesse eingelagert werden, die unabhéingig

vom Mineralisationsgrad stattfinden (BJORVATN, 1983).

1.9.1.2.3 Ulzera und Strikturen im Osophagus

Die Entwicklung von Doxycyclin-induzierten Osophagusulzera und -strikturen ist
von Menschen bekannt (BOKEY & HUGH, 1975; SCHNEIDER, 1977,
AMENDOLA & SPERA, 1985; BOTT et al., 1987; JASPERSEN, 2000;
KADAYIFCI et al., 2004). Die ersten Félle mit vermuteter Doxycyclin-
induzierter Osophagustriktur bei der Katze wurden im Jahr 2000 von Melendez
und Mitarbeitern beschrieben (MELENDEZ et al., 2000). Insgesamt gibt es acht
publizierte Fallberichte. Das Hauptsymptom, mit dem die Katzen vorgestellt
wurden, war Regurgitieren. Bei allen Patienten wurde zuvor eine Therapie mit

Doxycyclin aufgrund von Katzenschnupfen, oder Infektionen mit Yersinia pestis
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oder Haemobartonella felis eingeleitet. Andere mdgliche Ursachen wurden
ausgeschlossen. Die Strikturen hatten einen Durchmesser von zwei bis sechs
Millimeter und waren bis zu drei Zentimeter lang (MELENDEZ et al., 2000;
MCGROTTY & KNOTTENBELT, 2002; GERMAN et al., 2005). Bei einer der
Katzen waren sogar multiple Strikturen iiber die gesamte Linge des Osophagus
vorhanden (MCGROTTY & KNOTTENBELT, 2002).

Entziindungen und Ulzera im Osophagus entstehen nach Ankleben und lokaler
Auflésung der Medikamente (BOKEY & HUGH, 1975; CARLBORG, 1976;
DJUPESLAND & ROLSTAD, 1978), wobei der Schweregrad der Verdnderungen
abhingig ist von 1) der Dosierungsform (Tabletten und Kapseln), 2) dem pH-Wert
des Wirkstoffs und 3) dem Losungsverhalten des Wirkstoffes (LANZA, 1988).
Beim Vergleich der beiden Darreichungsform konnte gezeigt werden, dass
Doxycyclin-Kapseln deutlich schwerwiegendere Lésionen (Grad 3 bei 6/6
Katzen) als Doxycyclin-Tabletten (Grad 2 bei 6/6 Katzen) zur Folge haben
(CARLBORG & DENSERT, 1980; CARLBORG et al., 1983).

Bei der Untersuchung von Passagezeiten von Medikamenten durch die
Speiserohre von Katzen konnte gezeigt werden, dass Tabletten bei 63,3 % der
Katzen linger als 300 Sekunden im Osophagus verlieben (WESTFALL et al.,
2001). Kapseln waren bei 52,8 % der Katzen nach 240 Sekunden und bei 83,3 %
der Katzen nach 300 Sekunden in der Speiserohre nachzuweisen (GRAHAM et
al., 2000; WESTFALL et al., 2001). Die Passagezeit wird durch eine unmittelbar
folgende Bolusapplikation von 6 ml Wasser auf 90 Sekunden bei Tabletten und 60
Sekunden bei Kapseln beschleunigt (WESTFALL et al., 2001). Die Gabe einer
kleinen Menge Futter hatte den Weitertransport der festgeklebten Kapseln zur
Folge (GRAHAM et al., 2000).

Der ulzerogene Effekt von Doxycyclin auf die Schleimhaut des Osophagus von
Katzen wurde in zwei experimentellen Studien untersucht (CARLBORG &
DENSERT, 1980; CARLBORG et al., 1983). Bei allen Katzen entwickelten sich
hochgradige Geschwiire. Histologisch waren sie gekennzeichnet durch epitheliale
Erosion und Anreicherung von Entziindungszellen bis in die Muskularis externa.
In einigen Fillen wurde die Muskularis mukosa durch fibroses Gewebe ersetzt.
Zwei Katzen entwickelten eine moderate Striktur (CARLBORG & DENSERT,
1980; CARLBORG et al., 1983). Distal der Geschwiire war ein Spasmus der
Muskulatur vorhanden (CARLBORG et al., 1983). Als pathophysiologischer
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Mechanismus wird die Akkumulation von Doxycyclin in der Basalzellenschicht
mit anschlieBender Lyse der Zellen vermutet (GIGER et al., 1978).

Der stark saure pH-Wert der Tetracycline gilt als Hauptfaktor bei
Osophagusulzera. Doxycyclinhyclat und -hydrochlorid haben einen pH-Wert
zwischen 2,5 und 3,0 (BOKEY & HUGH, 1975; CROWSON et al., 1976;
CARLBORG & DENSERT, 1980), Tetracyclin von 2,3 (CROWSON et al., 1976)
und Oxytetracyclin sogar von 1,3 (CARLBORG & DENSERT, 1980). Dass Séure
Léasionen auf der Schleimhaut der Speiserdhre hervorruft, wurde in einer
experimentellen Studie von Geisinger und Mitarbeiter (1990) gezeigt. Dazu wurde
0,1 N Salzsdure in die Speiserdhre von Katzen {iber unterschiedliche Zeitrdume
geleitet und anschlieBend die makoskopischen und histologischen Verdnderungen
dokumentiert. Es besteht ein direkter Zusammenhang (> = 0,99) zwischen der
Dauer der Sidureeinwirkung und dem Schweregrad der histologischen
Verdnderungen (GEISINGER et al., 1990). Mit einer experimentelle Studie von
Carlborg und Farmer (1983) fiihrte das fast neutrale Doxycyclinmonohydrat (pH-
Wert 5,0 — 6,5) nur bei einer von zwolf Katzen zu einer Grad-2-Lésion (200 mg
Tablette), wahrend bei den elf anderen Katzen (100 mg- und 200 mg-Tablette)
sowohl makroskopisch als auch histologisch eine intakte Schleimhaut vorhanden
war (CARLBORG & FARMER, 1983). Nach Lanza (1988) ist der pH-Wert
entscheidend dafiir, dass das Monohydratsalz von Doxycyclin weniger
Nebenwirkungen zur Folge hat als das Hydrochlorid- oder Hyclatsalt (LANZA,
1988). Beruhend auf Daten von Pfizer Animal Health sind bei der klinischen
Anwendung von  Doxycyclinmonohydrat  (Vibravet®)  bisher  keine
Nebenwirkungen berichtet worden (TRUMBLE, 2005).

Bogardus und Blackwood (1979) untersuchten das Lodsungsverhalten der
unterschiedlichen Doxycyclinsalze. Doxycyclinmonohydrat 16st sich in sauren
Medien (Magen) schneller als die beiden anderen Salze. In neutralen Fliissigkeiten
verhélt es sich genau umgekehrt, hier gehen Doxycyclinhyclat und -hydrochlorid
schneller in Losung als das Monohydratsalz (BOGARDUS & BLACKWOOD,
1979). Im Osophagus 16st sich Doxycyclinmonohydrat aufgrund dieser pH-
Abhingigkeit langsamer auf und sollte demnach weniger Schiden zur Folge

haben (LANZA, 1988).
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1.9.1.2.4 Hepatotoxizitat

Im Zusammenhang mit der Behandlung von Menschen wurden Tetracyclin-
induzierte Hepatopathien beobachtet; schwangere Frauen waren héufiger
betroffen (SCHULTZ et al., 1963; WHALLEY et al., 1964; WRUBLE et al.,
1965). Makroskopisch hatten die Lebern eine gelb bis gelb-braunliche Farbe und
waren von weicher Konsistenz. Histologisch lag eine Hepatolipidose vor, die
durch eine diffuse Verteilung kleiner Fettvakuolen charakterisiert war (SCHULTZ
et al., 1963). Ein Fallbericht wurde 1993 von einer Katze publiziert, die vier Tage
nach Therapiebeginn mit Tetracyclin (22 mg/kg alle acht Stunden per os)
Salivation und Anorexie zeigte. Der Alanin-Amino-Transferase-(ALT)-Wert
(Referenzbereich: 10 — 66 1U/1) stieg von 265 IU/l (Tag 4) bis auf 1.018 1U/1 (Tag
10) an. Histologische Verdnderungen der Leber waren zentrolobuldre Fibrose,
milde diffuse Cholangiohepatitis und milde hepatische Lipidose. Die Autoren
vermuten einen Zusammenhang mit der Tetracyclintherapie aufgrund der
Tatsache, dass nach Absetzen des Medikamentes sich das Allgemeinbefinden des
Patienten und die ALT-Werte bis Tag 55 normaliserten (KAUFMAN &
GREENE, 1993).

Einige Autoren diskutieren die dosis-abhingige Wirkung der Tetracycline auf das
Lebergewebe (SCHULTZ et al., 1963; BREEN et al., 1975). Demnach wiirden
sich  Hepathopathien durch Akkumulation von Tetracyclinen bei einer
mangelnden Ausscheidung iiber die Nieren oder durch zu hohe therapeutische
Dosen entwickeln (RIVIERE & SPOO, 2001).

Der Pathomechanismus der Hepatotoxizitét ist noch nicht geklart. Diskutiert wird
eine Wechselwirkung der Tetracycline mit dem Fett- und Proteinmetabolismus
(LEWIS et al., 1967; HANSEN et al., 1968; BREEN et al., 1972; BREEN et al.,
1979; GWEE, 1982). Katzen scheinen ihre Proteine anders als andere Tierarten
und der Mensch zu verstoffwechseln; dies konnte die hohere Anfilligkeit fiir

Tetracyclin-induzierte Hepatopathien erkldren (BIOURGE et al., 1990).

1.9.1.2.5 Phototoxizitat

Eine Phototoxizitdt von Tetracyclinen wurde beim Menschen beschrieben mit
Folge von Dermatitiden und Oncholyse (IBSEN & LASTHEIN ANDERSEN,
1983; LAYTON & CUNLIFFE, 1993; CARROLL & LAUMANN, 2003). In
kontrollieren Studien war der Effekt von Doxycyclin im Vergleich zu Lymecyclin

und Demethylchlortetracyclin  deutlich  ausgepriagter (BJELLERUP &
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LJUNGGREN, 1987; BJELLERUP & LJUNGGREN, 1994). Hervorgerufen
werden die Verdnderungen durch Strahlen mit einer Wellenldnge von 2.800 bis
3.200 A (OPPERBECK, 1971). Neben Sonnenstrahlung sind sowohl UV-A- als
auch UV-B-Strahlen verantwortlich (BJELLERUP, 1986). In einer
experimentellen Studie wurde gezeigt, dass Doxycyclin sowohl den hdchsten
phototoxischen Schaden induziert als auch die hochste intrazelluldre
Konzentration im Vergleich zu den anderen getesteten Substanzen aufweist
(GLETTE & SANDBERG, 1986). Moglicherweise tritt eine Photosensibilitét
auch bei Tieren auf, obwohl bisher keine Berichte vorliegen (RIVIERE & SPOO,
2001).

1.9.2 Fluorochinolone
Fluorochinolone besitzen ein breites Wirkspektrum. Sie sind gegen intrazelluldre
Organismen wirksam, unter anderem auch gegen Chlamydien (KROKER et al.,

2002).

1.9.2.1 Wirksamkeit
Die beiden Fluorochinolone Enrofloxacin und Ciprofloxacin zeigten in vitro und

in vivo eine gute Wirksamkeit gegentiiber C. felis.

1.9.2.1.1 Enrofloxacin

In einer in vitro Studie zeigte Enrofloxacin eine vergleichbar gute Wirksamkeit
gegen Chlamydien wie Doxycyclin (BUTAYE et al., 1997). Enrofloxacin in einer
Dosierung von 5 mg/kg alle 24 Stunden per os iliber 14 Tage filihrte in einer Studie
von Gerhardt und Mitarbeitern (2006) bei Katzen mit Katzenschnupfen im
Vergleich zu Doxycyclin zu einer vergleichbaren Verbesserung der klinischen
Symptomatik. Eine Elimination von C. felis konnte nicht bei allen Patienten
erzielt werden. Dies konnte auf eine moglicherweise zu kurze Behandlungsdauer

in dieser Studie zuriickzufiihren sein (GERHARDT et al., 2006).

1.9.2.1.2 Ciprofloxacin

Eine Studie tiber die Behandlung von humanen Patienten mit lokal und intravends
verabreichtem Ciprofloxacin iiber sieben bis zehn Tage fiihrte zur Heilung der
klinischen Symptome. Empfohlen wird das Therapieschema fiir Patienten mit

komplizierten Chlamydia-trachomatis-Infektionen der Konjunktiven und des
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Urogenitaltraktes mit gleichzeitigen gastrointestinalen Beschwerden, die eine
parenterale Verabreichung der Medikamente notwendig machten (AZNABAEYV et
al., 2001).

1.9.2.2 Nebenwirkungen der Fluorochinolone

Zahlreiche Nebenwirkungen, wie gastrointestinale und zentralnervose Symptome,
Arthropathien (Hund, Pferd) und Blindheit (Katzen), sind in der Literatur erwédhnt
(PAPICH & RIVIERE, 2001).

1.9.2.2.1 Retinadegeneration

Erste Hinweise iiber die mogliche Entwicklung einer Retinadegeneration wurden
in einer retrospektiven Studie entdeckt. Es wurden 26 Katzen mit
Retinadegeneration untersucht, bei fiinf der Katzen war eine Vorbehandlung mit
Enrofloxacin, bei vier der Katzen mit Amoxicillin und bei zwei mit Prednisolon
bekannt (GIULIANO & VAN DER WOERDT, 1999). Der mogliche Einfluss von
Enrofloxacin auf die Retina wurde zwar diskutiert, allerdings wusste man bisher
nur von elektroretinographischen und histologischen Verdnderungen, die durch
Ciprofloxacin hervorgerufen wurden (SCHLUTER, 1989, VRABEC et al., 1990).
In einer anderen Studie von Gelatt und Mitarbeitern (2001) wurden 17 Katzen
untersucht, die eine Retinadegeneration nach Behandlung mit Enrofloxacin
entwickelten. Am héaufigsten wurden Mydriasis und eine verzogerte oder
ausbleibende Pupillenreaktion beobachtet. Ophthalmologische Veranderungen
betreffen vor allem den Fundus und beinhalten erhdhte tapetale Reflektivitat und
Verminderung bis hin zum Verlust der retinalen Blutgefdfle. Bei fiinf Katzen
wurde ein Elektroretinogramm angefertigt, das kein Ansprechen auf Reize zeigte
(GELATT et al., 2001; CRISPIN et al., 2002). In zwei toxikologischen Studien
konnte auch experimentell die Retinatoxizitit von Enrofloxacin bestétigt werden.
Bei einer Dosierung von 30 mg/kg iiber 23 Tage kam es zu signifikanten
Verdiinnung der Retinadicke und zu einer signifikaten Reduktion der
Reaktionsstirke und der Reaktionszeit auf Lichtreize im Elektroretinogramm
(WEGENER & LASER, 2006; ZRENNER et al., 2006).

In der retrospektiven Studie von Gelatt und Mitarbeitern (2001) wurde
Enrofloxacin in einer tdglichen Dosis von 4,6 mg/kg alle 24 Stunden bis 27 mg/kg
alle zwolf Stunden per os verabreicht (GELATT et al., 2001). Aufgrund dessen

wird vermutet, dass Verdnderungen dosisbhidngig sind und sie sich vor allem bei
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der Verabreichung von hdheren als von der Firma empfohlenen Dosis von 5
mg/kg alle 24 Stunden entwickeln (ABRAMS-OGG et al., 2002; WIEBE &
HAMILTON, 2002). Die Vermutung bestitigte sich zum einen durch eine
experimentelle Studie, in der Retinadegenerationen nur bei den Katzen induziert
wurden, die mit Dosen zwischen 20 und 50 mg/kg/Tag iiber 21 Tage behandelt
worden sind. Die Dosierung 5 mg/kg/Tag hatte keine Verdnderungen zur Folge
(DAVIDSON, 2001; WATSON, 2002). Zum anderen stellte das ,,Center for
Veterinary Medicine* (CDA) der ,,United States Food and Drug Administration*
(FDA) in einer retrospektiven Studie fest, dass die iiberwiegende Anzahl an
angezeigten Enrofloxacin-assoziierten Fillen von Blindheit im Zusammenhang
mit Dosen von mehr als 5 mg/kg/Tag stehen (HAMPSHIRE et al., 2004).
Retinaverdnderungen traten sowohl bei oraler als auch intravendser Gabe des
Medikamentes auf (GELATT et al., 2001; HAMPSHIRE et al., 2004). Von 39
beim FDA-CDA angezeigten Fillen von Sehstorungen bei Katzen wurde
Enrofloxacin bei 18 Katzen oral verabreicht, fiinf Katzen erhielten intravendse
Injektionen und sieben Katzen wurden mit Tabletten und Injektionen behandelt
(HAMPSHIRE et al., 2004). Die Dauer der Behandlung wurde durch die FDA-
CMA nicht ausgewertet. Bei den meisten Katzen war die Blindheit irreversibel;
dennoch ist bei einigen Katzen eine Verbesserung der Sehfahigkeit nach Absetzen
des Medikamentes moglich (GELATT et al., 2001; GRAHN et al., 2002). Nicht
jede Retinadegeneration ist trotz Behandlung mit Enrofloxacin auf dieses
Medikament zuriickzufiihren. Um voreilige Schlussfolgerung auszuschlief3en,
wird eine ophthalmologische Untersuchung durch einen Ophthalmologen und die
Anfertigung eines Elektroretinogramm empfohlen (WILSON, 2002).

Der Pathomechanismus ist nicht vollstdndig geklért. Fluorochinolone sollen direkt
und indirekt retinotoxisch wirken. Eine intravitreale Installation von Cirofloxacin
in Kaninchen fiihrte zur Schadigung der Fotorezeptoren und hatte Verdnderungen
an den Pigmenten und im Elektroretinogramm zur Folge (WIECHENS et al.,
1998; WIECHENS et al., 1999). Das Fluorochinolon Chloroquin hat eine hohe
Affinitit zu Melanin und akkumuliert in Lysosomen der Pigmentepithelzellen, so
dass eine Hemmung der lysosmalen Enzyme wahrscheinlich den Zelltod
hervorruft (TSUCHIYA et al., 1987; TOIMELA et al., 1998). Als mdgliche
Risikofaktoren gelten 1) hohe Dosen oder Plasmakonzentrationen des
Medikamentes, 2) rasche intravendse Injektion des Antibiotikums, 3) lange

Behandlungsdauer, 4) starke = UV-A-Lichtexposition = wihrend  der
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Behandlungsdauer, 5) Interaktionen mit anderen Wirkstoffen und 6)
Akkumulation des Wirkstoffes oder eines Metaboliten aufgrund eines verénderten

Metabolismus oder einer verzogerten Exkretion (WIEBE & HAMILTON, 2002).

1.9.2.2.2 Arthropathie

Fluorochinolon-induzierte Arthropathien sind bei nicht-menschlichen Primaten,
Pferden, Hunden, Meerscheinchen und Ratten beschrieben (BENDELE et al.,
1990, BURKHARDT et al., 1990; STAHLMANN et al., 1990; SPECHT &
FREDERICK, 1991); Katzen scheinen, wie Rinder und Schweine, weniger
anfillig zu sein (PAPICH & RIVIERE, 2001). Der zugrundeliegende
Mechanismus ist trotz zahlreicher in vitro und in vivo Untersuchungen immer
noch nicht geklart. Verdnderungen, wie Vesikelbildung mit Verlust von
Proteoglykan, Degeneration und Nekrose wiesen Chondrozyten auf (KATO &
ONODERA, 1988; BURKHARDT et al., 1990; BURKHARDT et al., 1992;
BELUCHE et al., 1999). Fluorochinolone bilden Chelate mit divalenten Kationen,
wie z. B. Magnesium und Calcium (ROSS & RILEY, 1993). Magnesium reguliert
die Funktion der Integrine, die unter anderem fiir die Adhésion der Chondrozyten
an die extrazelluldre Matrix verantwortlich sind (DURR et al., 1993; LOESER,
1994; DICKESON et al., 1997). Es wird vermutet, dass ein Magensiummangel
durch Komplexbildung zu einer Funktionsstdrung der Integrine fithrt (FORSTER
et al, 1996) und als Folge davon die Zelladhdsion reduziert wird
(EGERBACHER et al., 2001). Es konnte bei in vitro Untersuchungen gezeigt
werden, dass bei Anwensenheit von Fluorochinolonen die Proteoglykan- und
Kollagensynthese reduziert wird (BURKHARDT et al., 1993; HILDEBRAND et
al., 1993; BELUCHE et al., 1999, EGERBACHER et al., 2001).

Die Entwicklung von Arthropathien ist vor allem in gewichttragenenden Gelenken
bei Jungtieren bekannt (GOUGH et al., 1992). Die Anfilligkeit von vor allem
jungen und im Wachstum befindlichen Tieren kann durch einen gesteigerten
Zellmetabolismus mit erhdhter Bildung von Knorpelgewebe erklirt werden

(BELUCHE et al., 1999).

1.9.2.2.3 Zentralnervise Symptome
ZNS-Komplikationen, wie Unruhe, Tremor und Krdmpfe, wurden bei einer
schnellen intravendsen Injektion oder bei Uberdosierung beobachtet. Man

vermutet, dass Enrofloxacin den inhibitorischen Neurotransmitter Gamma-
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Aminobuttersdure hemmt (PAPICH & RIVIERE, 2001). Bei Hund und Katze
konnen Verdnderungen im Elektroenzephalogramm auftreten (KROKER, 2002).

1.9.3 Beta-Laktam-Antibiotika
Chlamydien synthetisieren kein Peptidoglykan, so dass Beta-Laktam-Antibiotika
keine Wirkung zeigen (HOF & DORRIES, 2005).

1.9.3.1 Amoxicillin/Clavulanséaure

Dennoch wurde die Wirksamkeit von Amoxicillin/Clavulansidure bei 24 SPF
Katzen von Sturgess und Mitarbeiter (2001) untersucht. Nach experimenteller
Infektion wurden drei Gruppen mit jeweils acht Katzen gebildet und diese 19
Tage lang mit entweder eine Gelatinkapsel alle 24 Stunden (Placebo), mit 10 — 15
mg/kg Doxycyclin alle 24 Stunden oder mit 12,5 bis 25 mg/kg
Amoxicillin/Clavulansédure alle zwolf Stunden behandelt. Sowohl die
Verbesserung der klinischen Symptome innerhalb der ersten vier
Behandlungstage als auch die Isolationsrate der Chlamydien nach zwei
Behandlungstagen war zwischen beiden Behandlungsgruppen mit p < 0,01
statistisch signifikant. Mit der Wirkstoffkombination konnte bei drei Katzen eine
Erregerelimination erzielt werden; bei den iibrigen fiinf Katzen der Gruppe kam es
zu einem Wiederauftreten von klinischen Symptomen, die mit einem erneuten
positiven Chlamydien-Nachweis einherging. Eine zweite Behandlungsphase mit
Amoxicillin/Clavulanséure liber vier Wochen war erfolgreich; die Katzen blieben
iiber den anschlieBenden Beobachtungszeitraum von sechs Monaten symptom- als
auch erregerfrei. Katzen der Placebo-Gruppe wurden 38 Tage post infectionem
mit Amoxicillin/Clavulansdure iiber vier Wochen behandelt; dies hatte sowohl
eine schnelle Reduzierung der klinischen Symptome als auch ein negativen
Erregernachweis zur Folge (STURGESS et al., 2001). In einer Umfrage bei
Besitzern zeigten vier von 28 Katzen (14,3 %) Nebenwirkungen der
Amoxicillin/Clavulansdure-Therapie, die sich in Erbrechen, Durchfall,
Depression, Appetitlosigkeit und Polyurie/Polydipsie duflerten (KUNKLE et al.,
1995).
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1.9.3.2 Penicillin
In hohen Dosen wirkt Penicillin inhibitorisch, allerdings kann keine Elimination
des Erregers erreicht werden (SYKES, 2004; GREENE, 2006a). Kontrollierte

Studien liegen zu diesem Medikament nicht vor.

1.9.4 Makrolid-Antibiotika
Makrolide sind neben Tetracyclinen Mittel der Wahl bei Chlamydien-Infektionen
des Menschen (HOF & DORRIES, 2005).

1.9.4.1 Azithromycin

Azithromycin zeigte eine gute Wirksamkeit gegen verschiedene Chlamydien-
Spezies und gegen Chlamydophila pneumoniae von experimentell infizierten
Maiusen (NIKI et al., 1994). Auch in zahlreichen Studien bei Menschen mit
Chlamydia-trachomatis-Infektionen wurde Azithromycin eingesetzt (TABBARA
et al., 1996; DAWSON et al., 1997; SCHACHTER et al., 1999; BOWMAN et al.,
2000; GUZEY et al., 2000, FRASER-HURT et al., 2001). Obwohl in diesen
Studien eine sehr groBe Anzahl an Probanten untersucht wurde, war nie die
Erregerelimination, sondern eine Kontrolle der endemisch vorhandenen
Chlamydien das Ziel. Die Ergebnisse beziiglich einer erfolgreichen Therapie im
Hinblick auf die Elimination des Erregers ist deshalb nicht moglich.

Zur Beurteilung der Wirksamkeit bei C.-felis-Infektionen wurden neun SPF
Katzen experimentell mit C. felis infiziet und anschlieBend drei
Behandlungsgruppen gebildet (OWEN et al., 2003). Fiinf Katzen (Gruppe A)
erhielten 10 — 15 mg/kg Azithromycin alle 24 Stunden fiir drei Tage und danach
zweimal wochentlich tliber 22 Tage. Katzen der Gruppe D (2 Katzen) wurde iiber
28 Tage 10 — 15 mg/kg Doxycyclin alle 24 Stunden per os verabreicht. Als
Modell fiir eine chronische Infektion dienten zwei weitere Katzen (Gruppe U), die
erst vier Wochen nach Infektion mit 10 — 15 mg/kg Azithromycin alle 24 Stunden
iiber 25 Tage behandelt wurden. Mit Azithromycin wurde nur eine Verbesserung
der klinischen Symptome, aber keine Heilung erreicht. Der C.-felis-Nachweis
wihrend und nach Behandlung war nur bei einer Katze negativ, bei allen anderen
konnte der Erreger intermittierend isoliert werden. Nach Studienende mussten alle
Katzen der Gruppe A und U mit Doxycyclin (10 — 15 mg/kg alle 24 Stunden fiir
vier Wochen) zur Erregerelimination behandelt werden (OWEN et al., 2003).
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In einem Review-Artikel wird erwdhnt, dass bei der Behandlung von Katzen mit
Azithromycin vergleichbar gute Ergebnissen wie bei der Therapie von humanen
Chlamydieninfektionen erzielt wurde (RAMSEY, 2000). Der Wirkstoff wird in
einem gestaffelten Therapieregime mit einer Dauer von 35 Tagen mit der Gabe
von 7 — 10 mg/kg alle 24 Stunden in den ersten 14 Tagen, 5 mg/kg alle 24
Stunden in den folgenden sieben Tagen und von 5 mg/kg alle 48 Stunden in den
letzten 14 Tagen verabreicht. Die Studie, aus der die Informationen stammen, und
weitere Daten beziiglich klinischer Besserung und Erregerelimination werden in
diesem Artikel nicht genannt (RAMSEY, 2000). Ein von praktizierenden
Tierdrzten in Australien gidngiges Therapieregime besteht aus 5 — 10 mg/kg
Azithromycin alle 24 Stunden innerhalb der ersten 5 Tage. Danach erfolgt die
Gabe alle 48 bis 72 Stunden (JORDAN, 2001).

1.9.4.2 Erythromycin

Erythromycin ist Mittel der Wahl bei durch Chlamydien hervorgerufener
Konjunktivitis bei Neonaten, Kindern und schwangeren Frauen. In einer Studie
von Sandstrom (1987) fiihrte Erythromycin in einer Dosierung von 25 mg/kg alle
zwoOlf Stunden per os iiber 14 Tagen bei allen elf Neugeborenen mit Chlamydia-
trachomatis-Infektionen der Augen und des Nasopharyx zu sowohl einer
klinischen als auch Erregerelimination (SANDSTROM, 1987). In anderen
randomisierten Studien bei Menschen wurde eine Elimination der Erreger nicht in
jedem Fall erzielt (PATAMASUCON et al.,, 1982; HEGGIE et al., 1985).
Patamasucon und Mitarbeiter (1982) behandelten 41 Babys mit Chlamydien-
bedingter Konjunktivitis mit Erythromycin {iber drei Wochen. Bei vier von 19
Patienten (lokale Applikation) und bei drei von 22 Patienten (systemische
Behandlung) kam es zu einem Wiederauftreten der Symptome
(PATAMASUCON et al., 1982). In einer anderen Studie wurden Neonaten mit
purulenter Konjunktivitis mit 50 mg/kg Erythromycin oral alle 24 Stunden {iber
14 Tage behandelt. Bei 14 der 15 Patienten (93 %) wurde eine Elimination von
Chlamydia trachomatis nachgewiesen (HEGGIE et al., 1985). Obwohl
Erythromycin  in  der  Humanmedizin  als  Therapeutikum  von
Chlamydieninfektionen etabliert ist, wurden noch keine Studien zur Wirksamkeit

bei Katzen durchgefiihrt (GASKELL & DAWSON, 1998; GREENE, 2006a).



II. Literaturtiibersicht 54

1.9.4.3 Tylosin

Tylosin ist in vitro gegen Chlamydien wirksam (JOHNSON et al., 1983). Es gibt
bisher keine Studie zur in-vivo-Effektivitit bei C.-felis-Infektionen der Katze
(GASKELL & DAWSON, 1998).

1.9.5 Rifampicin

Der Wirkstoff Rifampicin (1-%ige Augentropfen) wurde in zwei von Darougar
und Mitarbeitern (1977, 1981) durchgefiihrten Studien bei okuldren Chlamydia-
trachomatis-Infektionen des Menschen zur lokalen Therapie eingesetzt
(DAROUGAR et al., 1977b; DAROUGAR et al., 1981). In der ersten Studie
wurden drei Patienten iiber drei Wochen, fiinf Patienten tiber vier Wochen, 29
Patienten iiber sechs Wochen und sieben Patienten iiber sieben Wochen behandelt.
Bei allen Patienten wurde eine durchschnittliche Verbesserung der klinischen
Symptome registriert, allerdings war eine klinische Heilung nur bei 37 der 44
Patienten mdoglich. Eine Erregerelimination wurde bei 35 der 44 Patienten erzielt.
Je ldnger Rifampicin verabreicht wurde, desto hoher war die Anzahl der
erfolgreich behandelten Patienten. Alle anderen Patienten, bei denen nach
Behandlung immer noch Chlamydien nachweisbar waren, zeigten in
Folgeuntersuchungen ein Wiederauftreten der Konjunktivitis und mussten erneut
behandelt werden (DAROUGAR et al., 1977b)

In einer zweiten, randomisierten Studie von Darougar und Mitarbeitern (1981)
wurde die Wirksamkeit von Rifampicin-haltigen Augentropfen (1-%ig) mit
Chlortetracyclin-haltigen Augentropfen (1-%ig) bei Patienten mit Chlamydia-
trachomatis-Infektionen der Augen vergleichen. Insgesamt 44 Patienten wurden
iiber einen Zeitraum von sechs Wochen behandelt. Die Applikation der
Augentropfen erfolgte alle acht Stunden. Kontrolluntersuchungen nach acht und
zwoOlf Wochen zeigte eine klinische Heilung bei 34 (77 %) bzw. 33 (75 %) der
Patienten. Ein positiver Nachweis von Chlamydia trachomatis war bei zwei
Patienten (2 %) unmittelbar bei Beendigung der Studie, bei vier Patienten (9 %)
nach acht Wochen und bei sechs Patienten (14 %) nach zw6lf Wochen moglich
(DAROUGAR et al., 1981).

Rifampicin wurde bisher nicht in der Tiermedizin eingesetzt. Riickschliisse auf die
Wirksamkeit bei feliner Chlamydiose sind daher nicht mdglich (GREENE,
2006a).
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1.9.6 Sulfonamide/Trimethoprim

In in-vitro-Studien verhinderte weder Sulfamethoxazol noch Trimethoprim das
Wachstum von Chlamydophila pneumoniae (CHIRGWIN et al., 1989; KHAN et
al., 1996). Bei der Untersuchung iiber Chlamydia trachomatis konnte gezeigt
werden, dass die beiden Wirkstoffe alleine und auch in Kombination in vitro
wirksam waren (HAMMERSCHLAG, 1982; RICE et al., 1995). Sulfonamide
wurden, entweder alleine oder in Kombination mit Trimethoprim, bei Chlamydia-
trachomatis-Infektionen des Urogenitaltrakes des Menschen angewendet. Mit
diesen Studien konnte gezeigt werden, dass zwar eine Besserung der klinischen
Symptomatik moglich ist, aber nicht in allen Fillen eine Erregerelimination erzielt
werden kann (JOHANNISSON et al., 1980; BOWIE et al., 1982; BRUNHAM et
al., 1982).

Bisher wurden keine Studien bei Katzen mit feliner Chlamydiose durchgefiihrt, so
dass Riickschliisse auf die Wirksamkeit daher nicht mdglich sind (SYKES, 2004;
GREENE, 2006a).

1.9.7 Chloramphenicol

Humane Patienten mit Chlamydia-trachomatis-Infektionen der Augen wurden in
einer Therapiestudie von Darougar und Mitarbeitern (1977) mit Chloramphenicol-
haltigen Augentropfen (1-%ig) alle acht Stunden iiber einen Zeitraum von vier
(siecben Patienten) oder sechs Wochen (zwdlf Patienten) behandelt. In beiden
Gruppen konnte zwar eine Verbesserung, aber keine Heilung der klinischen
Symptome erreicht werden. Ein mikrobiologisch negatives Ergebnis war nur bei
drei der insgesamt 19 Teilnehmer nachweisbar, allerdings war bei diesen
Patienten immer noch eine klinisch manifeste Konjunktivitis vorhanden.
(DAROUGAR et al., 1977b).

Neunzehn Neugeborene mit Chlamdia-trachomatis-bedingter Konjunktivits
wurden in einer Studie von Sandstrom (1987) mit entweder 1-%igen
Chlortetracyclin-haltigen Augentropfen (acht Patienten) alle vier Stunden oder mit
25 mg/kg Erythromycin (elf Patienten) alle zwdlf Stunden per os iiber einen
Zeitraum von 14 Tagen behandelt. Bei allen mit Chloramphenicol behandelten
Patienten kam es weder zu einer Heilung der klinischen Symptome noch zu einer

Erregerelimination (SANDSTROM, 1987).
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Studien tiber den Therapieerfolg von Chloramphenicol bei C.-felis-Infektionen der

Katze liegen nicht vor. Von einer Anwendung wird dennoch abgeraten (SYKES,

2004; GREENE, 2006a).

Tabelle 8: Empfehlungen zur systemischen Behandlung der felinen Chlamydiose
(A = akute Infektion, C = chronische Infektion, * = Dauer der Behandlung betragt
insgesammt fiinf Wochen; gestaffelt in Behandlungsabschnitte von zwei, einer

und zwei Wochen)
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2. Mykoplasmen der Katze

2.1. Taxonomie

Die neue taxonomische Einteilung wurde anhand von 16S-rRNA-
Nukleotidsequenzen vorgenommen (WEISBURG et al., 1989; MANILOFF,
1992). Die Ordnung Mycoplasmatales besteht demnach aus der Familie
Mycoplasmataceae mit den beiden Gattungen Mycoplasma und Ureaplasma
(Abbildung 6) (TULLY et al., 1993).

Familie Gattung At |

—| Myeoplasma arginini |

— Myveoplasma felifaucium

H Myvecoplasina feliminutum |

—| Mveoplasma felis |

- Mycoplasma Myveoplasma gateae

—| Myveoplasma leocaptivis

Mycoplasmataceae [ | Mycoplasma leopharyngis

—| Mvycoplasma simbae |

H Mycoplasma haemofelis |

| | Candidatus Mycoplasma
haemominutum

Candidatus Mycoplasma
furicensis

Ureaplasma felinum
H Ureaplasma

Ureaplasma cati

Abbildung 6: Ubersicht iiber feline Mycoplasma- und Ureaplasma-Arten
(HARASAWA et al., 1990; TULLY et al., 1993; FOLEY & PEDERSEN, 2001;
NEIMARK et al., 2001; NEIMARK et al., 2002; TULLY & BRADBURY, 2003;
WILLI et al., 2005; WILLI et al., 2006).
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Die Gattung Mycoplasma, gegriindet durch Nowak (1929), beinhaltet momentan
112 Spezies (NOWAK, 1929; RAZIN et al., 1998; TULLY & BRADBURY,
2003). Die felinen Mykoplasmen werden in ,,nicht-hdmotroph* und ,,hdmotroph*
eingeteilt (Tabelle 9).

Hamotrophe Mykoplasmen sind Erreger, die auf der Oberfldche von Erythrozyten
parasitieren und eine hidmolytische Andmie hervorrufen konnen (GREENE,
2006b). Der Schweregrad ist abhingig von der Spezies (FOLEY et al., 1998).
Insgesamt drei Arten werden anhand 16S-rRNA-Analyse dieser Gruppe
zugeordnet: Mycoplasma haemofelis (urspriinglich Haemobartonella felis),
Candidatus Mycoplasma haemominutum und Candidatus Mycoplasma turicensis
(NEIMARK et al., 2001; NEIMARK et al., 2002; FOLEY & PEDERSEN, 2001,
WILLI et al., 2005). Bei der phylogenetischen Untersuchung des Genoms wiesen
Isolate aus Europa, Australien, Afrika, Asien und den USA eine fast 100-%ige
Homologie auf (TASKER et al., 2003).

Acht nicht-hdmotrophe Mykoplasmen wurden bei Hauskatzen (Felis catus),
Luchsen (Felis lynx), Pumas (Felis concolor), Leoparden (Panthera pardus),
Lowen (Panthera leo), Tigern (Panthera tigris), Gebharden (Acinonyx jubatus)
und beim Serval (Felis serval) identifiziert (COLE et al., 1967, HEYWARD et al.,
1969; HILL, 1972; TULLY et al., 1972; HILL, 1975; KOSHIMIZU et al., 1984;
HILL, 1986; HILL, 1992; JOHNSRUDE et al., 1996). Mycoplasma arginini (M.
arginini), Mycoplasma leocaptivus, Mycoplasma leopharyngis und Mycoplasma
simbae sind apathogene Schleimhautbewohner des Pharynx von Lowen, Luxen,
Tigern, Gebharden und Leoparden (HILL, 1972; HILL, 1975; KOSHIMIZU et al.,
1984; HILL, 1992). Bei der Hauskatze sind neben dem Oropharynx, auch
Konjunktiven, Rektum, Respirations- und Urogenitaltrakt mit M. arginini
besiedelt (TAN & MILES, 1974a; TAN et al., 1977a; TAN et al., 1977b). Bei
einem Lowen und einem Kater mit ZNS-Symptomen gelang der Nachweis von M.
arginini aus dem Gehirn (HEYWARD et al., 1969; TULLY et al., 1972 ; TAN et
al., 1977b). Mycoplasma felifaucium ist ein apathogener Bewohner des oberen
Respirationstraktes von Pumas (HILL, 1975; HILL, 1986). Mycoplasma
feliminutum wurde einmalig bei einer klinisch gesunden Katze aus einem
Pharynxtupfer nachgewiesen (HEYWARD et al., 1969). Mycoplasma felis (M.
felis) und Mycoplasma gateae (M. gateae) sind im oberen Respirationstrakt von
klinisch gesunden Katzen vorhanden (SCHNECK, 1973; TAN & MARKHAM,
1971a; TAN & MILES, 1974a; TAN et al., 1977a). Wihrend M. felis an
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Konjunktivitiden und Katzenschnupfen beteiligt ist, gilt M. gateae als apathogen
(CAMPBELL et al.,, 1973b; TAN & MILES, 1974a). Beide Arten wurden
allerdings bei Polyarthritis und Tenosynoviitis isoliert (TAN & MILES, 1974a;
MOISE et al., 1983). Feline nicht-hdmotrophe Mykoplasmen &hneln sich
hinsichtlich ihrer Genomsequenzen, dennoch haben sie nicht die gleiche
phylogenetische Abstammung (BROWN et al., 1995).

Die Gattung Ureaplasma beinhaltet zwei feline Spezies (HARASAWA et al.,
1990). Sie dhneln den Mykoplasmen, allerdings sind sie zusétzlich auf die
exogene Zufuhr von Harnstoff zum Wachstum angewiesen (FORD &
MACDONALD, 1967; SHEPARD & LUNCEFORD, 1967). Sie wurden bisher
aus oropharygealen Tupferproben bei klinisch gesunden Katzen und aus der
bronchoalveoldren Lavage (BAL) bei einer Katze mit Pneumonie isoliert (TAN &
MARKHAM, 1971b; HARASAWA et al., 1977; TAN et al., 1977a; RANDOLPH
et al., 1993). Die experimentelle Infektion von drei gesunden, trachtigen Katzen
fiihrte zum Abort der Foeten bei einer Katze und zum Tod der Welpen der beiden
anderen Katzen innerhalb 17 Tage nach Geburt. Bei einem Welpen lag eine
Missbildung der HintergliedmaBlen vor. Feline Ureaplasmen wurden aufgrund des
mangelnden Nachweises anderer pathogener Keime fiir die klinischen Symptome
der infizierten Katzen verantwortlich gemacht (TAN & MILES, 1974b). Die
frithere Vermutung, dass Ureaplasmaspezies an der ,,Feline lower urinary tract
disease® beteiligt sind, konnte nicht bestitigt werden (KRUGER & OSBORNE,
1993; SENIOR & BROWN, 1996; ABOU et al., 2006).

2.2. Atiologie
Einige Arten der Familie Mycoplasmatales rufen bei Menschen, Sidugetieren und
Vogeln Krankheiten hervor. Andere Arten sind dagegen apathogen und leben als

Kommensalen auf Schleimhéduten (RAZIN et al., 1998).

2.2.1 Morphologie und Eigenschaften

Mykoplasmen sind Zellwand-lose Organismen, die von einer trilamilldren
Membran umgeben sind. Die Zellmembran besteht zu zwei Dritteln aus Proteinen
(Proteine, Glykoproteine, Lipoproteine) und zu einem Drittel aus Lipiden
(Phospholipide, Glykoproteine, Lipopolysaccharide, Cholesterol) (RAZIN, 1975;
WALKER, 2004). Ein absolut essentieller Bestandteil ist das Cholesterol, das fiir
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die Regulation des Fliissigkeitsaustausches verantwortlich ist (ROTTEM et al.,
1973a; ROTTEM et al., 1973b; RAZIN & ROTTEM, 1978).

Tabelle 9: Wirte und klinische Manifestation der felinen Mykoplasmenarten

felinum

Spezies Vorkommen Klinik
nicht-hdmotrophe Mykoplasmen
Mycoplasma Lowe, Hauskatze apathogen (ZNS-Symptome)
arginini Lux, Tiger, Gebhard |apathogen
Mycoplasma
felifaucium | "™ e
M){co_plasma Hauskatze apathogen
feliminutum =7 T
apathogen, (oberer Respirationstrakt),

Hauskatze Konjunktivits, Katzenschnupfen,
Mycoplasma Polyarthrits
felis Serval Pneumonie

Lowe apathogen
Mycoplasma Hauskatze apathoger‘l,' (oberer Resplfaylonstrakt),
gateae Polyarthritis, Tenosynoviitis
Mycopl_asma Lowe, Leopard apathogen
leocaptivus |
MyCOpIasm.a Lowe apathogen
leopharyngis |
Mycoplasma ,
simbae Lowe apathogen

hdmotrophe Mykoplasmen
MyCOpIas.ma Hauskatze hidmolytische Andmie
haemofelis | = T
Candidatus
Mycoplasma Hauskatze hamolytische Andmie
haemominuwm | |
Candidatus
Mycoplasma Hauskatze hamolytische Andmie
turicensis
Ureaplasmen

U r(?ap lasma Hauskatze apathogen
an
Ureaplasma Hauskatze apathogen
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Die Uberlebenszeit von bis zu 185 Tagen in fliissigen Medien wird bei den
meisten Mykoplasmen durch die Temperatur und die Medienzusammensetzung
beeinflusst (NAGATOMO et al., 2001). Bei ldngerer Exposition in Fliissigkeiten
mit hoher Osmolaritit ist die Uberlebenszeit begrenzt (BROWN et al., 1991).
Unter trockenen Bedingungen und bei einer Temperatur von 4 °C leben M. felis

und M. gateae bis zu 28 bzw. 70 Tage (Tabelle 10) (NAGATOMO et al., 2001).

Tabelle 10: In-vitro-Uberlebenszeiten verschiedener feliner Mykoplasmenarten
unter unterschiedlichen Bedingungen (NAGATOMO et al., 2001) (n. u. = nicht
untersucht, RT = Raumtemperatur)

Spezies Mycoplasma arginini | Mycoplasma gateae | Mycoplasma felis

Uberlebenszeit in fliissigen Medien (in Tagen)

4°C 116 86 - 166 n. u.
30°C 86 - 185 7-185 n. u.
37°C 7 - 86 7 - 86 n. u.
RT 7-21 7-36 n. u.
Uberlebenszeit auf trockenen Papierdisks (in Tagen)
4°C 56 7-70 7
30 °C 56 7 0-7
37°C 0 0-7 0-7
RT 0 0-7 0

Die Zellmorphologie variiert sehr stark. Uberwiegend liegen Mykoplasmen in
einer sphéarischen Form mit einem Durchmesser von 0,3 bis 0,8 um vor; Ringe,
Spiralen oder Filamente sind ebenfalls anzutreffen. Ein intrazelluldres Zytoskelett
hélt die Form aufrecht (RAZIN, 1978). Adhesine ermoglichen die Bindung an
Rezeptoren der Wirtszellen (RAZIN et al., 1981; RAZIN & JACOBS, 1992;
ROTTEM, 2003). Die meisten Erreger bleiben an der Zelloberfliche; einige
haben jedoch die Eigenschaft, in Wirtszellen zu penetrieren (LO et al., 1993;
RAZIN et al., 1998). Intrazelluldr befinden sie sich im Zytoplasma, vor allem in
perinukledren Regionen (ANDREEV et al., 1995; GIRON et al, 1996;
BOROVSKY et al., 1998).

Die Genomgrdfle variiert zwischen 580 und 1.380 kb (FRASER et al., 1995;
HIMMELREICH et al., 1996; CHRISTIANSEN et al., 1997, HUMPHERY-
SMITH et al., 1997). Charakteristisch ist der niedrige Gehalt an Guanosin/Cytosin
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von durchschnittlich 24 bis 33 mol% und der hohe Adenosin/Tymidin-Gehalt von
bis zu 75 mol% (DYBVIG & VOELKER, 1996; RAZIN et al., 1998).

Mykoplasmen produzieren nur eine geringe Menge an Energie in Form von
Adenosintriphosphat durch ihren eigenen Metabolismus, da ihnen Enzyme zur
Energiegewinnung im Zitronenséurezyklus und Zytochrome zur Phosphorylierung
fehlen (RAZIN, 1973; RAZIN, 1978; MILES, 1992; POLLACK et al., 1997). Die
Verstoffwechselung der Kohlehydrate durch zwei verschiedene biochemische
Prozesse ermdglicht die FEinteilung in ,Fermenter und ,Nicht-Fermenter*

(RAZIN, 1985; FRASER et al., 1995; HIMMELREICH et al., 1996).

2.2.2 Replikation

Die Replikation erfolgt, wie bei anderen Eukaryonten, durch Zweiteilung
(KELTON, 1960; FURNESS, 1968). Multinukledre Filamente entstehen bei einer
Dyssynchronisation zwischen Vervielfaltigung des Genoms und Zweiteilung des
Zytoplasmas (RAZIN, 1978). Die Wachstumsphase von M. felis dauert zwischen
1 und 1 % Stunden, in der die Organismen runde, dreieckige, hufeisenformige

oder multilobulidre Formen annehmen (BOATMAN & KENNY, 1970).

2.3. Entdeckung

Mykoplasmen wurden erstmals 1954 bei einem sechs Wochen alten
Katzenwelpen mit Pneumonie aus der Lunge isoliert (SWITZER, 1967). Drei
Jahre spiter erfolgte der Nachweis bei einer Katze mit Konjunktivitis (CELLO &
PROCTOR, 1957). Der als ,,pleuropneumonia-like organism* (PPLO) benannte
Erreger wurde Anfang der 50er Jahre in Mycoplasma umbenannt (FREUNDT,
1955; EDWARD & FREUNDT, 1956). Eigenschaften wie Morphologie,
biochemische Reaktionen und Antigenzusammensetzung dienten 1967 zur
Differenzierung von zwei separaten Spezies bei der Katze: M. felis und M. gateae
(COLE et al., 1967). Eine dritte Spezies, Mycoplasma feliminutum, wurde bisher
nur einmalig bei einer Katze ohne klinische Symptome entdeckt (HEYWARD et
al., 1969).

Das Vorkommen von zwei murinen Spezies (Mycoplasma pulmonis und
Mycoplasma arthritidis) und einer avidren Spezies (Mycoplasma galliseptum) in
Rachentupferproben gesunder Katzen wurde als nebenséchlicher Befund gewertet

(TAN et al., 1977a). Zwei canine Spezies (Mycoplasma canis und Mycoplasma
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spumans) wurden aus dem Weichteilgewebe einer urspriinglichen Bisswunde
kultiviert. Der fiir die Verletzung der Katze verantwortliche Hund wurde als
Quelle der Erreger verantwortlich gemacht (WALKER et al.,, 1995). Zudem
wurden aber sechs von acht Isolaten aus Nasentupfern von Katzen mit Rhinitis als

Mycoplasma canis identifiziert (LAPPIN et al., 2006).

2.4. Epidemiologie
Antikorper gegen Mycoplasma-Spezies (spp.) und die Erreger selbst wurden
sowohl bei gesunden als auch bei kranken Katzen in Europa, Amerika, Asien,

Australien und Neuseeland isoliert (Tabelle 11)

2.4.1 Antikorperpravalenz

Die Privalenz von Antikdrpern gegen verschiedene feline Mykoplasmen variiert
je nach Nachweismethoden. Antikérper gegen M. felis und M. arginini waren bei
gesunden und kranken Katzen vorhanden. Gegen M. gateae waren nur nicht

signifikante Antikorpertiter nachweisbar (Tabelle 11).

2.4.2 Erregerpravalenz

Die Prévalenz von Mykoplasmen im oberen Respirationstrakt ist abhidngig von
der Lokalisation der gewonnenen Proben. So waren in Konjunktivaltupferproben
Mycoplasma spp. mit einer Pravalenz von 0 bis 20 % bei gesunden Katzen und 0
bis 45 % bei kranken Katzen vorhanden (Tabelle 12). Ergebnisse aus Studien mit
Speziesdifferenzierung zeigen, dass M. felis am haufigsten isoliert wurde, gefolgt
von M. gateae und M. arginini. Bei gesunden Katzen waren M. felis und M.
gateae bei bis zu 4 % bzw. 20 % vorhanden, wihrend bei kranken Katzen bei bis
zu 34 % M. felis, bis zu 14 % M. gateae und bis zu 2 % M. arginini angeziichtet
werden konnten (Tabelle 13). In einer Studie waren bei 15 bis 29 % der gesunden
und 2 bis 62 % der kranken Katzen Mykoplasmen in der Nase nachweisbar
(Tabelle 12). Die Pravalenz von M. felis lag bei bis zu 28 %, von M. gateae bis zu
33 % und von M. arginini bei 1 % (Tabelle 13). FiinfunddreiBig bis 94 % der
gesunden Katzen und bis zu 92 % der kranken Katzen waren Triger von
Mykoplasmen im Pharynx (Tabelle 12). Davon waren M. felis bei bis zu 46 %, M.
gateae bei bis zu 77 % und M. arginini bei bis zu 19 % der Katzen nachweisbar

(Tabelle 14). Im unteren Respirationstrakt waren Mykoplasmen mit einer
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Priavalenz von 0 bis 29 % bei gesunden Katzen und von 0 bis 62 % bei kranken
Katzen vorhanden (Tabelle 15).

In Tupferproben aus dem Urogenitaltrakt und aus dem Rektum gesunder und
kranker Katzen konnten M. felis, M. gateae und M. arginini in unterschiedlicher
Privalenz nachgewiesen werden. In keinem Fall war der Nachweis mit

Erkrankungen im Urogenital- oder Gastrointestinaltrakt korreliert (Tabelle 16).

2.5. Pathogenese

Die Ubertragung auf andere Katzen findet vor allem durch direkten Kontakt statt.
Es wird vermutet, dass es sich um eine lebenslange Infektion handelt. Die
Isolation von M. gateae bei einem Welpen, der kurz nach Geburt verstarb, deutet
auf eine kongenitale oder vaginale Infektion hin (BLACKMORE et al., 1971;
WILKINSON, 1980).

2.6. Klinische Symptome

Die Pathogenitit von Mykoplasmen konnte mittels experimenteller Infektion nur
fiir einige Spezies gezeigt werden. Klinische Symptome waren dabei abhéingig
von der zur Infektion verwendeten Spezies und der Art der Applikation (TAN,
1974; BLACKMORE & HILL, 1973; TAN et al., 1977b; HAESEBROUCK et al.,
1991). Im allgemeinen konnen diese Bakterien als primdrer und sekunddrer

Erreger am Krankheitsgeschehen beteiligt sein.

2.6.1 Symptome bei der Katze

Mykoplasmen wurden bei der Katze im Zusammenhang mit Konjunktivitis,
Katzenschnupfen, Pneumonien und Arthritiden isoliert (BLACKMORE et al.,
1971; CAMPBELL et al., 1973b; MOISE et al., 1983; HAESEBROUCK et al.,
1991; FOSTER et al., 1998; CHANDLER & LAPPIN, 2002; LIEHMANN et al.,
2006).

2.6.1.1 Signalement
Mykoplasmen treten auf bei Katzen mit einem Alter von wenigen Wochen bis 15

Jahre (BLACKMORE et al., 1971).
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Tabelle 11: Antikorperpravalenz von Mycoplasma felis, Mycoplasma gateae und

Mycoplasma arginini (gesund
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post mortem)

Katzen mit Konjunktivitis, Katzenschnupfen
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2.6.1.2 Augen

M. felis wird als ein ursdchlicher Keim bei Konjunktivitiden der Katze diskutiert,
allerdings wird die primare Pathogenitét in Frage gestellt, da sich Symptome auch
bei Katzen ohne Therapie verbesserten (SCHNECK, 1972; CAMPBELL et al.,
1973b; HAESEBROUCK et al., 1991). Die Pathogenitit kann moglicherweise
durch andere Erreger (z. B. Chlamydophila felis oder Viren) beeinflusst werden
(SCHNECK, 1972; HAESEBROUCK et al., 1991).

In einer Studie von Haesebrouck und Mitarbeiter (1991) wurden vier Katzen mit
M. felis infiziert. Im Anschluss entwickelten alle Tiere eine bilaterale mittel- bis
hochgradige Konjunktivitis, die zwischen Tag 2 und maximal Tag 7 vorhanden
war (HAESEBROUCK et al., 1991). In einer anderen experimentellen Studie
traten nach Infektion mit M. felis keine klinischen Symptome auf und es waren
makro- und mikroskopische Lésionen in der Histologie vorhanden
(BLACKMORE & HILL, 1973).

Im Zusammenhang mit akuten und chronischen Konjunktivitiden wurden unter
allen bei Katzen isolierten Mykoplasmen M. felis am haufigsten nachgewiesen
(COLE et al.,, 1967, HEYWARD et al., 1969; BLACKMORE et al., 1971;
CAMPBELL et al., 1973b; TAN & MILES, 1974a; SHEWEN et al., 1980b;
HAESEBROUCK et al.,, 1991). Die Symptome sind uni- oder bilateral
(HEYWARD et al., 1969; CELLO, 1971a; SCHNECK, 1972; CAMPBELL et al.,
1973b; HAESEBROUCK et al., 1991). Zu Beginn treten Symptome nur unilateral
auf; nach ca. sieben bis zehn Tagen ist meistens das zweite Auge mit betroffen
(CELLO, 1971a; MARTIN, 1981). Eine Hyperamie der Schleimhaut tritt an
bulbdren und palpebralen Konjunktiven als auch an der Nickhaut auf
(CAMPBELL et al., 1973b; MARTIN, 1981; HAESEBROUCK et al., 1991).
Chemosis, Blepherospasmus, papilldre Hypertrophie und serdser, vereinzelt auch
mukopurulenter Augenausfluss sind beschrieben (CAMPBELL et al., 1973b;
MARTIN, 1981). Histologisch kann eine Infiltration des subepithelialen Gewebes
mit neutrophilen Granulozyten, Plasmazellen und Lymphozyten gesehen werden.
Die Arteriolen und Venolen waren dilatiert und das konjunktivale Epithel bis auf
eine einzelne Zellschicht erodiert (CAMPBELL et al., 1973b).

Bei einer Katze mit Keratitis wurde bereits 1971 M. felis isoliert (BLACKMORE
et al., 1971). Gray und Mitarbeiter (2005) beschrieben den Nachweis von
Mykoplasmen bei sieben Katzen mit schwerer ulzerativer Keratitis. Klinisch war

eine ulzerative Keratitis mit Beteiligung des Stromas, eine Keratomalazie oder
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beide klinische Befunde vorhanden. Mittels PCR wurden bei sechs Katzen M.
felis und bei einer Katze M. gateae nachgewiesen. Beide Erreger werden zwar
nicht als kausales Agens eingestuft, dennoch gibt es Hinweise auf klinische
Relevanz (GRAY et al., 2005).

Vereinzelt wurde M. arginini aus Konjunktivaltupferproben von unselektierten
Katzen isoliert (TAN & MILES, 1974a; TAN et al., 1977b). Die experimentelle
Infektion mit diesem Erreger fiihrte bei intranasaler und intraokuldrer Applikation
zu keinen Symptomen. Jeweils zwei von vier Katzen entwickelten Fieber und
Anorexie. Der in diesem Versuch verwendete Stamm war daher fiir Katzen nicht

pathogen (TAN et al., 1977b).

2.6.1.3 Respirationstrakt

Mykoplasmen zdhlen zu den normalen, apathogenen Besiedlern der Schleimhaut
des oberen Respirationstraktes und des Pharynx (HEYWARD et al., 1969; TAN
et al., 1977a). Sie werden zu einem anndhernd gleichen Prozentsatz bei gesunden
und kranken Katzen nachgewiesen. In einer Studie bei Katzen mit chronischer
Rhinosinusitis wurden bei zwei von zehn Katzen Mycoplasma spp. in
Nasenspiilproben, nicht aber in Biopsien identifiziert (JOHNSON et al., 2005).

Im Gegensatz zur Nase scheinen im unteren Respirationstrakt die Bakterien nicht
Bestandteil der normalen Flora zu sein. In zwei Studien wurde bei keiner der
untersuchten gesunden Katzen Mykoplasmen in der BAL nachgewiesen
(PADRID et al., 1991; RANDOLPH et al., 1993). Andere Studien evaluierten das
Vorkommen der Bakterien im unteren Respirationstrakt beim Vorliegen von
respiratorischen Symptomen. In Lungengewebe waren Mykoplasmen bei bis zu 2
% und in der BAL bei bis zu 62 % der Katzen nachweisbar (BART et al., 2000;
FOSTER et al., 2004a). Zudem liegen einige Fallberichte vor, in denen
Mykoplasmen bei Katzen mit Pneumonie in der BAL und aus Lungengewebe
isoliert wurden (BLACKMORE et al., 1971; FOSTER et al., 1998; CHANDLER
& LAPPIN, 2002). Aufgrund des Vorkommens in Verbindung mit Erkrankungen
im unteren Respirationstakt werden Mykoplasmen als primére Erreger eingestuft
(RANDOLPH et al., 1993; FOSTER et al., 1998; CHANDLER & LAPPIN, 2002;
FOSTER et al.,, 2004b). Infektionen des unteren Respirationstraktes mit
Mykoplasmen konnen ebenso sekunddr auf bereits vorhandene primére

Lungenerkrankungen folgen (FOSTER et al., 2004a; FOSTER et al., 2004b).
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In einer experimentellen Studie, in der vier Katzen mit M. felis, vier Katzen mit
M. gateae und fiinf Katzen mit M. arginini infiziert wurden, entwickelten die
Tiere keine klinischen Symptome wéhrend der Beobachtungsperiode von 21
Tagen. Post mortem waren keine makroskopisch und histologisch sichtbaren
Veranderungen der Trachea und der Lunge nachweisbar (BLACKMORE &
HILL, 1973).

In selten Fillen sind Mycoplasma spp. im Exsudat eines Pyothorax vorhanden
(MALIK et al., 1991; GULBAHAR & GURTURK, 2002; BARRS et al., 2005).
In den zwei publizierten Fidllen befand sich ein rotlich-braunes, geruchloses
Exsudat im Thorax (MALIK et al., 1991; GULBAHAR & GURTURK, 2002).
Eine Speziesdifferenzierung wurde in einem der beiden Fille anhand
Kolonienmorphologie, Hdmolyse und biochemischen Ergebnissen durchgefiihrt
und der Erreger als M. felis eingestuft (MALIK et al., 1991). Die Entwicklung
eines Pyothorax scheint nicht unbedingt mit Erkrankungen des Respirationstraktes
verbunden zu sein, da nur eine Katze an Katzenschnupfen und Bronchopneumonie
erkrankt war, wihrend die andere Katze sonst keine Symptome zeigte (MALIK et
al., 1991; GULBAHAR & GURTURK, 2002). Eine unzureichende maternale
Immunitit und Immuninkompetenz werden als Wegbereiter von Mykoplasmen-
Erkrankungen angesehen (MALIK et al., 1991).

In einem Fallbericht wurde von einer sechs Jahre alten Katze mit pulmondrem
Abszess berichtet (CRISP et al., 1987). Bei Vorstellung lag trockener Husten und
eine inspiratorisch verschérfte Atmung vor. Die rontgenologisch sichtbare
thorakale Masse wurde entfernt und histologisch als chronisch pulmonire Fibrose
mit schwerer chronischer neutrophiler und lymphozytirer Entziindung eingestuft.
Aus dem Abszess wurden Mycoplasma spp. isoliert; eine Speziesdifferenzierung
erfolgte nicht. Die Autoren vermuten, dass ein Biss den Lungenabszess hervorrief,
da vier Monate zuvor ein Abszess am Hals der Katze behandelt wurde (CRISP et
al., 1987). Ein weiterer Mycoplasma-assoziierter Abszess wurde bei einer 10 Jahre
alten, méannlich kastrierten Katze mit fokaler thorakaler Masse mittels Ultraschall-

geflihrter Feinnadelaspirationszytologie identifiziert (FOSTER et al., 2004a).

2.6.1.4 Gelenke
Sechs Fille von Katzen mit Mono- bzw. Polyarthritis und Tendosynovitis wurden
bisher publiziert. M. felis wurde bei drei Katzen, M. gateae bei zwei Katzen

identifiziert und bei der sechsten Katze erfolgte keine Speziesdifferenzierung
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(MOISE et al., 1983; HOOPER et al.,, 1985; ERNST & GOGGIN, 1999;
LIEHMANN et al, 2006; ZEUGSWETTER et al, 2007). Geschwollene,
schmerzhafte Gelenke, Lahmheit und Fieber waren die hdufigsten Symptome. Die
Farbe der Synovia variierte von klar {iber creme-gelb bis gelb-grau, und die
Konsistenz wurde als normal viskds oder dickfliissig beschrieben.
Fibrinauflagerungen waren an der 6dematdsen Kapsel und an den periartikuldren
Geweben vorhanden (HOOPER et al.,, 1985; ERNST & GOGGIN, 1999;
LIEHMANN et al., 2006). Da bei einer Katze eine hochgradige Lymphopenie
vorlag, wurde angenommen, dass die Immunsuppression die Verbreitung der
Erreger begiinstigte (HOOPER et al., 1985).

M. gateae wurde bei einer chronischen, nekrotisierenden, fibropurulenten
Polyarthritis und Tendosynovitis von einer Katze mit Lahmbheit, geschwollenen
Gelenken und Fieber isoliert. In einer experimentellen Studie mit diesem
Mykoplasmenstamm entwickelten alle sechs Katzen eine akute fibropurulente
Arthritis mit Lahmheit. Bei drei der sechs Katzen wurde M. gateae aus den
Gelenken wieder isoliert (MOISE et al., 1983). In einer anderen Fallbeschreibung
einer Katze mit M.-gateae-assoziierter erosiver Polyarthritis wurde der Erreger
aus der Synovialfliissigkeit eines Karpal- und eines Tarsalgelenkes angeziichtet.
Symptome entwickelten sich eine Woche nach Beginn einer immunsuppressiven
Therapie wegen einer zuvor diagnostizierten miliaren Dermatitis. Die Behandlung
mit Enrofloxacin verbesserten die Symptome, allerdings wurde die Katze zwei
Monate spiter wegen einer nicht-regenerativen auto-immunen Anidmie und
chronischen Nierenversagen euthanasiert. Dieser Fallbericht konnte abschlieBend
nicht kldren, ob es sich um eine immunmediierte oder infektiose Arthritis handelt

(ZEUGSWETTER et al., 2007).

2.6.1.5 Weitere Manifestationen

Die Isolation eines M.-arginini-Stamms aus dem Gehirn eines alten Katers, der
aufgrund  Ataxie euthanasiert wurde, ldsst eine Beteiligung an
Krankheitskomplexen des zentralen Nervensystems vermuten (TAN et al.,
1977b). Es wurde in diesem Fall keine histopathologische Untersuchung
durchgefiihrt; auch andere Studien konnten die Frage der dtiologischen Rolle von
Mykoplasmen im Gehirn nicht kliren (HEYWARD et al., 1969; TAN et al.,
1977b).
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Mykoplasmen waren scheinbar die Ursache von chronischen, subkutanen
Abszessen bei drei Katzen. Der Abszessinhalt einer Katze war rotlich-braun bis
purulent und geruchlos; Erreger waren kulturell nicht nachweisbar. Einer
gesunden Katze wurde dieses Exsudat subkutan injiziert; dies hatte die
Entwicklung von zwei grolen Abszessen zur Folge. Aus diesen und aus
eingeschickten Tupferproben des liberweisenden Tierarztes wurden Mykoplasmen
angeziichtet (KEANE, 1983).

In einer Studie iiber mogliche infektiose Ursachen der felinen infektiosen
Pododermatitis war die Mykoplasmen-PCR in allen Gewebeproben negativ. Die
Autoren schlussfolgern, dass die Erreger nicht vorhanden waren und damit auch
nicht an der Pathogenese beteiligt sind. Dennoch wurde Moglichkeit nicht
vollstindig ausgeschlossen und weitere Untersuchungen mit Gewebeproben

gepaart mit Antikorpertitern empfohlen (BETTENAY et al., 2007).

2.6.2 Symptome bei anderen Feliden

Mykoplasmen waren an Erkrankungen des Respirationstraktes bei einem Serval
und des zentralen Nervensystems bei einem Lowen beteiligt (HEYWARD et al.,
1969; JOHNSRUDE et al., 1996)

2.6.2.1 Respirationstrakt

Ein in einem privaten Haushalt mit engem Kontakt zu Hauskatzen aufgezogener
Servalwelpe entwickelte eine Pneumonie. Die im Ausstrich der BAL vorhandenen
ca. 1 pm groBlen, intra- und extrazelluldren Bakterien wurden als M. felis
identifiziert. Obwohl kein Hinweis auf eine Immunsuppression vorlag, vermuten

die Autoren, dass ein Mangel an Kollostrum am ersten Lebenstag die Infektion

begiinstigte (JOHNSRUDE et al., 1996).

2.6.2.2 Zentrales Nervensystem

Bei einem Lowen, der mit Symptomen des GroShirns verstarb, wurde aus tiefen
Gehirnbiopsien und aus Lungengewebe Mycoplasma leonis isoliert (HEYWARD
et al.,, 1969). Mycoplasma leonis wurde spiter als identisch mit Mycoplasma
arginini identifiziert (TULLY et al., 1972).
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2.6.3 Symptome beim Pferd

Pferde scheinen ein weiterer Wirt fiir M. felis zu sein. Der Respirations- und der
Gentitaltrakt wird bevorzugt besiedelt (AMMAR et al., 1980; KIRCHHOFF et al.,
1982; HOFFMAN et al., 1991; WOOD et al., 1997; SPERGSER et al., 2002).

2.6.3.1 Respirationstrakt

In Studien iiber die Keimzusammensetzung des Respirationstraktes gesunder
Pferde wurde in seltenen Féllen M. felis aus nasopharyngealen Tupferproben oder
aus der BAL angeziichtet (ALLAM & LEMCKE, 1975; HOFFMAN et al., 1991;
WOOD et al., 1997). Das Vorkommen von subklinischen Infektionen wird wegen
des Nachweises von Antikorpern bei klinisch gesunden Fohlen vermutet
(ROSENDAL et al., 1986).

Bei Pferden mit respiratorischen Symptomen konnte M. felis aus
nasopharyngealen Tupferproben und aus Trachealspiilproben isoliert werden.
Zum Zeitpunkt der Probenentnahme waren reduziertes Allgemeinbefinden,
Husten (in Ruhe und unter Belastung), Augen- und Nasenausfluss, Fieber und
VergroBerung der Lymphknoten vorhanden. Antikdrper konnten bei einigen
Pferden ebenfalls nachgewiesen werden (CARMAN et al., 1997; WOOD et al.,
1997). Der Erregernachweis und der Antikorpertiter korrelierten mit dem
Vorkommen klinischer Symptome, wie z. B. Husten und erhdhte
Mukusproduktion, im Respirationstrakt (WOOD et al., 1997; NEWTON et al.,
2003). Dennoch bleibt die Rolle von M. felis bei Erkrankungen des unteren
Respirationstraktes von Pferden unklar (CARMAN et al., 1997, WOQOD et al.,
1997, CHANTER, 2002).

M.-felis-Infektionen wurden auch als seltene Ursache von Pleuritiden bei Pferden
beschrieben. Bei den sieben in der Literatur erwihnten spontan erkrankten
Pferden konnte der Erreger direkt aus dem Pleuralerguss angeziichtet werden
(OGILVIE et al., 1983; ROSENDAL et al.,, 1986; HOFFMAN et al., 1992;
MORLEY et al., 1996). Die experimentelle Infektion eines Ponies mit einem aus
einem Pleuralerguss isolierten M.-felis-Stammes fithrte zur Entwicklung
klinischer Symptome (Fieber, erhohte Atemfrequenz, Thoraxerguss, Schmerzen)
zwei Tage post infectionem (OGILVIE et al., 1983). Zusitzliche Hinweise fiir die
Pathogenitit lieferten Befunde der pathologischen und histopathologischen
Untersuchung, die Isolierung von M. felis wiahrend der akuten Phase der Pleuritis

und der Anstieg des Antikorpertiters nach Infektion (OGILVIE et al., 1983;
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ROSENDAL et al., 1986). Bei einem Pferd lag zusitzlich eine Perikarditis mit
Perikarderguss vor, in dem ebenfalls M. felis nachgewiesen wurde (MORLEY et
al., 1996).

2.6.3.2 Genitaltrakt

Der Genitaltrakt von Hengsten stellt nach Spergser und Mitarbeiter (2002) ein
Reservoir fir M. felis dar, auf dessen Schleimhaut der Erreger als Kommensale
vorkommt. M. felis wurde bei acht von 438 Abstrichen aus dem Genitaltrakt
asymptomatischer Hengste isoliert. Es lag keine signifikante Korrelation zwischen
klinischen Symptomen, Samenqualitdt und Alter der Pferde vor (SPERGSER et
al., 2002).

In zwei Studien konnten Antikérper gegen M. felis mittels ELISA bei
Vollblutstuten nach Abort nachgewiesen werden. Die Prévalenz lag bei 45 % (26
von 58 Seren) und 50 % (19 von 38 Seren) (AMMAR et al., 1980; KIRCHHOFF
et al.,, 1982). In keiner der beiden Studien wurde ein direkter Nachweis der

Erreger durchgefiihrt, so dass die Beteiligung an den Aborten fraglich bleibt.

2.6.4 Symptome beim Menschen

Ein Nachweis von Mykoplasmen beim Menschen wurde in der Literatur zweimal
beschrieben. Eine Kratzverletzung an der Hand, hervorgerufen durch eine Katze,
filhrte bei einer Tierdrztin zur Entwicklung einer Zellulitis (MCCABE et al.,
1987). Eine immunsupprimierte Patientin entwickelte eine Arthritis im linken
Hiiftgelenk und im rechten Knie; aus beiden Gelenken wurde M. felis isoliert. Als
Infektionsquelle wurde entweder die eigene Katze oder Katzen aus dem Tierheim,

in dem Patientin arbeitete, angesehen (BONILLA et al., 1997).

2.7. Diagnose
Mykoplasmeninfektionen konnen durch indirekte und direkte Methoden

nachgewiesen werden. Kommerzielle Testkits gibt es bisher noch nicht.

2.7.1 Indirekte Nachweisverfahren
Zum indirekten Nachweis von felinen Mykoplasmen werden die in Abbildung 7

gelisteten Methoden verwendet.
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Indirekte Erregernachweise

Antikorpernachweis

e metabolischer Hemmtest

e Immundiffusion

o direkte Hamagglutinationshemmung
e indirekte Himagglutination

o Komplementbindungsreaktion

e Enzyme-linked immunosorbent assay

Abbildung 7: Mogliche serologische Verfahren zum Nachweis von Antikérpern
gegen feline Mykoplasmen (TAN & MILES, 1974a; TAN et al, 1977a;
KIRCHHOFF et al., 1982; ROSENDAL et al., 1986; WOOD et al., 1997)

2.7.1.1 Metabolischer Hemmtest

Der metabolische Hemmtest beruht auf der Suppression des Wachstums der zu
untersuchenden Mykoplasmenart. Ob ein Wachstum der zu untersuchenden
Spezie vorliegt, wird anhand der Farbverdnderung des Agars durch die
Umsetzung der zugefiligten Substrate beurteilt (siehe 2.7.2.2.2 Biochemische
Reaktion). Die hochste Serumkonzentration, die eine Farbverdnderung von mehr
als 50 % im Vergleich zur gleichen Verdiinnung von Mykoplasmen (gewachsen
auf Medium ohne Antiserum) hervorruft, wird als Endpunkt der
Antikorpertitration angesehen (PURCELL et al., 1966; TAYLOR-ROBINSON et
al., 1966). Um eine richtige Interpretation zu gewihrleisten, werden die
Ergebnisse erst ermittelt, nachdem die Kontrollen (Mykoplasmenzellen ohne
Serum) ihre Farbe zu gelb (Dextroseverwerter) bzw. rot (Argininverwerter)

verdndert haben (TAN & MILES, 1974a).

2.7.1.2 Immundiffusion

Fiir die Immundiffusion werden besondere Agarplatten verwendet, die insgesamt
fiinf oder sieben Vertiefungen aufweisen (eine zentrale und vier bzw. sechs
periphere Vertiefungen), in die die Reagenzien (Antigen oder Antikdrper)
verbracht werden (TAYLOR-ROBINSON et al., 1963; TAN & MILES, 1971).
Ausgewertet werden Prézipitationslinien, die entsprechend der Anzahl der
Vertiefungen entweder eine quadratische oder eine hexagonale Form bilden
(Abbildung 8) (HEYWARD et al., 1969; TAN & MILES, 1971). Fotografien
erlauben eine spitere Auswertung der Platten (TAYLOR-ROBINSON et al.,
1963; HEYWARD et al., 1969).
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Abbildung 8: Gel-Immundiffussionsplatte, die die Beziehung zwischen den drei
M.-felis-Stammen (CO, CO-R, BI) und dem M.-gateae-Stamm (SIA) zeigt. Das
CO-R-Antigen befindet sich in der zentralen Vertiefung, die Antisera sind in den
peripheren Vertiefungen (nach COLE et al., 1967)

2.7.1.3 Direkte Hamagglutinationshemmung

Die urspriinglich fiir den Mycoplasma-synoviae-Antikoérpernachweis von
Varderman und Yoder (1969) entwickelte Methode wurde in einer modifizierten
Form in der Studie von Tan und Miles (1974) angewendet (VARDAMAN &
YODER, 1969; TAN & MILES, 1974a). Im ersten Schritt werden Antigene der
zu untersuchenden Mykoplasmenart hergestellt und deren Fiahigkeit zur
Hémagglutination in  Verdiinnungsreihen = getestet.  Eine  komplette
Hamagglutination wird als Endpunkt gewertet. Zur Bestimmung der Titerhdhe
werden die zu untersuchenden Serumproben bis 1:1280 mit physiologischer
Kochsalzlosung verdiinnt und hédmagglutinierende Antigene und Erythrozyten
hinzugefiigt. Erfolgt eine komplette Hemmung der Hadmagglutination bei einer
Verdiinnung von 1:80 und mehr, ist das Ergebnis positiv, bei Verdiinnung von

1:40 ist das Ergebnis als zweifelhaft zu werten (VARDAMAN & YODER, 1969).

2.7.1.4 Indirekter Hdmagglutinationstest

Mykoplasmenantigene werden zur Sensibilisierung der Erythrozyten zusammen
mit Mykoplasmenantigenen inkubiert und anschlieBend gewaschen. Aus den zu
untersuchenden Seren werden Verdiinnungsreihen in Mikrotiterplatten hergestellt,
zu denen die sensibilisierten Erythrozyten hinzugefiigt werden. Das Testergebnis

wird nach Inkubation abgelesen (KIRCHHOFF et al., 1982). Antikorpertiter
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gegen M. arginini und M. gateae waren in {iberwiegenden Zahl der untersuchten
Serumproben nicht signifikant (TAN & MILES, 1974a; TAN et al., 1977a).

2.7.1.5 Komplementbindungsreaktion

Fiir eine KBR werden Mikrotiterplatten verwendet, in dessen Vertiefungen Serum
(in einer Verdinnungsreihe) mit Antigen, Komplement und Erythrozyten
inkubiert wird (SEVER, 1962). Zur Bestimmung der Titerhdhe bei
Mykoplasmeninfektionen der Katze und der Pferde werden Komplement von
Meerschweinchen und Schaferythrozyten verwendet (TAN & MILES, 1974a;
KIRCHHOFF et al., 1982).

2.7.1.6 Enzyme-linked immunosorbent assay
Ein ELISA zum Nachweis von M.-felis-Antikérpern bei Pferden wurde in allen
Studien eingesetzt (AMMAR et al., 1980; KIRCHHOFF et al., 1982).

2.7.2 Direkte Nachweisverfahren

Der direkte Nachweis ist durch verschiedene Methoden moglich (Abbildung 9).
Die Anzucht in speziellen Nidhrmedien ist die Grundlage fiir weitere
Untersuchungen, die dann eine Speziesdifferenzierung moglich machen

(WALKER, 2004).

2.7.2.1 Elektronenmikroskopie

In Nativausstrichen von Exudat konnen mit dem Elektronenmikroskop die
Organismen sichtbar gemacht werden (JONES & SABINE, 1970; MALIK et al.,
1991; GREENE, 2006b). Diese Methode ist allerdings zu Routinediagnostik nicht

geeignet.

2.7.2.2 Erregeranziichtung

Zum Transport von Untersuchungsmaterial sind Hayflick-, Amies- (ohne
Charcoal) oder modifiziertes Stuart-Medium geeignet. Dauert der Transport
langer als 24 Stunden, sollten die Proben eingefroren werden und auf Trockeneis
oder mit fliissigem Stickstoff verschickt werden (WALKER, 2004; GREENE,
2006b).
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Direkte Erregernachweise

Erregernachweis Erregerisolierung
e Elektronenmikroskop e Kulturmedium
e Polymerasekettenreaktion @

Speziesdifferenzierung

Kolonienmorphologie
biochemische Eigenschaften
Wachstumshemmung
Immunfluoreszenz
Kolonieepifluoreszenz
Immunperoxidasefiarbung
Enzyme-linked
immunosorbent assay

Abbildung 9: Diagnostische Verfahren zum direkten Nachweis von
Mykoplasmen und Méglichkeiten zur Speziesdifferenzierung (WALKER, 2004)

Mykoplasmen sind fakultativ anaerobe Keime. Das schnellste Wachstum wird
unter aeroben Bedingungen mit einem erhdhten Kohlenstoffdioxidgehalt (5 % -
10 % CO,) bei 37 °C erzielt. Der optimale pH-Wert betrdgt 7,5. Die speziellen
Néahrmedien sind sehr komplex. Sie enthalten Serum als Cholesterolquelle, da
Mykoplasmen nicht zur selbstdndigen Fettsduresynthese befdhigt sind, und ein
Hefeextrakt, das zusdtzliche Wachstumsfaktoren liefert (EDWARD &
FITZGERALD, 1951; WALKER, 2004). Die Zugabe eines Antibiotikums, das
das Wachstum der Mykoplasmen nicht hemmt (Penicillin, Thalliumacetat), und
eines Antimykotikums (Amphotericin B), verhindert die Uberwucherung mit
anderen Bakterien oder Pilzen (WALKER, 2004; GREENE, 2006b). Fliissige
Medien sind im Vergleich zu festen Medien zur Kultur von Mykoplasmen besser
geeignet (HILL, 1971).

Um Mykoplasmen von anderen Bakterien unterscheiden zu konnen, besteht die
Moglichkeit, die Kulturen mit Methylenblau (Dienes-Férbung) zu férben.
Mykoplasmen erscheinen blau, wiahrend Kolonien mit anderen Bakterien durch
den Abbau des Farbstoffs farblos sind (WALKER, 2004). Die direkte Anwendung
von Immunfluoreszenz auf Agarplatten ermdglicht die Differenzierung von
verschiedenen Mykoplasmenspezies in gemischten Kulturen. Mit dieser Technik

konnen auch Mykoplasmenkulturen entdeckt werden, die nicht in der typischen
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Form wachsen und Kulturen, die mit Pilzen oder Bakterien {iberwucherte sind

(DEL GIUDICE et al., 1967).

2.7.2.2.1 Kolonienmorphologie

Mykoplasmen wachsen in charakteristischen, Spiegelei-formigen (,,fried egg®)
Kolonien (Abbildung 10) (GREENE, 2006b). Das Wachstum ist oberflidchlich,
nur in der Mitte der Kultur penetrieren die Bakterien in den Agar, so dass sich der
zentrale Kern bildet (QUINN et al., 2002). Die Eigenschaften in der Kultur sind in
Tabelle 17 ersichtlich. Kulturen von M. felis sind anfanglich weifl mit braunem,
zentralen Kern. In den folgenden sieben bis 14 Inkubationstagen farben sie sich

zunehmend auch in der Peripherie braun (HILL, 1971).

Abbildung 10: Kulturen von Mycoplasma felis (Stamm CO) zwei Tage nach
aerober Inkubation (nach COLE et al., 1967)

2.7.2.2.2 Biochemische Reaktionen

Die Eigenschaft, verschiedene Substanzen (Glukose, Arginin, Tetrazoliumchlorid,
Tetrazoliumblau, Methylenblau) metabolisieren zu koénnen, wird zur
Speziesdifferenzierung genutzt (Tabelle 18). Die Metaboliten, die bei der
enzymatischen Umsetzung von Glukose und L-Arginin entstehen, diffundieren in
den Agar und fiihren zu einer Verschiebung des pH-Wertes in den sauren oder
basischen Bereich. Der Nachweis erfolgt durch den Farbumschlag des zugefiigten
Indikators (Phenolrot) (PURCELL et al., 1966; TAYLOR-ROBINSON et al.,

1966). Sogenannte ,,Sdure-produzierende Mykoplasmen* fermentieren Glukose zu
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Laktat; ,,nicht-Séure-produzierende Mykoplasmen* setzen L-Arginin in Citrullin
und Ammoniak um (SMITH, 1955; SMITH, 1960; TAYLOR-ROBINSON et al.,
1966). Die Auswertung der pH-Wert-Verdanderung erfolgt wie folgt von keine
Verianderung — (pH 7,8 bzw. ca. 7,0), + (pH ca. 7,3 bzw. ca. 7,5), ++ (pH ca. 6.8
bzw. ca. 7,8) und +++ (pH ca. 6,2 oder weniger oder ca. 8,0 oder mehr)
(PURCELL et al., 1966; TAYLOR-ROBINSON et al., 1966).

Tabelle 17: Eigenschaften von felinen Mykoplasmen in der Kultur (HEYWARD
et al., 1969; HILL, 1971) (h = Stunden, M. = Mycoplasma, @ = Durchmesser, +

bis ++++ = langsames bis sehr schnelles Wachstum, + = vorhanden, — = nicht
vorhanden)
Eigenschaften M. felis M. gateae | M. arginini | M. feliminutum
@ der Kolonien | 55y ¢70 | 120-250 | 120250
in um nach 24 h
@ der Kolonien
in pm nach 72 h 100 - 180
Wachstums- S -+ -+ +
geschwindigkeit
Form rund rund rund unregelméssig
weiss mit
Farbe braunem farblos farblos farblos
Kern
Vakuolen - + - —
zentraler Kern + +/— + -

Tabelle 18: Substanzen zur biochemischen Speziesdifferenzierung (PURCELL et
al., 1966; TAYLOR-ROBINSON et al., 1966; HEYWARD et al., 1969)

Substanz Metabolit | Indikator Substrat Farbumschlag
Glukose Laktat Phenolrot Medium rosa — gelb
L-Arginin Ammoniak | Phenolrot Medium rosa — rot
TTC Formazan Kultur farblos — rot
Tetrazoliumblau | Formazan Kultur blau — rot
Methylenblau Medium blau — farblos

Das farblose Tetrazoliumchlorid (2,3,5,-Triphenyltetrazoliumchlorid, TTC) und
das blaugelbe Tetrazoliumblau wird durch Reduktion in ein rotes Formazan

(1,3,5-Triphenylformazan) umgewandet. Mykoplasmenkulturen, die auf einem



II. Literaturtiibersicht 87

TTC-angereicherten Medium wachsen, farben sich rosa, wobei der Gehalt an
Formazan zentral am hochsten ist und in Richtung Peripherie abnimmt
(SOMERSON & MORTON, 1953; KRAYBILL & CRAWFORD, 1965). Die
Reduktion von Methylenblau durch Mykoplasmen fiihrt zur Entfarbung des Agars
(COLE et al., 1967).

2.7.2.2.3 Hamolyse

Manche humanen Mykoplasmenstimme produzieren Hémolysin. Ob eine
Héamolyse vorhanden ist, ist 1) abhidngig vom Stamm (da nicht alle Mykoplasmen
Héamolysin produzieren), und 2) von der Spezies (Pferd, Kaninchen,
Meerscheinchen), von der die Erythrozyten gewonnen wurden (WARREN, 1942;
EDWARD, 1950; SOMERSON et al., 1963). Im allgemeinen wird zwischen
,keiner Hamolyse“, ,partieller Hamolyse* (a-Hamolyse) und ,,vollstindiger
Héamolyse* (B-Hamolyse) unterschieden (SOMERSON et al., 1963). Zum
Nachweis hdmolytischer Aktivitit von felinen Mykoplasmen wurde mit
Erythrozyten von Schafen, Meerscheinchen, Hiihnern und Enten durchgefiihrt
(COLE et al., 1967, HEYWARD et al., 1969). Dieser Test wurde frither zur
Differenzierung von Mykoplasmenspezies verwendet (EDWARD, 1954;
EDWARD & FREUNDT, 1956) (Tabelle 19).

2.7.2.3 Hamagglutination

Die Eigenschaft, mit Erythrozyten zu agglutinieren, wird getestet, in dem eine
Antigensuspension mit einer Suspension aus gewaschenen Erythrozyten gemischt
und inkubiert wird (MANCHEE & TAYLOR-ROBINSON, 1968). Das
Hamagglutinationsmuster wird abgelesen, wenn die Erythrozyten der Kontrolle
ebenfalls abgesunken sind (HEYWARD et al., 1969). Beurteilt wird das Ergebnis
anhand einer Skala mit fiinf Graden von 0 % (-), 25 % (+), 50 % (++), 75 % (+++)
bis 100 % (++++). Eine Himagglutinationseinheit entspricht der Verdiinnung, in
der 75 % oder mehr Erythrozyten agglutiniert sind (MANCHEE & TAYLOR-
ROBINSON, 1968). Von den getesteten Mykoplasmen zeigte nur M. felis die
Eigenschaft, mit Erythrozyten zu agglutinieren (Tabelle 19) (HEYWARD et al.,
1969).
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Tabelle 19: Biochemische Eigenschaften von felinen Mykoplasmen (COLE et
al., 1967, HEYWARD et al., 1969) (M. = Mycoplasma, n. u. = nicht untersucht,

a = o-Hidmolyse, B = p-Hamolyse , + = vorhanden, — = nicht vorhanden)
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2.7.2.4 Wachstumshemmung

Fir die Wachstumshemmung werden entweder mit Antiserum impragnierte
Filterpapierdisketten ~verwendet oder Antiserum wird direkt auf in
Mikrotiterplatten vorhandenes Medium verbracht (CLYDE, 1964; WALKER,
2004). In der von Clyde und Mitarbeitern (1963) entwickelte Methode wird das
Antiserum von Kaninchen gewonnen, die zuvor mit Mykoplasmen infiziert
wurden (CLYDE, 1964). Die Wachstumshemmung wird durch eine Kolonien-
freien Zone um die Disketten ersichtlich (WALKER, 2004).
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Methylenblau hemmt das Wachstum von Mykoplasmenarten und wird daher als
Zusatz in Selektivmedien fiir Mycoplasma pneumoniae verwendet (KRAYBILL
& CRAWFORD, 1965).

2.7.2.,5 Immunobinding assay

Ein ,Immunobinding assay“ zur Identifikation von M. felis nach Anzucht in
Kulturmedien wurde durch Brown und Mitarbeiter (1990) entwickelt. Polyklonale
Antikdrper gegen M. felis werden aus dem Serum von zuvor mit M.-felis-
infizierten Kaninchen gewonnen. Die zu untersuchenden Kolonien werden mit
dem Kaninchen-Antiserum beschichtet, inkubiert und nach Entfernung des
Antiserum mit alkalischer Phophatase-konjugierten Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG
beschichtet. Zur farblichen Markierung dient ein Substrat mit Nitro-Blue-
Tetrazolium-5-bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat. Die Methode eignet sich zum
Nachweis von M. felis auf Agarplatten, primiren Isolationsplatten, in fliissigen

Medien und in gemischten Kulturen (BROWN et al., 1990).

2.7.2.6 Polymerasekettenreaktion

Brown und Mitarbeiter (1995) identifizierten spezifische Nukleotidsequenzen der
16S rRNA feliner Mykoplasmen zur genaueren taxonomischen Klassifizierung.
Insgesamt acht Nukleotidsequenzen der 16S rRNA ,,gene variable region” wurden
identifiziert (Tabelle 20) (BROWN et al., 1995).

Die Gensequenzen der 16S rRNA von M. felis weisen eine hohe Ahnlichkeit zu
anderen Mykoplasmenspezies auf. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Sequenzen der 16S/23S rRNA , intergenic spacer (IGS) DNA sich deutlicher von
anderen Mykoplasmen unterschieden (CHALKER & BROWNLIE, 2004). Zur
Amplifikation der IGS-Sequenzen werden zwei Primer eingesetzt, die die letzten
147 Basenpaare der 16S RNA-Gene, die gesamte IGS und die ersten 37
Basenpaare der 23S rRNA-Gene amplifizieren. Zur Identifikation von M. felis
wird ein M.-felis-spezifischer Primer (MfelR1) synthetisiert (Tabelle 21). Bei der
Untersuchung von einer limitierten Anzahl an klinischen Proben erwies sich diese
PCR als sehr sensitiv und spezifisch fiir M. felis (CHALKER et al., 2004b). Das
im Vergleich zur Kultur schnellere Verfahren erlaubt eine frithzeitige Versorgung

der Patienten mit einer gezielten Therapie (GRAY et al., 2005).
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Tabelle 20: Nukleotidsequenzen der 16S rRNA “gene variable region” von
Mycoplasma felis (BROWN et al., 1995).

“gene variable region” | Nukleotidsequenz

Vi AGCGGAGTTCTTTTAGGACTTAGC

V2 ATACTTTTTTATTTCACATGAGATTTAAATAAA
AGGAACTTCAAAGTTTCA
GTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGC

V3 TGTTATAAGGGAAGNNNAAATATTATAAGAAA
AGATAATATCTTGACGGTACCTTATCAGA

V5 ATTAGCTGATAGAGAATCTATCGGCACAGCTAA

Vo6 CTTCTGCAAAGCTATAGAGATATAGTGG

V7 TTGGTCCCTTAGTTAAATATTCTAGGGAGACTG
CCCGAGTAATTG

Vs TGGATGGTACAAAGAGAAGCAATACGGCGACG
TNGAGCAAATCTCAAAAAACCATTCT
CACCATGGGAGCTGGTAATGCCCGAAGTCGGTT

V9 TGTTAACTACGGAGACCACTGCCTAAGGCAGG

GCCGGTGA

Tabelle 21: Primer zum Nachweis von Mycoplasma felis (CHALKER &
BROWNLIE, 2004) (Myc = Mycoplasma, MfelR = Mycoplasma felis reverse)

Primer Nukleotidsequenz

forward Mycl 5’-CACCGCCCGTCACACCA-3’

reverse Myc2 5’-AAGGCATCCACCAAAAACTCT-3’
MfelR1 5’-GGACTATTTATCAAAGCACATAAC-3’
2.8. Therapie

Makrolide, Pleuromutiline, Tetracycline, Fluoroquinolone, Chloramphenicol und
Aminoglykoside haben eine anti-mykoplasmatische Wirkung. Empfohlene
Wirkstoffe zur Therapie von nicht-hdmotrophen felinen Mykoplasmen sind
Doxycyclin, Tetracyclin, Chloramphenicol, Clindamycin und Enrofloxacin

(Tabelle 22) (MARTIN, 1981; GREENE, 2006b).

2.8.1 Fluorochinolone
Fluorochinolone sind in vitro und in vivo gegen Mykoplasmen wirksam (FOSTER
et al., 1998; ERNST & GOGGIN, 1999; LORIA et al., 2003). Sie haben eine
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mykoplasmazide Wirkung (HANNAN et al., 1989; COOPER et al., 1993; BALL
etal., 1995 ; HANNAN et al., 1997a; THOMAS et al., 2003).

2.8.1.1 Wirksamkeit

Von allen getesteten Fluorochinolonen wurden nur Enrofloxacin und
Ciprofloxacin in vivo bei zwei Patienten angewendet (FOSTER et al., 1998;
ERNST & GOGGIN, 1999).

2.8.1.1.1 Enrofloxacin

Die Werte zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) belegen eine effektive
Wirksamkeit gegen veterindrmedizinisch relevanten Mykoplasmeninfektionen
(BALL et al., 1995; HANNAN et al.,, 1997a; TER LAAK et al., 1991;
ABRAHAM et al., 2002; GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2002; LORIA et al.,
2003; THOMAS et al., 2003; VICCA et al., 2004; FRANCOZ et al., 2005).
Enrofloxacin wurde in einer Dosierung von 2,5 bis 5 mg/kg alle zwolf Stunden an
eine Katze mit Arthritis verabreicht, bei der Doxycyclin nicht zum Therapieerfolg
gefiihrt hat. Die Therapiedauer betrug sechs Wochen. Der Nachweis von
Mykoplasmen aus Synovia war nach sechs Monaten negativ (ERNST &
GOGGIN, 1999).

2.8.1.1.2 Ciprofloxacin

Mit 25 mg/kg Ciprofloxacin alle zwolf Stunden wurde eine Katze mit Pneumonie
behandelt. Sechs Wochen nach Erstvorstellung waren keine klinischen Symptome
vorhanden und Rontgenbilder des Thorax zeigten eine deutliche Verbesserung der

verdnderten Lungenareale (FOSTER et al., 1998).

2.8.1.1.3 Andere Fluorochinolone

In vitro Studien zeigen, dass Danofloxacin, Difloxacin, Marbofloxacin, Ofloxacin
und Orbifloxacin ebenfalls effektiv zur Therapie von Mykoplasmeninfektionen
eingesetzt werden konnen (KENNY & CARTWRIGHT, 1991; TER LAAK et al.,
1991; COOPER et al., 1993; HANNAN et al., 1997a; AYLING et al., 2000;
ABRAHAM et al., 2002; THOMAS et al., 2003).
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2.8.1.2 Resistenzen

Bei einigen Isolaten wurden erworbene Resistenzen gegen verschiedene
Fluorochinolone entdeckt (TER LAAK et al., 1993; VICCA et al., 2004). Im in-
vitro-Versuch entwickelten sich Resistenzen gegen Enrofloxacin graduell

(GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2002).

2.8.2 Makrolid-Antibiotika

Makrolid-Antibiotika werden anhand ihrer chemischen Struktur in zwei Gruppen
eingeteilt, ,,14-membered-group* (Erythromycin) und ,,16-membered-group*
(Tylosin) (FELMINGHAM et al., 1991). Mitglieder der ,,16-membered*“-Gruppe
weisen eine bessere Wirksamkeit gegeniiber Mykoplasmen auf (TER LAAK et
al., 1991).

2.8.2.1 Wirksamkeit
Von den zur Behandlung von Mykoplasmeninfektionen angewendeten Makrolid-

Antibiotika, wurde nur Tylosin bei einer Katze erfolgreich angewendet. (CRISP et

al., 1987).

2.8.2.1.1 Azithromycin

In der Humanmedizin wird Azithromycin zur Behandlung von
Mykoplasmeninfektionen in einer Dosierung von 5 — 10 mg/kg empfohlen.
Wiéhrend der ersten zehn Tage der Therapie erfolgt die Verabreichung tiglich,
danach nur noch alle 48 bis 72 Stunden (JORDAN, 2001). In vitro hat
Azithromycin ein gute bis intermedidre Wirkung bei 66 % der Mycoplasma-bovis-
Isolate (FRANCOZ et al., 2005).

2.8.2.1.2 Erythromycin

Bisher gibt es nur Studien in der Humanmedizin mit der humanpathogenen
Spezies Mycoplasma pneumoniae, in der eine effektive Wirksamkeit festgestellt
wurde (KENNY & CARTWRIGHT, 1991; SLAVIK & BEASLEY, 1992).
Trotzdem wird Erythromycin in einer Dosierung von 10 bis 20 mg/kg alle zwolf

bis 24 Stunden zur Behandlung von felinen Mykoplasmen empfohlen.



II. Literaturtiibersicht 93

2.8.2.1.3 Tylosin

Tylosin zeigt in vitro eine gute Effektivitdit gegen unterschiedliche
Mykoplasmenspezies (SCHNECK, 1973; COOPER et al., 1993; TER LAAK et
al., 1993; HANNAN et al., 1997a; WU et al., 2000; LORIA et al., 2003; VICCA
et al., 2004). Einer Katze wurde nach Entfernung eines pulmoniren Abszesses
Tylosin iiber 14 Tage in einer Dosierung von 10 mg/kg alle zwolf Stunden per 0s
verabreicht. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes traten keine Symptome mehr

auf (CRISP et al., 1987).

2.8.2.2 Resistenzen

Im experimentellen in-vitro-Versuch mit avidren Mykoplasmen traten Resistenzen
gegen Erythromycin und Tylosin auf. Die Mutaten wiesen zum Teil eine
Mehrfachresistenz gegeniiber unterschiedliche Makrolide auf (GAUTIER-
BOUCHARDON et al., 2002). Die Untersuchung von Feldisolaten bestétigte das
Vorkommen von Resistenzen gegen Makrolide wunter Mykoplasmen
(KOBAYASHI et al., 1996a; WU et al., 2000; THOMAS et al., 2003; VICCA et
al., 2004). So waren bis zu 34 % der Mycoplasma-bovis-Isolate resistent gegen
Azitromycin, wahrend bis zu 100 % verschiedener veterindrmedizinisch
relevanter Mykoplasmen resistent gegen Erythromycin sind (TER LAAK et al.,
1991; KOBAYASHI et al., 1996a; WU et al., 2000; FRANCOZ et al., 2005). Es
wird vermutet, dass mykoplasmastatisch wirkende Substanzen die Entstehung von

Resistenzen beschleunigen (LORIA et al., 2003).

2.8.3 Tetracycline

Die Substanzklasse der Tetracycline haben eine gute Wirksamkeit gegen
veterindrmedizinisch relevante Mykoplasmenspezies in vitro (TER LAAK et al.,
1991, LORIA et al, 2003; VICCA et al, 2004). Sie gelten als
mykoplasmastatisch (LORIA et al., 2003)

2.8.3.1 Wirksamkeit

Von allen Tetracyclinen wird Doxycyclin zur Behandlung von felinen
Mykoplasmeninfektionen bevorzugt verwendet (KEANE, 1983; FOSTER et al.,
1998; ERNST & GOGGIN, 1999; LIEHMANN et al., 2006).



II. Literaturtiibersicht 94

2.8.3.1.1 Tetracyclin

In vitro sind feline Mykoplasmen sensitiv gegeniiber Tetracyclin (SCHNECK,
1972; CAMPBELL et al., 1973b). Greene (2006) empfiehlt eine systemische
Behandlung mit 22 bis 30 mg/kg Tetracyclin alle acht Stunden {iber sieben Tage
(GREENE, 2006b). Eine Verbesserung der klinischen Symptome sollte zwei bis
drei Tage nach Therapiebeginn festgestellt werden (SLAVIK & BEASLEY,
1992).

2.8.3.1.2 Doxycyclin

In den Fallberichten wurde Doxycyclin systemisch an Katzen in unterschiedlichen
Dosierungen und Zeitrdumen verabreicht. In einer Dosierung von 5 mg/kg alle
zwoOlf Stunden konnten Foster und Mitarbeiter (1998) eine Verbesserung der
klinischen ~Symptome innerhalb der ersten Therapiewoche und der
rontgenologisch nachgewiesenen Lungenverdnderungen nach sechs Wochen
erreichen (FOSTER et al., 1998). Die gleiche Dosierung, verabreicht {iber einen
Zeitraum von acht Wochen, fiihrte bei einer Katze mit Arthritis nur zur partiellen
Heilung der Lisionen. Zudem wurden Mykoplasmen aus der Synovia reisoliert
(ERNST & GOGGIN, 1999). Bei zwei anderen Katzen mit Arthritis verbesserten
sich die klinischen Symptome, so dass die Katzen nach acht bzw. neun Wochen
lahmheitsfrei waren. Ein erneuter Nachweis wurde zur Therapiekontrolle nicht
durchgefiihrt. Doxycyclin wurde in einer Dosierung von 10 mg/kg alle zwolf
Stunden iiber vier und fiinf Wochen verabreicht (LIEHMANN et al., 2006). Die
Behandlung mit 15 mg/kg alle acht Stunden fiihrte bei drei Katzen mit
Mycoplasma-assoziierten Abszessen innerhalb von maximal zehn Tagen zur
Abheilung (KEANE, 1983). Empfohlen wird eine Behandlung mit 10 — 20 mg/kg
Doxycyclin alle zwo6lf Stunden iiber sieben Tage (GREENE, 2006b).

2.8.3.1.3 Oxytetracyclin

In vitro sind Mykoplasmen sensitiv gegeniiber Oxytetracyclin (CAMPBELL et
al., 1973b; SCHNECK, 1973). Im Vergleich zu anderen Wirkstoffen sind die in
vitro ermittelten MHK-Werte fiir Oxytetracyclin jedoch hdher; eine weniger gute
Wirkung in vivo wire demnach zu erwarten (COOPER et al., 1993; HANNAN et
al., 1997a). Campbell und Mitarbeiter (1973) behandelten drei Katzen lokal mit
Oxytetracyclin-Polymyxin-B-Augensalbe alle acht Stunden iiber fiinf Tage. Am
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Ende der Therapie waren weder klinische Symptome vorhanden, noch konnte der

Erreger aus Kontrolltupferproben reisoliert werden (CAMPBELL et al., 1973b).

2.8.3.2 Resistenzen

Im in-vitro-Versuch ist es nicht moglich, Resistenzen gegen avidre Mykoplasmen
hervorzurufen (GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2002). Mycoplasma-bovis-
Feldisolate konnen hingegen resistent gegen Tetracyclin und Oxytetracyclin sein

(THOMAS et al., 2003; FRANCOZ et al., 2005).

2.8.4 Aminoglykoside

In vitro besteht eine gute bis intermedidre Wirksamkeit von den Aminoglykosid-
Derivaten Gentamycin, Spiramycin und Streptomycin gegen verschiedene
Mykoplasmenspezies in vitro (JONES & SABINE, 1970; SCHNECK, 1972;
CAMPBELL et al., 1973b; SCHNECK, 1973; LORIA et al., 2003; VICCA et al.,
2004). Je nach dem, welche Mykoplasmenspezies in vitro untersucht wurde,
konnten erworbene Resistenzen gegen unterschiedliche Aminoglykoside
festgestellt werden (WILLIAMS, 1978; TER LAAK et al., 1993).

Spiramycin war der einiger Wirkstoff dieser Substanzklasse, der bei Katzen mit
Mykoplasmeninfektionen der oberen Atemwege bislang systemisch eingesetzt
wurde. Colegrave und Mitarbeiter (1964) verabreichten 50 mg/kg einmalig
intramuskuldr, wihrend Schneck (1973) mindestens zwei Injektionen im Abstand
von 48 Stunden verwendete (COLEGRAVE et al., 1964; SCHNECK, 1973).
Innerhalb von zwei bis fiinf Tagen kam es zur vollstindigen Remission der

klinischen Symptome (COLEGRAVE et al., 1964).

2.8.5 Chloramphenicol

Mycoplasma-felis-Isolate sind in vitro sensitiv gegeniiber Chloramphenicol
(CAMPBELL et al., 1973b). Erworbene Resistenzen gegen Chloramphenicol sind
beschrieben (TER LAAK et al., 1993). Empfohlen wird die systemische
Verabreichung von 25 mg/kg Chloramphenicol alle zwolf Stunden iiber einen

Zeitraum von mindestens einer Woche (GREENE, 2006b).

2.8.6 Pleuromutiline
Pleuromutiline wirken bakteriostatisch durch Hemmung der ribosomalen

Proteinbiosynthese (KAVANAGH et al., 1951; HODGIN & HOGENAUER,
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1974; DREWS et al., 1975; HOGENAUER, 1975; EGGER & REINSHAGEN,
1976b). Die Ursprungssubstanz Pleuromutilin wurde in dem Pilz Pleurotus
mutilus, heute Clitopilus scyphoides, entdeckt (KAVANAGH et al., 1951,
SINGER, 1986). Mehrere Derivate mit antibiotischer Wirkung sind seither
entwickelt worden, von denen Tiamulin und Valnemulin in der Veterindrmedizin
zum Einsatz kommen (EGGER & REINSHAGEN, 1976a). Die Wirksamkeit
beider Substanzen wurde durch zahlreiche in vitro Studien mit porcinen, bovinen
und avidren Mykoplasmenspezies bestétigt (TER LAAK et al., 1991; TER LAAK
et al., 1993; KOBAYASHI et al., 1996a; KOBAYASHI et al., 1996b; HANNAN
et al., 1997a; HANNAN et al., 1997b; AARESTRUP & FRIIS, 1998; JORDAN et
al., 1998; AITKEN et al., 1999; GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2002;
THOMAS et al., 2003).

Infektionen mit Mycoplasma bovis bei Rindern konnten unter Feldbedingungen
und im experimentellen Versuch mit Valnemulin kontrolliert werden
(STIPKOVITS et al., 2001; STIPKOVITS et al., 2005). Der gleiche Wirkstoff
wurde bei einem 16-jdhrigen, immunsupprimierten Jungen mit Mycoplasma-
maculosum-induzierter Meningoenzephalitis iiber einen Therapiezeitraum von
sechs Monaten verabreicht. Das negative PCR-Ergebnis aus der gewonnen
cerebrospinalen Fliissigkeit bewies die Elimination des Erregers (HEILMANN et
al., 2001). Pleuromutilin-Derivate wurden bisher weder in vitro gegen feline
Mykoplasmen  getestet noch im  Feldversuch bei  Katzen mit

Mykoplasmeninfektionen angewendet.

Tabelle 22: Empfohlene Behandlungschemata (nach GREENE, 2006b)

Wirkstoff Dosierung Intervall (Stunden) | Dauer (Wochen)
Tetracyclin 22 — 30 mg/kg 8 1
Doxycyclin 10 — 20 mg/kg 12 1
Chloramphenicol 25 mg/kg 12 1
Clindamycin 5—-11 mg/kg 12 1
Enrofloxacin 5 mg/kg 24 1
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ABSTRACT

The pharmacokinetic properties of pradofloxacin and doxycycline were
investigated in serum, saliva, and tear fluid of cats. In a cross-over study design, 6
cats were treated orally with a single dose of pradofloxacin (Veraflox® Oral
Suspension 2.5 %) and doxycycline (Ronaxan” 100 mg) at 5 mg/kg body weight.
Following administration, samples of serum, saliva, and tear fluid were taken in
regular intervals over a period of 24 hours and analysed by turbulent flow
chromatography/tandem mass spectrometry. All values are given as mean + SD.
Pradofloxacin reached a mean maximum serum concentration (Cp,x) of 1.1 £ 0.5
png/mL after 1.8 = 1.3 h (Tyax). In saliva and tear fluid, mean C,,x was 6.3 = 7.0
pg/mL and 13.4 £ 20.9 pg/mL, respectively, and mean Ty was 0.5 = 0 h and 0.8
+ 0.3 h, respectively. Doxycycline reached a mean C,x in serum of 4.0 = 0.8
ug/mL after 4.3 £ 3.2 h. Whilst only at 2 time points doxycycline concentrations
close to the limit of quantification were determined in tear fluid, no detectable
levels were found in saliva. The high concentrations of pradofloxacin in saliva and
tear fluid are promising to apply pradofloxacin for the treatment of conjunctivitis
and upper respiratory tract infections in cats. As doxycycline is barely secreted
into these fluids after oral application the mechanism of its clinical efficacy

remain unclear.

KEY WORDS

doxycycline, pradofloxacin, cat, saliva, tear fluid
INTRODUCTION

Chlamydophila felis (C. felis) is a Gram negative bacterium classified as one of
the primary pathogens causing upper respiratory tract disease (URTD) and
conjunctivitis in cats (Greene, 2006). The presence in cells of the conjunctiva was
demonstrated in up to 60 % of cats with clinical signs (Helps et al., 2005;
Gerhardt et al., 2006; Low et al., 2007). As C. felis is an obligate intracellular
bacterium, tetracyclines and fluoroquinolones are preferred antimicrobial classes

used to treat this pathogen.
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Doxycycline is known for its good efficacy against a broad spectrum of bacterial
species, especially intracellular organisms. Its improved lipid solubility leads to
higher intracellular concentrations compared to other tetracyclines. Therefore, it
has been recommended as substance of first choice in the treatment of C. felis-
induced conjunctivitis. Its efficacy has been demonstrated in vitro
(Hammerschlag, 1994; Butaye et al., 1997) and in vivo (Sykes et al., 1999,
Sturgess et al., 2001; Dean et al., 2005). Reported side effects are irritation of the
gastrointestinal tract (Riviere & Spoo, 2001) and oesophageal strictures after
treatment with doxycycline tablets (Melandez et al., 2000; McGrotty &
Knottenbelt, 2002; German et al., 2005) as well as tooth discolouration and
growth retardation when administered to pregnant and young animals
(Majcherczyk & Szymanska-Jachimczak, 1965). These side effects limit the use
of doxycycline in cats.

Pradofloxacin is a novel 8-cyanofluoroquinolone which was developed for the
treatment of bacterial infections in cats and dogs (Himmler et al., 2002). The
antibacterial mechanism is based on the inhibition of subunit A of the DNA
gyrase (topoisomerase II) and topoisomerase IV (Koerber et al., 2002). In vitro
studies demonstrated that pradofloxacin is highly active against Gram-negative,
Gram-positive, Mycoplasma spp. and anaerobic bacteria (Abraham et al., 2002; de
Jong & Bleckmann, 2003; Stephan et al., 2003).

Serum kinetic studies in cats treated either orally or by injection demonstrated that
high concentrations are achieved (Daube et al., 2006; Fraatz, 2006). After oral
administration pradofloxacin is rapidly absorbed with T,,.x reached between 0.5 h
and 1 h after administration. High maximum serum concentrations (Cp,x) of 1.7
mg/L and 2.1 mg/L were observed with a bioavailability of about 70 % (Daube et
al., 2006; Fraatz, 2006). In vitro, low protein binding of pradofloxacin in plasma
of cats (29 — 31 %) was assessed (Bregante et al., 2003). Tissue concentrations of
pradofloxacin including saliva and tear fluid have not been reported yet.

The aim of this study was to determine and compare the concentration time
profiles of pradofloxacin and doxycycline in saliva and tear fluid of cats with
respect to respiratory tract and conjunctival infections. Serum kinetics were

included for comparison.
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MATERIAL AND METHODS

Cats

The study population consisted of 6 healthy (2 male and 4 female) domestic short
hair cats. The cats had an average age of 20 months (4 cats 16 months, 2 cats 28
months) and an average weight of 3.6 kg (3.1 — 4.4 kg). All cats were neutered,
regularly vaccinated, and dewormed. They received water ad libitum and were fed
a commercial diet twice daily. On experimental days, feeding took place 12 hours
before and 6 hours after drug administration. During acclimatization and washout
period, the cats were housed in one group. During the sampling period, the cats
were housed individually in cages (0.65 m x 0.70 m x 0.90 m) with no contact to
each other. Humidity was kept at mean 65 + 20 %, temperature at a mean of 21 +
3 °C. The daily lighting period was 12 hours. All cats were clinically examined

and weighed before and after each sampling period.

Study Design

The study was carried out in a 2-way cross-over design with 2 treatment groups.
Test substances were pradofloxacin (Veraflox” Oral Suspension 2.5 %, Bayer
HealthCare AG, Monheim, Germany) and doxycycline hyclate (Ronaxan® 100
tablets, Merial, Lyon, France).

A syringe was used to administer the correct amount of oral suspension to each
cat. For the administration of doxycycline, one tablet was homogenized and the
correct amount according to the body weight of each cat was determined by scale.
Gelatine capsules were used to store and administer the drug. The cats received
both test items at a single oral dose of 5 mg/kg body weight according to the
recommendation of the manufacturers. Care was taken that the test substances
were not spilled after their administration. Between treatments, a washout period
of 14 days was kept. Blood, saliva, and tear fluid were taken prior to treatment

and 0.5, 1, 2, 4, 6, 10, and 24 h thereafter.

Sample Collection and Preparation
Sterile blood samples (2 mL) were taken by puncture of the Vv. cephalicae
antebrachii. Samples were centrifuged at 1800 g for 10 min. and serum was

stored.
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To collect a saliva sample, 2 handmade cotton balls (Fig. 1) were placed one after
another into the mouth of the cat, so that the cats had to chew on them for two
minutes. Saliva was separated by centrifugation (20 min. at 4600 g) using a
collecting tube with a cell strainer resulting in a sample volume of about 50 pl.
Tear fluid was collected by placing a filter paper strip (2 x 0.3 cm) with one
round-shaped ending under the upper palpebrae (Fig. 2). After half of the strip
was imbued with tear fluid, it was removed, transferred into a collecting tube and
stored. The amount of tear fluid was determined by calculating the difference of
the weight of the paper strips before and after sampling. Sample volume was
about 10 pl.

All samples collected were immediately stored at -18 °C until analysis.

Analytical Methods

Concentrations of pradofloxacin and doxycycline in serum were analyzed by
turbulent flow chromatography/tandem mass spectrometry (TFC-MS/MS)
according to the method described previously (Krebber, 2003); minor
amendments were made for analysis of saliva and tear fluid. Serum samples were
injected directly into the turbulent flow chromatography system while it was in
the loading position. Matrix components contained in the injected samples were
separated from the retained analytes on an extraction column (Oasis HLB 25um
polymer, Waters GmbH, Eschborn, Germany) suited for pretreatment of samples
of biological fluids at high flow rates. After switching to the eluting position, the
analytes were eluted for quantitative determination to a tandem mass
spectrometric detector. The quantification of pradofloxacin was performed as
previously described (Krebber, 2003). Pradofloxacin-ds served as an internal
standard for the determination of pradofloxacin (precursor ion "/, = 401, product
ion ™/, = 357). The transition of ™/, = 445 ([M + H]") to its product ion ™/, = 428
was used to determine the quantification of doxycycline, whereas sarafloxacin
(precursor ion "/, = 386, product ion "/, = 342) served as an internal standard. The
limit of quantification for each substance was 0.025 pg/mL.

Saliva samples of pradofloxacin were diluted 1:1 with water (in samples with a
volume of less than 0.01 mL, 0.01 mL were diluted with 0.09 mL water) and
injected directly into the turbulent flow chromatography system as described for
serum samples. For analysis of doxycycline in saliva, the samples were 10 fold

diluted with water. In addition to the extraction column, an analytical column
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Chromolith Speed Rod (50 x 4.6 mm RP 18e, Merck, Darmstadt, Germany) was
used. The limit of quantitation was 0.025 pug/mL and 0.05 pg/mL for
pradofloxacin and doxycycline, respectively.

To determine the drug concentration in tear fluid, the paper strips were placed into
a glass vial and 400 pL extraction mixture was added. The extraction mixture
consisted of equal volumes of acetonitrile and water and 2 mL/L trifluoroacetic
acid and 0.77 g/L ammonium acetate as well as the appropriate internal standard.
The vial was treated for 5 min. in an ultrasonic bath. In addition to the extraction
column, an analytical column, as described above was used. For both substances

the limit of quantitation was 0.1 pg/mL.

Pharmacokinetics

Pharmacokinetic (PK) parameters including area under the curve (AUC),
maximum serum concentration (Cy,x), mean residence time (MRT), time of Cx
(Tmax), and terminal half-life (t,,) were calculated. The values were determined for
each individual animal using non-compartmental methods (WinNonlin® software,
Version 4.1, Pharsight Corp., Mountain View, CA, USA).

Individual saliva to serum concentration ratios (S/S) and tear fluid to serum
concentration ratios (TF/S) were calculated for pradofloxacin at each sampling

time in order to assess mean S/S and TF/S ratios.

RESULTS

None of the cats showed adverse reactions and all remained clinically healthy
throughout the experiment. Spillage has not been observed. PK parameters of the
single oral application of pradofloxacin and doxycycline are summarized in Table
1. After application, pradofloxacin was rapidly absorbed and distributed (Fig. 3).
A serum Cy,x of 1.1 pg/mL was assessed after 1.8 h. Serum concentrations then
progressively decreased with a elimination t,, of 2.95 h with only one sample
slightly exceeding the limit of quantitation at 24 h. Concentrations of
pradofloxacin in tear fluid markedly exceeded serum concentrations with a Cmax
of 13.4 pg/mL within the first hour after administration. Following the peak,
concentrations decreased quickly and after 10 h the drug could not be detected in
any sample anymore. A similar pattern was observed for saliva, but owing to the

long t» pradofloxacin was still detectable in saliva after 24 h (Fig. 3). The
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concentrations of pradofloxacin especially in saliva and tear fluid varied
considerably among the subjects. Ratios of S/S concentrations for pradofloxacin
were 9.01 £ 10.50, 2.19 + 4.67, 0.44 £ 0.41, 0.26 £ 0.70, 0.48 + 1.72, and 0.91 +
2.68 at 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, and 10 h, respectively. Ratios of TF/S
concentrations at 0.5 h, 1 h, and 2 h were 18.18 +£ 31.98, 1.93 + 3.07, and 0.36 +
0.71, respectively.

The serum concentration profile of doxycycline was characterized by a continuous
increase during the first 4 h (Cpax of 4.0 pg/mL at 4.3 h) followed by a slow
decrease (t,, of 4.24 h) during the following 20 h (Fig. 3). Concentrations of
doxycycline slightly exceeding the limit of quantitation could only be determined
in tear fluid after 4 and 6 h and amounted to 0.11 and 0.10 pg/mL, respectively.
None of the doxycycline concentrations of the saliva samples exceeded the limit
of quantitation. Consequently, no PK values could be determined for tear fluid

and saliva.

DISCUSSION

Fluoroquinolones and tetracyclines are commonly used drugs for the treatment of
infections, e. g. C. felis, of the upper respiratory tract and the conjunctiva in cats.
They are characterized by a good efficacy against a variety of bacterial species as
well as by their ability to penetrate into tissue and body fluids. In order to support
dosage regimens of above drugs, it is important to know the concentrations in the
relevant tissues for these infections. Therefore, the PK properties of a new
fluoroquinolone, pradofloxacin, were studied in comparison to those of
doxycycline. To achieve so, we developed a new technique to sample from saliva
and tears.

After oral administration, pradofloxacin was rapidly absorbed, resulting in high
serum concentrations. The serum concentrations were slightly lower compared to
data of cats obtained in another study (Daube et al., 2006). Since the cats were
carefully checked for spillage of the suspension for 30 min. after administration,
incorrect dosing can be excluded. It is known that food intake can affect the serum
kinetics of fluoroquinolones (Kiing & Wanner, 1993). Our cats were always fed
12 hours before and 6 hours after drug administration on the experimental day, but
it is possible that food remained in the gastro-intestinal tract which might have

affected the level of absorption.
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The secretion of other fluoroquinolones into saliva and tear fluid has been
demonstrated in cats, rats, rabbits, mice, and human volunteers (Fukuda et al.,
1994; Kelentey et al., 1995; Kozjek et al., 1999; Li et al., 2002; Gerhardt et al.,
2006). In the present study, concentrations of pradofloxacin in saliva and tear
fluid exceeded the concentrations in serum several times within the first 90 min.
after administration. General factors regarding the compound (lipophilicity,
molecular mass, degree of ionization, protein binding) and the body fluids (pH,
flow rate) have been suggested to influence the distribution of fluoroquinolones
(Sorgel et al., 1989; Jusko & Milsap, 1993; Li et al., 2002). However, peak
concentrations as mentioned in the present study are more likely to be due to an
active transport of the compound into the fluids. The presence of an active
transport mechanism was shown as the secretion of ciprofloxacin across human
intestinal epithelial (Caco-2) cells was demonstrated in vitro (Griffiths et al.,
1993; Griffiths et al., 1994; Cavet et al., 1997). Recent studies have shown that
fluoroquinolones are substrates of transporter belonging to the ATP-binding
cassette (ABC) group, such as the multidrug resistance protein 1 (MDRI), a P-
glycoprotein (P-gp) (Yamaguchi et al., 2000; Lowes & Simmons, 2002; Schrickx
& Fink-Gremmels, 2007), the multidrug resistance-associated proteins 1 and 2
(MRP1, MRP2) (Lowes & Simmons, 2002; Sasabe et al., 2004; Schrickx & Fink-
Gremmels, 2007), and the breast cancer resistance protein (BCRP) (Merino et al.,
2006; Pulido et al., 2006). ABC transporter are found in all body cells, but
expression and location varries depending on the type of transmembrane protein
(Dean et al., 2001; Sasabe et al., 2004). In the upper respiratory tract, P-gp/MDR1
was expressed by serous gland cells of normal human nasal mucosa, by excretory
duct cells of the salivary glands, and by conjunctival cells, whereas MRP1 was
only found in nasal serous gland cells (Yang et al., 2000; Wioland et al., 2000;
Uematsu et al.,, 2001). P-gp/MDR1 is capable to transport a variety of
fluoroquinolones. In addition, this transporter is expressed in the respiratory tract.
These findings would support the hypothesis that pradofloxacin is secreted into
saliva and tear fluid by the P-gp/MDRI1 transporter. However, not all
fluoroquinolones are substrates of this system as it was shown for ciprofloxacin
which was not transported by P-gp/MDRI in Caco-2 cells (Cavet et al., 1997).
Further studies are necessary to evaluate the transport systems used for the
secretion of pradofloxacin into saliva and tear fluid.

Relationships between PK and pharmacodynamic (PD) parameters have been used
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to optimize dosing schedules in order to increase the efficacy of a drug and to
minimize the selection of resistant organisms. For concentration-dependent
antibiotics such as fluoroquinolones the ratios of the maximum serum
concentration to MIC (C..x/MIC) > 10 and the ratio of the area under the
concentration-time curve over 24 h to MIC (AUC(_,4/MIC) > 125 are considered to
be the most important parameters (McKellar et al., 2004). Based on the results of
the present study, pradofloxacin would exhibit a good efficacy against organisms
with MIC of < 0.11 pg/mL. This would include many susceptible bacteria
associated with URTD and conjunctivitis in cats such as Mycoplasma spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pasteurella spp., Escherischia coli, and
Klebsiella pneumoniae (Abraham et al., 2002; de Jong & Bleckmann, 2003).
Even C. felis is among the susceptible organisms as MIC values determined for
Chlamydophila psittaci B577 and Chlamydophila pectorum LW613 were 0.015
and 0.03, respectively. In addition, replication of this organisms is prevented by
high concentrations in tear fluid.

In case of intracellular organisms such as C. felis, sufficient concentrations of the
compounds within the cells are essential (van Bambeke & Tulkens, 2001).
Fluoroquinolones are known to have 2 to 8 times elevated intracellular
concentrations and are primarily localized in the cytoplasma (Schentag, 1989;
Barza, 1994). This was demonstrated for pradofloxacin as well. In neutrophils,
Cmax and AUC were reported to be 6 to 8 fold and 4 to 8 fold the plasma
concentration, respectively (Boothe, 2006). Because of the high degree on
intracellular accumulation, bacteria residing within neutrophils would be
susceptible with this dosage regime. For C. felis, a good efficacy would also be
expected based on the intracellular concentration in cells of the conjunctiva.
However, the efficacy of the antimicrobials depend on (1) the bacterial
susceptibility, (2) the location of the organism in the cell (e.g. cytoplasma,
phagosome, phagolysosome) and in combination with the bioavailability of the
compound achieved at that sites, and (3) the antimicrobial activity which is
basically modulated by the pH value (Barza, 1994; van Bambeke & Tulkens,
2001; Toutain et al., 2002).

Cmax of doxycycline was reached 4 hours after application indicating a slower
absorption from the gastrointestinal tract. Similar PK data of doxycycline were
determined in cats using an initial dose of 10 mg/kg (van Gool et al., 1988).

Doxycycline is known for its good distribution into most tissues and some body
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fluids, including urine and bile (Barza et al., 1975; Michel et al., 1984). However,
in saliva and tear fluid only low concentrations of doxycycline were found.
Comparative data in animals are absent, but these findings are in line with results
obtained in human volunteers treated orally either with a single dose of 100
mg/day doxycycline or with 2 dosages of 100 mg doxycycline 12 hours apart. The
concentrations in samples taken over a period of 24 h after administration were <
0.38 pg/mL in saliva and tear fluid (Hoeprich & Warshauer, 1974).

The low concentrations of doxycycline in saliva and tear fluid are in contrast to
the findings in pradofloxacin. As pradofloxacin is mainly secreted by active
transport systems, it may be possible that doxycycline does not share a common
transporter with fluoroquinolones or different routes, e. g. diffusion, for the
distribution of tetracyclines are more important. However, active transport
systems have been reported to exist for tetracyclines as well. The human organic
anion transporters (hOATs) are responsible for the excretion and reabsorption of
the drugs in the proximale tubule of the kidneys (Babu et al., 2002). Cells of the
kidneys and the liver express hOATs most often (Babu et al., 2002; Kobayashi et
al., 2005). Both are excretory organs in which high concentrations of tetracyclines
were found (Barza et al., 1975). The upper respiratory tract may lack the
expression of tetracycline-specific transporters resulting in low or not detectable
drug levels.

Diffusion of antibiotics across capillary walls depend on the lipophilicity and the
degree of protein binding. The transcellular route is used by lipid-soluble
substrates in addition (Ryan, 1993). A good distribution would be expected for
doxycycline as this drug exhibit a higher lipid solubility compared to other
tetracyclines (Barza et al., 1975). However, concentration in tear fluid and saliva
remained low despite the evidence of penetration of lipid-soluble substrates in the
salivary gland (Mann et al., 1979). It might be possible that the gradient between
the concentration in the blood and the fluids was not sufficient as this is the
driving component for passive diffusion.

Doxycycline is highly protein bound in plasma of cats (Riond & Riviere, 1989). It
is known that high protein binding impairs distribution as it was shown for the
penetration of doxycycline into interstitial fluids. The concentration of the protein
bound fraction was significantly lower between the blood and the interstitial fluid
compared to the unbound drug fraction (Bidgood & Papich, 2003). This includes

all fluids with a low protein content, such as saliva and tear fluid. However,
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doxycycline penetrates into tissue and achieves high intracellular concentrations
(Gabler, 1991). Although concentration of doxycycline within the cells of the
conjunctiva are not known, this would explain the effectiveness of doxycycline in
the elimination of C. felis infections as shown in in vivo studies (Sykes et al.,
1999; Dean et al., 2005).

Killing kinetics of doxycycline is time-dependent (Cunha et al., 2000; Siewert et
al., 2005). To predict the effectiveness the time (T) the antibiotic concentration
remains > MIC appears to be an appropriate parameter (van Bambeke & Tulkens,
2001; Frimodt-Moller, 2002; Toutain et al., 2002). T can be expressed as (1) the
time that is needed for the antibiotic effect, as (2) the percentage of time the drug
concentration exceeds the MIC, or as (3) the cumulative percentage of time over
24 h (Frimodt-Moller, 2002). For doxycycline, MIC values were 0.05 pg/mL for
Chlamydia trachomatis and Chlamydophila pneumoniae and 0.1 pg/mL for
Chlamydophila psittaci (Butaye et al., 1997; Siewert et al., 2005). In this study T
> MIC is maintained over 24 h when definition (1) is used. In general,
doxycycline is given every 12 hours when a dosage of 5 mg/kg was chosen. Based
on these considerations, doxycycline should be considered to effective in the
treatment of C. felis infections. In studies using other time-dependent drugs a
bacterial cure was achieved with T of about 50 % when definitions (2) and (3)
were used (Leggett et al., 1989; Craig & Andes, 1996).

In conclusion, doxycycline was well absorbed and achieved high serum
concentrations. High serum concentrations maintained over a prolonged period of
time and the knowledge about a good tissue distribution explaines the efficacy of
the drug in the treatment of URTD and conjunctivitis as demonstrated in in vivo
studies. In contrast, the PK of pradofloxacin was characterized by a good
distribution into saliva and tear fluid with high peak levels, high AUC values, and
a slow elimination. PK/PD ratios underline the suitability of pradofloxacin for the
treatment of URTD and conjunctivitis in cats. For C. felis infections, in
conjunctiva and tear fluid as these are the main sites of replication, high
concentrations are achieved even with oral administration of pradofloxacin.
Although pradofloxacin shows favourable PK abilities, the clinical efficacy
against intracellular organisms, e. g. C. felis, will have to be evaluated in clinical

trials.
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FIGURES

(b)

Fig. 1. Pieces of cotton formed to balls and fixed with a silk string (a), then placed
into the mouth of every cat for saliva collection (b). Cats had to chew on the balls

before the cotton was removed.

Fig. 2. Prepared paper stripes (2 x 0.3 c¢cm) placed under the upper palpebrae in
order to collect tear fluid, then removed after half of the paper was soaked with

fluid (6 cats).
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Fig. 3. Concentrations (mean £+ SD) of pradofloxacin (PRA) and doxycycline
(DOX) in serum, saliva, and tear fluid following a single oral application of 5
mg/kg body weight. Data below the limit of quantification of 0.025 pg/mL and

0.1 pg/mL in serum and tear fluid are not shown, respectively (6 cats).
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TABLES

Table 1. Pharmacokinetic parameters (mean + SD) of pradofloxacin (PRA) and

doxycycline (DOX) in serum, saliva, and tear fluid after a single oral

administration of 5 mg/kg (6 cats).

serum saliva tear fluid
PRA  DOX PRA  DOX PRA DOX
1.09 3.99 6.33 13.41
Crax (Rg/mL) 550 061 +6.97 - 1+20.85
1.75 433 0.50 0.75
Tiax (h) +126 +3.20 +0 ) + 0.27 )
b (h) 2.95 4.24 18.03 ] 16.36
Vv +£1.08 +£086  +1021 +33.45
5.12 8.92 16.77 3.30
MRT (h) L 154 +£228 41323 + 434
AUC .24 5.32 33.37 6.77 ] 7.23 ]
(h x pg/mL) +1.03 +£722 +4.92 + 8.40

AUC (area under the curve), Cpax (maximum serum concentration), MRT (mean

residence time), Tpay (time of Cyax), b, (terminal half-life), - (parameter could not

be calculated).



IV.  Kapitel II: Journal of Feline Medicine and Surgery 119

IV. Kapitel I1: Isolation of bacterial and viral organisms of the

conjunctiva in cats with conjunctivitis

Isolation of bacterial and viral organisms of the conjunctiva in cats with

conjunctivitis

Anja Hartmann
Medizinische  Kleintierklinik, = Ludwig-Maximilians-Universitit =~ Miinchen,

Veterinarstrasse 13, 80539 Miinchen, Deutschland

Jennifer Hawley, BS Department of Clinical Sciences, College of Veterinary
Medicine and Biomedical Sciences, 300 West Drake Raod, Colorado State
University, Fort Collins, CO 80523-1678, USA

Christiane Werckenthin, Dr. med. vet.
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin,
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, Veterinérstrasse 13, 80539 Miinchen,

Deutschland

Michael Lappin, Prof., Dr. med. vet., PhD, Dipl. ACVIM-CA

Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine and Biomedical
Sciences, 300 West Drake Raod, Colorado State University, Fort Collins, CO
80523-1678, USA

Katrin Hartmann, Prof., Dr. med. vet., Dr. habil., Dipl. ECVIM-CA

Medizinische  Kleintierklinik, = Ludwig-Maximilians-Universitit =~ Minchen,

Veterindrstrasse 13, 80539 Miinchen, Deutschland

Journal of Feline Medicine and Surgery, zur Ver6ffentlichung eingereicht



IV.  Kapitel II: Journal of Feline Medicine and Surgery 120

Isolation of bacterial and viral organisms of the conjunctiva in cats with

conjunctivitis

Anja D Hartmann'

Jennifer Hawley BS*

Christiane Werckenthin DrMedVet®

Michael R Lappin DVM, PhD, DipACVIM?

Katrin Hartmann DrMedVet, DrHabil, DipECVIM-CAl*

! Clinic for Small Animal Medicine, Ludwig Maximilian University, Munich,
Germany

> Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine and
Biomedical Sciences, Colorado State University, Fort Collins, CO 80523, USA

3 Institute for Medical Microbiology, Infectious and Epidemic Diseases, Ludwig

Maximilian University, Munich, Germany

*Corresponding author: Medizinische Kleintierklinik, Ludwig Maximilian
Universitdt Muenchen, Veterinaerstrasse 13, 80539 Muenchen, Germany. Fax:

+49-89-2180-16501. E-mail: hartmann@uni-muenchen.de



IV.  Kapitel II: Journal of Feline Medicine and Surgery 121

Summary

A variety of pathogens are involved in conjunctivitis in cats. In this study, the
prevalence of feline herpesvirus (FHV), Chlamydophila felis, mycoplasmas, and
aerobic bacteria on the conjunctival surface of cats with conjunctivitis were
investigated by polymerase chain reaction (PCR), immunofluorescent assay
(IFA), and aerobic bacterial culture of ocular swabs. Forty-one cats were included.
FHV, mycoplasmas, and Chlamydophila felis were detected by PCR in 11 (27 %),
20 (49 %), and 23 (56 %) cats, respectively. IFA detected 10 cats as positive for
Chlamydophila felis. Mycoplasma felis, Mycoplasma canadense, Mycoplasma
cynos, Mycoplasma gateae, Mycoplasma lipophilum, and Mycoplasma
hyopharyngis were identified by genetic sequencing. The most common aerobic
bacteria cultured included Staphylococcus species, Streptococcus species,, and
Micrococcus species. The prevalence of mycoplasmas in cats with conjunctivitis
was higher than previously reported, and 4 of the Mycoplasma species have not

been described in cats so far.
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Different aetiologies are known to cause conjunctivitis (e. g., infection, neoplasia,
trauma, foreign body, immune-mediated diseases); infection is most common in
cats. Feline herpesvirus-1 (FHV) and Chlamydophila felis (C. felis) have been
proposed to be major primary pathogens (Stiles 2006). Thus, most of the cats with
conjunctivitis also have clinical signs of upper respiratory tract disease (URTD).
Primary bacterial conjunctivitis (other than C. felis) is considered to be rare
(Waters and Barnett 2004). However, in recent studies, Mycoplasma species
(spp.) were commonly isolated in cats with URTD and concurrent conjunctivitis
(Low et al 2007, Hartmann et al 2008). Clinical signs of conjunctivitis vary in
severity and include blepharospasm, hyperaemia, chemosis, and serous to purulent
ocular discharge of one or both eyes. In some cats, clinical signs persist or re-
occur after initial improvement.

C. felis has been reported as being responsible for up to 60 % of conjunctivitis
cases in cats (Gerhardt et al 2006, Hartmann et al 2008). Although some cats
without clinical signs can also test positive, in most studies, C. felis is identified in
conjunctival swabs from more cats with clinical signs than cats without clinical
signs (Zapirain Gaston et al 2005, Low et al 2007). The immunofluorescent assay
(IFA) has been used for the identification of C. felis, but today, polymerase chain
reaction (PCR) is used as an alternative diagnostic tool (Nasisse et al 1993,
Gerhardt et al 2006, Low et al 2007).

Mycoplasma spp. have also been isolated from the conjunctiva of cats with and
without clinical signs (Tan et al 1977, Haesebrouck et al 1991). In early studies,
Mycoplasma felis was found with a prevalence of up to 25 % among cats with
conjunctivitis (Shewen et al 1980, Haesebrouck et al 1991). A recent study
showed that the prevalence of Mycoplasma felis in cats with concurrent
conjunctivitis was higher than in clinically healthy cats (Low et al 2007).
Mycoplasma gateae and Mycoplasma arginini were identified on the conjunctival
surface in healthy cats (Heyward et al 1969, Tan and Miles 1974, Tan et al 1977).
For the detection of Mycoplasma spp., bacterial culture has been the method of
choice in the past and species differentiation was performed by growth inhibition
(Walker 2004). These methods, however, are not very sensitive. PCR is now also
used to detect and differentiate Mycoplasma spp.. It has been shown that PCR is
more sensitive, and results are obtained in a shorter period of time (Brown et al

1995, Chalker et al 2004).
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The aims of this study were to determine the prevalence of different organisms
present on the conjunctiva of cats with conjunctivitis, including FHV, C. felis,
Mycoplasma ssp., and acrobic bacteria, determine the sensitivity of IFA compared
to PCR for the detection of C. felis, and to determine different Mycoplasma spp.

by means of PCR and blast sequencing.

Material and Methods

Cats

Ocular swabs were taken from 41 cats presented with conjunctivitis. All patients
were domestic short hair cats ranging in age between 3 months and 16 years. Cats
were excluded from the study if there was a history of antimicrobial therapy
within 6 weeks prior to presentation. Also cats with unilateral conjunctivitis or

ocular discharge were not included.

Data and sample collection

All cats were examined clinically and the degree of conjunctivitis and ocular
discharge was scored on a scale from 0 (no clinical signs) to 4 (very severe
clinical signs) (Table 1). Prior to sampling, ocular discharge was removed by
using moist swabs. In total, 3 conjunctival swabs were taken from each cat. The
swabs were rolled with slight pressure several times over the surface of the lower
palpebrae and returned into their covers immediately after sampling. For bacterial
culture, a sterile swab with transport medium (single plastic swab Amies Medium
108C, Copan Italia S.P.A., Brescia, Italy) was used. A sterile plain swab (plain
dry swap in peel pouches 155C, Copan Italia S.P.A., Brescia, Italy) was used for
PCR. After sampling, the swab was frozen and stored at -70 °C until
desoxyribonucleic acid (DNA) was extracted. For IFA to detect C. felis, a second
plain swab was used to collect epithelial cells, which were transferred onto a slide,
fixed with acetone, and evaluated for the approximate number of cells under the

microscope. Sampling was repeated if slides contained less than 20 cells.

Bacterial culture

Culturing was performed aerobically under standard conditions using blood agar
and selective media (Colistin/Nalidixic acid agar (CNA agar), Gassner agar, and
Rambach agar). For further differentiation, microscopic examination and

biochemical reactions were performed using standard bacteriological test (e. g.,
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catalase reaction or cytochrome oxidase test) as well as commercially available
kits (BioM¢érieux, Niirtingen, Germany; Oxoid, Wesel, Germany). Antimicrobial
susceptibility was tested using the agar disc diffusion method according to the
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) standard documents M31-A2
and M31-S1 (NCCLS 2002, NCCLS 2004).

Immunofluorescent assay

The IFA (Imagen™™ Chlamydia, Dako Diagnostics, Ely, Cambridgeshire, UK) was
performed according to the manufacturers guidelines. The test was considered
positive when intracytoplasmatic bodies with a typical size and green fluorescence

were detected.

Multiplex real-time polymerase chain reaction for FHV and C. felis

The method used to isolate DNA for the detection of FHV, C. felis, and
Mycoplasma spp. and the setup for the multiplex real-time PCR assay to detect
FHV, C. felis, and feline 28S rDNA were described previously (Hartmann et al
2008). The data were analysed using the iCycler software version 3 as described

previously (Helps et al 2005).

Nested polymerase chain reaction and blast sequencing for Mycoplasma species
The PCR assay to detect Mycoplasma spp. was performed utilizing previously
described primers for both the flank and the nested reactions (Takashi et al 1992).
The 50 pl reactions (both flank and nested) were carried out with 1 pl of sample
DNA, and a final concentration of the following: 1 uM of each primer, 800 uM
dNTP mix, 1.5 mM MgCl,, 1X PCR Buffer (16 mM (NH4),SO4, 67 mM Tris-HCI
(pH 8.8 at 25 °C), 0.01 % Tween-20), and 3.75 U Taq polymerase (Biolase DNA
Polymerase with 10X PCR Buffer; Bioline Inc., Boston, MA, USA). The flank
and nested reactions were carried out the same, using previously described
protocols (Baird et al 1999). Known positive (ATCC 23391) and negative (PCR
H,O substituted for template) controls were run with the samples on each PCR
assay. PCR products were analyzed for the appropriately sized amplicons on a 2
% agarose gel stained with ethidium bromide. DNA from positive conjunctival
samples was purified using a commercially available kit (Qiagen Gel Purification
Kit, Valencia, USA) and submitted for sequencing at a commercially available

laboratory (Macromolecular Research Core Laboratory, Colorado State
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University, Fort Collins, USA). The resulting sequences were then analyzed by
comparison to sequences in the GenBank using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) program on the National Institutes of Health (NCBI) website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Statistics

The Mann Whitney U test was used to detect significant differences in the severity
of clinical signs between groups of cats infected with a single pathogen and
between single and multiple infections. A p-value of < 0.05 was considered
statistically significant. Numbers for true positives (TP), false positives (FP), true
negatives (TN), and false negatives (FN) were calculated, the following formulas
were used to asses the sensitivity = [TP/(TP + FN) x 100] and the specificity =
[TN/(TN + FP) x 100]. For statistical analysis, the commercially available
software package SPSS 13.0.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) was used.

Results

Clinical examination

Conjunctivitis was present with a mean score of 1.7 + 0.9 (Table 2). The severity
of conjunctivitis was mild in 22 cats (grade 1), moderate in 10 cats (grade 2),
severe in 8 cats (grade 3), and very severe in 1 cat (grade 4). Mean scores for
conjunctivitis were 1.6 £ 0.7, 1.4 £ 0.5, and 1.2 &+ 0.4 in cats with single infections
of C. felis, Mycoplasma spp., and FHV, respectively. Cats infected with single and
multiple pathogens had a mean score of 1.4 £ 0.6 and 2.3 £+ 0.9, respectively. This
difference was statistically significant (p = 0.023). Ocular discharge was present
in 36 of 41 cats (88 %). The mean score of ocular discharge was 1.3 + 0.7.
According to the grading system used, grade 0, 1, 2, 3, and 4 was found in 5, 22,
12, 2, and O cats, respectively. Neither single infections nor multiple infections

had a statistically significant influence on the severity of ocular discharge.

FHV

FHV was detected in 11 of 41 cats (27 %). A single infection was present in 5
cats, whereas multiple infections were found in 6 cats. A co-infection with C. felis
was present in 1 cats, whereas triple infections with C. felis and Mycoplasma spp.

were present in 5 cats (Table 2).
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Chlamydophila felis

Twenty-three of 41 cats were positive to C. felis by PCR (56 %) (Table 2),
whereas 10 of 41 cats were positive by IFA (24 %) (Table 3). Eighteen samples
were not evaluated by IFA due to only small numbers of conjunctival cells present
on the slide, even after re-sampling. The sensitivity and specificity of the IFA was

50.0 % and 63.6 %, respectively (Table 3).

Mycoplasma species

An amplicon (150, 200, 300, 400, or 500 bp) consistent with a Mycoplasma spp.
was amplified from conjunctival swabs from 20 of 41 cats (49 %) (Table 2). In
cats tested positive for Mycoplasma spp., co-infections with C. felis were present
in 10 cats (50 %), whereas triple infections with C. felis and FHV were found in 5
cats (25 %) (Table 2). Twelve amplicons from 9 cats were most homologous with
Mycoplasma felis, Mycoplasma canadense, Mycoplasma cynos, Mycoplasma
gateae, Mycoplasma lipophilum, and Mycoplasma hyopharyngis (Table 4).
Mycoplasma felis was identified in 4 of 9 cats. In 4 cats, the amplified sequences
showed a homology to 2 Mycoplasma spp. in which BLAST was unable to

differentiate between both species.

Culture results

Positive cultures of conjunctival swabs were obtained in 15 of 41 cases (37 %).
Streptococcus spp. (5/15), Staphylococcus spp. (4/15), , and Micrococcaceae
(4/15), were present most often. In 2 swabs each, Corynebacterium spp.,
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, and unclassified Gram-negative rods
were cultured (Table 2).

Discussion

In this study, the prevalence of FHV, C. felis, Mycoplasma spp., and aerobic
bacteria in cats with conjunctivitis was evaluated. The number of cats positive for
FHV (27 %) is similar to other published data in which a prevalence of 33 and 36
% was reported (Rampazzo et al 2003, Volopich et al 2005).

A high number of cats were tested positive for C. felis with a prevalence of 56 %.
A similar prevalence was found in Japan and Switzerland (Cai et al 2002, von
Bombhard et al 2003), but PCR results were positive in 0 — 20 % of cats with
conjunctivitis in other studies (Rampazzo et al 2003, Volopich et al 2005). Some
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of the cats included in the present study originated from one household or farm.
Close contact between these cats may have contributed to a higher infection rate.
IFA is a common method to identify Chlamydiae (Wills et al 1984, Nasisse et al
1993). The commercially available test performed in this study is routinely used
to detect the human species Chlamydia trachomatis, Chlamydophila psittaci, and
Chlamydophila pneumoniae. It was also used to assess Chlamydia/Chlamydophila
species prevalence in cats and turkeys (Vanrompay et al 1994, Gerhardt et al
2006). However, in this study, test results could only be obtained in 23 of 41 cats.
Low cell numbers were obtained in all other cats resulting in 18 inadequate
samples. Reasons such as small sampling site, less shedding of infected cells, and
trapping of cells on the swab have to be considered. However, the same test was
used in another study in which the same sampling method was used without these
problems (Gerhardt et al 2006). One study suggested to take 2 swabs, the first to
clean the sampling site and the second to obtain the sample, using this method, a
higher number of positive results were present on the second sample (Wood and
Timms 1992). In the present study, the surrounding of the eyes were cleaned with
a moist swab before sampling and even re-sampling did not yield in better results.
Another reason for the discrepant results of IFA and PCR may be a low number of
elementary bodies (EB). One experimental study demonstrated that a good
visualization of EB is achieved in samples containing 10’ to 10° EB/ml, whereas
in less concentrated samples (10* to 10° EB/ml) fluorescence was less obvious
(Wood and Timms 1992). Shedding rate may not have been as high as in cats with
acute onset of clinical signs as many of the cats included in this study were
considered to be chronically ill. In these cases, the more sensitive PCR is more
effective in the detection of a small number of EB (Helps et al 2001). Thus, PCR
was shown to be more useful as a diagnostic tool to detect C. felis than IFA.
Mycoplasma spp. are found more often in cats with conjunctivitis compared to
clinically healthy cats (Low et al 2007). Prevalence has been reported to be 16 %
and 25 % (Haesebrouck et al 1991, Low et al 2007). As discussed for C. felis,
close contact between cats in the same household may have lead to a higher
prevalence in the present study. This is the first study evaluating the prevalence of
Mycoplasma spp. among cats with conjunctivitis in Germany. Thus, different
geographic distribution of these pathogens in the cat population may play a role as

well.
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In previous studies, species differentiation found Mycoplasma felis in the majority
of cats with conjunctivitis (Shewen et al 1980, Haesebrouck et al 1991).
Mycoplasma gateae and Mycoplasma arginini were found in conjunctival swabs
of mainly healthy cats and only to a lesser extent cats with conjunctivitis
(Heyward et al 1969, Tan et al 1977). Four of the Mycoplasma spp. found in this
study have not been described to occur in cats so far and have not been mentioned
as pathogens of the conjunctiva in other species. Mycoplasma canadense was
isolated from mastitis in dairy cows, from granulomatous vulvitis in heifers, from
aborted fetuses, and from semen of bulls (Langford et al 1976, Boughton et al
1983, Friis and Blom 1983, Ball and Mackie 1986, Gilbert and Oettle 1990). No
lesions in the respiratory tract of cows were found after experimental infection
(Gourlay et al 1979). Mycoplasma hyopharyngis was detected on the surface of
the mucus membranes of the respiratory tract of asymptomatic pigs (Erickson et al
1986, Friis et al 2003). Mycoplasma cynos was found in the lower respiratory tract
of dogs in correlation with degenerative changes in the bronchial epithelium
(Rosendal 1973, Rosendal and Vinther 1977). Although these species were
isolated from the respiratory tract of cattle, pigs, and dogs, respectively, the
presence in cats may be incidental, and additional research (e. g., experimental
infection studies) is necessary to evaluate the role and the pathogenicity in cats.
BLAST finds regions of local similarity between nucleotide or protein sequences
and calculates the statistical significance of matches (Altschul et al 1990). An
exact determination of the present Mycoplasma sp. was not possible in 3 cases of
this study. Close phylogenetic relationships based on 16S rRNA analysis had been
described to exist between Mycoplasma gateae and Mycoplasma canadense
(Mycoplasma hominis cluster) and Mycoplasma lipophilum and Mycoplasma
hyopharyngis (Mycoplasma lipophilum cluster) (Weisburg et al 1989, Brown et al
1995, Blank et al 1996, Pettersson et al 1996, Pettersson et al 2001). Although a
variety of search tools are available in BLAST, similarity of genome sequences
between mycoplasmas limits the exact prediction of the species.

In a study evaluating the bacterial flora of the conjunctiva in cats with concurrent
inflammation 34 % of 38 cats yield a positive culture which is comparable to our
study (Nasisse et al 1993). The percentage of positive cultures from healthy cats
has been reported to be 33, 58, and 67 % (Campbell et al 1973, Gerding et al
1993, Espinola and Lilenbaum 1996). This seems to be a surprisingly low result

as a higher percentage of positive cultures would be expected due to the
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inflammatory process and the following secondary invasion. It has been suggested
that natural local host defence mechanisms are responsible for the low prevalence
(Campbell et al 1973).

The bacterial spectrum presented in this study is similar to studies evaluating
nasal or oropharyngeal swabs taken from cats with URTD (Schulz et al 2006,
Adler et al 2007, Veir et al 2007). Their presence on the conjunctiva may be
explained by distribution due to grooming of the cats. Although aerobic bacteria
are thought to be secondary invaders, in 4 cats, bacterial culture was positive for
Streptococcus canis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp., or Klebsiella
ozeanae in the absence of primary pathogens. Although these bacteria are part of
the normal bacterial flora, they may have a certain potential to cause respiratory
tract problems, but their influence on the pathogenesis of conjunctivitis is
unknown (Cox 2006, Greene and Prescott 2006, Kruth 2006). As there were
another 4 cats, in which no organisms were identified, false negative PCR results
for primary pathogens may also be an explanation.

There was no significant difference in the severity of clinical signs between cats
with different pathogens (single infections); however, cats with multiple
infections had significantly more severe signs. The damage to conjunctival cells
due to replication of several pathogens may be a suitable explanation. In addition,
the status of infection (acute or chronic), the pathogenicity of the strains, and the
viral and bacterial load have to be considered as well.

In this study, Chlamydophila felis and Mycoplasma spp. were found frequently in
cats with conjunctivitis. BLAST sequencing identified 4 Mycoplasma spp. which
were not reported to occur in cats before. The pathogenetic importance of these
species is unknown, and further studies are needed to evaluate the pathogenicity

of Mycoplasma spp. in cats with conjunctivitis.
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Tables

Table 1. Scoring system used to describe the degree of conjunctivitis and ocular

discharge

Conjunctivitis

0 = no clinical signs

1 = mild conjunctival hyperemia

2 = moderate conjunctival hyperemia and mild chemosis

3 = moderate to severe conjunctival hyperemia and moderate
chemosis

4 = severe conjunctival hyperemia and severe chemosis

Ocular discharge

0 = no discharge

1 = minor serous discharge

2 = moderate serous to mucoid discharge
3 = moderate mucopurulent discharge

4 = severe mucopurulent discharge
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Table 2. Degree of ocular discharge (0 — 4) and conjunctivitis (0 — 4) in all tested

cats with the adjacent pathogens (i. s. = inadequate sample, + = positive PCR

result, - = negative PCR result or culture)

Patient Degree Degree of FHV |C. felis IS\/chopIasma Bacterial species
of ocular g . Pp-
no. discharee conjunctivitis
1scharg PCR |PCR |IFA [PCR Culture
Gram-negative rods
+ - + - .

! ! ! (unclassified)

2 2 3 - + - - -

3 1 1 + - + - -

4 1 | i i i ) Klebsiella ozeanae,
Micrococcus spp.

5 ) ) . ) ) ) Corynebacterium spp.,
Micrococcus spp.

6 2 1 - - - - Staphylococcus aureus

7 2 1 - - is. [+ Streptococcus canis

8 1 1 - - - - -

9 1 1 - + - - Micrococcus spp.

10 1 1 - + is. |- -

11 1 1 + - - - -

12 1 2 - + + - -

13 1 1 - - + - Pseudomonas spp.

14 0 1 + - Ls. |- -
Gram-negative rods

13 2 2 ) * LS - (unclassified)
Enterobacteriaceae,
a-hemolytic

16 ! 2 ) * LS. Streptococcus,
Pseudomonas spp.

17 2 2 - - Ls. |+ -

18 1 1 - - - - -

19 ) 3 n n n ) a-hemolytic
Streptococcus

20 1 1 - - Ls. |+ -

21 0 1 - - Ls. |- -

22 2 3 - - is. |- Streptococcus canis
a-hemolytic

23 1 1 i i Ls |+ Streptococcus, Gram-

o negative rods

(unclassified)

24 1 2 - - - + -

25 0 2 - + Ls |+ -
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26 1 2 + i + Staphylococcus spp.

27 1 3 + i + -

28 0 1 - + - -

29 2 3 + + + -

30 1 1 + + - -

31 2 3 + i + -

32 2 3 + i + -

33 3 4 + + + -

34 1 2 + i + -

35 1 1 + i. - -

36 1 1 + - + -

37 1 1 + - + -

38 3 3 + . + Neisseria-like bacteria
Staphylococcus aureus,

39 2 1 + - + Corynebacterium spp.,
Enterobacteriaceae

40 1 1 + + + Enterobacteriaceae

41 0 2 + - + -
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Table 3. Comparison of Imagen Chlamydia IFA with PCR

No. of results obtained by PCR

Results by IFA No. of specimens

Positive Negative
Positive 10 6 4
Negative 13 6 7

Table 4. Mycoplasma species differentiation based on BLAST sequencing of 12

amplicons isolated from 9 cats

. . 5
Patient A.mp licon Accession No. | Strain /0
No. size homology
7 200 AY741674.1 M. felis strain ATCC 23391 93
AY800341 M. canadense
16 400 97
AF443609 M. gateae
AY 729935 M. lipophil 94
23 200 poparum .
AY816345 M. hyopharyngis 90
26 200 AY274256 M. felis strain MF6 16S rRNA | 100
200 . 96
32 AY471674.1 M. felis strain ATCC 23391
400 97
AY800341 M. canaden
34 150 canadense 99
AY973562 M. gateae
37 200, 500 |AY816345 M. hyopharyngis 95
200 . . 96
38 400 AY741674.1 M. felis strain ATCC 23391 9
39 300 AF5388682 M. cynos 94
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Abstract

Background - Upper respiratory tract disease (URTD) of cats is caused by a
number of pathogens including Chlamydophila felis and Mycoplasma species
(spp.). For effective treatment of both infections, doxycycline or enrofloxacin are
recommended but adverse effects, limit their use in cats.

Hypothesis - That the fluoroquinolone pradofloxacin is effective against C. felis
and Mycoplasma infection in cats with URTD or conjunctivitis.

Animals - Thirty-nine cats with signs of URTD or conjunctivitis.

Methods - Placebo controlled, double blind clinical trial. Cats were randomly
entered into 1 of 2 treatment groups: treated orally with either 5 mg/kg
pradofloxacin q24h or 5 mg/kg doxycycline ql2h for 42 consecutive days.
Changes in health status and clinical scores were evaluated. Presence of C. felis
and Mycoplasma spp. was determined by quantitative polymerase chain reaction
(PCR) and nested PCR of conjunctival swabs, respectively.

Results - At the beginning of the study, C. felis and Mycoplasma spp. were
detected in 23 and 20 cats, respectively. Cats of both groups responded rapidly
with a marked improvement in clinical signs within the first week. During
treatment with either drug, C. felis DNA copy number declined quickly. Complete
elimination of Mycoplasma spp. was achieved in both groups, however, while all
cats receiving doxycycline eliminated C. felis, 4 cats treated with pradofloxacin
remained PCR-positive.

Conclusion and clinical relevance - This study demonstrates that both
pradofloxacin and doxycycline have good efficacy against C. felis and
Mycoplasma spp. resulting in a marked improvement of clinical signs. However,
C. felis DNA remained in some cats after treatment with pradofloxacin suggesting

infection might not have been eliminated.

Keywords

FURTD, conjunctivitis, PCR, doxycycline, fluoroquinolone, treatment
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Upper respiratory tract disease (URTD) in cats is a common problem of
predominantly young cats and kittens in the post-weaning period. Many of the
causes are infectious and so contact between cats facilitates transmission. Thus,
cats grouped together in multiple cat households, breeding institutions, and animal
shelters are infected frequently.'” Chlamydophila felis (C. felis) is an obligate
intracellular bacterium that replicates in conjunctival cells causing conjunctivitis
in cats. In a recent study in Germany, 8.2 % of cats in multiple cat households
with history of URTD were infected with C. felis.* Because C. felis can exist as an
intracellular reticulate body, effective treatment is difficult, and complete
elimination of the bacteria is not always achieved.” Mycoplasma species (spp.) are
wall-less bacteria detected on mucous membranes of the conjunctiva, respiratory
tract, and genital tract of cats.® They can be isolated frequently in cats with
conjunctivitis, and in one study, Mycoplasma spp. DNA was amplified from
conjunctival cells of more cats with conjunctivitis than of healthy controls.”*

C. felis can be effectively treated with tetracyclines, including doxycycline,

- . 9,10
and the fluoroquinolone enrofloxacin.”

The drug of choice is currently
doxycycline which had been used effectively in a number of experimental
studies.'""* However, both drugs are associated with a variety of adverse effects.
Tetracyclines can lead to gastrointestinal side effects, esophageal strictures, and
administration to pregnant queens or kittens in the first few months of life should
be avoided because of calcium chelate formation in bones and teeth resulting in
growth retardation and tooth discoloration.'*'® Enrofloxacin has been associated
with retinal degeneration in cats, especially if used at higher dosages.'” Clinical
signs associated with Mycoplasma spp. infections also often resolve after
administration of tetracyclines or fluoroquinolones; tylosin seems to be effective
as well.'"®"”

The fluoroquinolone pradofloxacin is not toxic in cats and failed to induce
fluoroquinolone-induced retinal changes even at serum high concentrations.”®*'
The drug exhibits a broad spectrum activity against Gram-negative and Gram-
positive bacteria.”? Therefore, it could be a good candidate for the treatment of
cats with bacterial causes of URTD. The aim of this study was to investigate the
efficacy of pradofloxacin in the treatment of cats with clinical signs of URTD and

its ability to eliminate C. felis and Mycoplasma infection in these cats.
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Materials and Methods

Cats

Forty-five cats with signs of URTD or conjunctivitis that were presented at the
Veterinary Teaching Hospital of the LMU University of Munich between April
2004 and December 2005 were included in the study. Inclusion criteria were
presence of URTD or conjunctivitis and negative serum test results for feline
leukemia virus antigen and feline immunodeficiency virus antibodies®. Owners
had to give their consent for participation. Exclusion criteria were an age of less
than 6 months, pregnancy or weaning, evidence of renal or liver failure, CNS
disease, and pre-treatment with antibiotics during the past 6 weeks. Six cats did
not complete the study; four were euthanized because of the development of feline
infectious peritonitis (three cats) or an oropharyngeal squamous cell carcinoma
(one cat), one cat was impossible to treat, and one cat developed severe diarrhea.
Thirty-nine cats completed the study. Of these, 10 (26 %) were client-owned, 11
(28 %) were farm cats, and 18 (46 %) came from animal shelters. All patients
were domestic short hair cats with an average weight of 2.6 = 1.1 kg (0.6 to 5.0
kg). Of the cats, 21 were female (8 intact, 13 neutered) and 18 were male (6 intact,
12 neutered). The age of most cats could only be estimated. Thirteen cats were
younger than 1 year, 16 cats were between 1 and 4 years of age, 8 cats were
between 5 and 8 years of age, and 2 cats were between § and 12 years of age. The
vaccination status was only known for the 10 client-owned cats, of which 4 were
vaccinated regularly. The history about duration of clinical signs was unknown for

the majority of cats.

Design of the study

The study was performed as a controlled double-blinded study. Cats were
randomly assigned to one of 2 study groups. Cats in group P (n = 17) were
administered 5 mg/kg pradofloxacin® P.O. every 24 hours and placebo every 12
hours. Cats in group D (n = 22) were administered 5 mg/kg doxycycline® every 12
hours and placebo every 24 hours. All compounds were given orally for 42
consecutive days. A treatment period of 6 weeks (42 days) is the currently
recommended regime to eliminate C. felis infections.'’ Substances used as
placebos had the same colour and consistency, but did not contain any

antimicrobial agents. All investigators involved were blinded until the end of
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study.

Examination schedule and sample collection

Cats were examined daily during the first week, and thereafter on days 14, 28, and
42. Clinical signs evaluated included ocular and nasal discharge, sneezing,
conjunctivitis, breathing pattern, and lung sounds (Table 1). Each sign was
assessed separately and subsequently, the total score was calculated summarizing
the score of each sign. The maximum possible total clinical score was 18. General
health status and quality of life was determined using the modified Karnofsky’s
score.” This scoring system uses behaviour patterns such as eating, playing,
sleeping, grooming, and outdoor activities. The degree of certain behaviour
patterns is expressed in percentage ranging from 100 % (cat with normal
behaviour) to 0 % (death of the cat). Complete blood counts (CBC) and chemistry
profiles were investigated on day 0, 3, 7, 14, 28, and 42.

On day 0, swabs for the detection of feline herpesvirus (FHV), feline
calicivirus (FCV), C. felis, and Mycoplasma spp. were obtained. Follow-up swabs
for C. felis and Mycoplasma spp. were taken on day 3, 7, 14, 28, and 42.
Oropharyngeal swabs for the detection of FCV were obtained using sterile plain
cotton swabs®, which were rolled over the mucus membrane of the oropharynx of
each cat. The cotton tip of a swab was gently scraped over the conjunctival
surface to collect ocular samples for the detection of FHV, C. felis, and
Mycoplasma species. All swabs were returned into their covers immediately after
sampling and stored at -70 °C until analyzed. A multiplex real-time polymerase
chain reaction (PCR) was run to detect FHV, FCV, and C. felis. For Mycoplasma
spp., a nested PCR was performed.

DNA isolation

For isolation of the total nucleic acid (DNA and RNA), the cotton swabs were
placed in a 96 deep-well block containing 300 pl phosphate buffered saline, 300
ul buffer BQ1 and 30 ul proteinase K® per well. The block was covered and the
swabs incubated in a shaker/incubator' for 15 minutes at 70 °C and 500 rpm. 300
pl of 100 % ethanol was added to the swab, mixed, and the liquid was transferred
to a 96 well spin plate. Subsequent procedures were performed as outlined by the

manufacturer. The total nucleic acid was eluted in 100 pl buffer BE and stored at -

80 °C.
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PCR for FCV, FHV, and Chlamydophila felis

To reverse transcribe the FCV RNA present in the nucleic acid samples, the
following reaction was set up on ice: 10 ul of 2 X Platinum QRT-PCR
Thermoscript®, 0.25 ul of 10 uM FCV reverse primer (Table 2), 0.5 ul
Thermoscript/Platinum Taq mix and 9.25 pl template nucleic acid. The reaction
was incubated at 55 °C for 30 minutes to allow reverse transcription and 85 °C for
5 minutes to inactivate the Thermoscript. A duplex real-time PCR assay to detect
FCV and feline 28S rDNA was set up as follows: 12.5 ul 2X Hotstartaq”, 1.5 pl of
50 mM magnesium chloride, 100 nM FCV primers and probe, 100 nM feline 28S
primers and probe, 5 pl cDNA/gDNA from above and water to bring the volume
to 25 ul. Thermal cycling was performed in an iCycler iQ' for 1 cycle of 95 °C for
15 minutes, followed by 45 cycles of 95 °C for 10 seconds and 60 °C for 30
seconds. Fluorescence was detected at 575 and 620 nm at each annealing step (60
°C).

The 3-way multiplex real-time PCR assay to detect FHV, C. felis, and
feline 28S rDNA was set up as follows: 12.5 ul 2X Hotstartaq, 1.5 pl of 50 mM
magnesium chloride, 100 nM FHV primers and probe, 100 nM C. felis primers
and probe, 100 nM feline 28S primers and probe, 5 pl genomic DNA, and water
to bring the volume to 25 pl. Thermal cycling was performed as described for
FCV except that the annealing step (60 °C) was increased to 60 seconds.
Fluorescence was detected at 530, 620, and 680 nm at each annealing step (60
°C).

The duplex real-time PCR assay to detect C. felis and feline 28S rDNA on
the swabs from all follow-up examinations was set up like the 3-way multiplex
real-time PCR but without the FHV primers and probe. Thermal cycling was
performed as described for FCV, and fluorescence was collected at 530 nm and
620 nm at each annealing step (60 °C). All reactions were run in duplicates.

PCR data were analysed using the iCycler software version 3 as described
previously.™" Threshold cycle values (Ct) were calculated using a threshold of
100 relative fluorescence units (RFU) for the FAM channel, 20 RFU for the Hex
channel, 50 RFU for the Cy5 channel, and 25 RFU for the Texas Red channel. To
facilitate comparisons between swabs and calculate relative copy numbers, the C.
felis Ct values were normalised to the 28S Ct values. For each swab, the 28S Ct
was adjusted to 30 through the application of a correction factor (CF), where CF =
28S Ct - 30. The CF value was then subtracted from the C. felis Ct for each swab
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to create a normalised C. felis Ct value: normalised C. felis Ct = C. felis Ct - CF.
Relative copy number (RCN) values were generated based upon the notion that a
C. felis Ct value of 45 equates to a template copy number of 1. Each swab was
then given a delta Ct (ACt) value, where ACt = 45 - corrected C. felis Ct. A RCN
was assigned to each swab by calculating 1.9 ACt, as the reaction has been shown
to be 92 % efficient.”* To allow the results to be plotted on a log scale, 1 was

added to each relative copy number result.

PCR for Mycoplasma species

The PCR was performed utilizing previously described primers for both the
flanking (Myc for 1, Myc rev 1) and nested reactions (Myc for 2, Myc rev 2)
(Table 1).° The 50 ul reactions (both flanking and nested) were carried out with 1
ul of sample DNA and a final concentration of the following: 1 uM each primer,
800 uM dNTP mix, 1.5 mM MgCl,, 1X PCR Buffer (16 mM (NH,4),SO4, 67 mM
Tris-HCI (pH 8.8 at 25 °C), 0.01 % Tween-20), and 3.75 U Taq polymerasej. The
flanking and nested reactions were carried out using the previously described

protocols.*

Statistics

Statistical analysis was performed using a commercial software package*. The
Mann-Whitney U test was used to detect 1) differences in the distribution of
pathogens among both treatment groups on day 0, 2) differences in Karnofsky’s
score, mean clinical scores, and mean relative copy numbers at each time point
between treatment groups, and 3) differences in the clinical scores between groups
infected with either Mycoplasma spp. or C. felis at the beginning and the end of
the study. To detect differences in laboratory variables Student’s t-test was used.
The Fisher’s exact test was used to investigate differences in the number of cats in
which C. felis and Mycoplasma infections were eliminated. The mean time
necessary to clear infections was estimated by Kaplan-Meier survival analysis. A

p value of < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Pathogens present at the beginning of the study

Nucleic acids of FCV, FHV, C. felis, or Mycoplasma spp. were present in 38 of 39
(97 %) cats at the beginning of the study (Table 3). There was no statistically
significant difference regarding the pathogenetic distribution between both

treatment groups.

Change in clinical signs and laboratory parameters

On day 0, mean body temperature was 38.9 £ 0.5 °C and 38.8 = 0.3 °C in group P
and D, respectively. Treatment in both groups resulted in rapid improvement of
the general health status. According to the Karnofsky’s score, mean general health
status of 88 = 11 % and 89 =+ 14 % on day 0 improved to 99 + 2 % and 100 + 0 %
on day 7 in cats treated with pradofloxacin and doxycycline, respectively (Fig 1).
There was no statistically significant difference between both groups on any
examination day.

Signs of URTD improved within 7 days after initiating treatment. Mean
total clinical score of cats treated with pradofloxacin improved from an average of
4.9+ 1.7 on day 0 to 0.9 = 0.9 on day 7. Cats treated with doxycycline had a mean
total clinical score of 4.5 + 2.4 on day 0 which decreased to 1.4 + 1.5 on day 7
(Fig 2). Differences in clinical signs were not statistically significant different
between the treatment groups on each examination day. At the end of the
treatment period, however, 12 of 17 cats in group P and 8 of 22 cats in group D
still had minor signs of URTD. Co-infections with both viruses were present in 9
and 8 cats of group P and group D, respectively. This was not statistically
significant different between both groups.

Occasionally, cats in both groups developed vomiting and diarrhea.
Vomiting was observed on single days and occurred only once per day (5 cats in
group P, 4 cats in group D). Diarrhea was present in 5 cats in total (2 in group P, 3
in group D) and persisted up to two days in 4 cats. The fifth cat treated with
doxycycline had to be withdrawn from the study on day 7 due to severe diarrhea
for 5 days. Data obtained from this cat were not included into analysis. Clinical
signs resolved in all other cats without any specific therapy. On day 42,
pododermatitis on all 4 paws was observed in one cat treated with doxycycline.

On day 0, no laboratory values of any cat included in the study were above
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the reference range. Mean serum alanine transferase (ALT) activity was within the
reference range (0 — 114 IU/L) in both treatment groups on each day of
investigation. However, mean values in cats treated with doxycycline increased
from 64 + 29 TU/L on day 0 to 92 + 72 IU/L and 93 + 61 IU/L on day 28 and 42,
respectively. Elevations above the reference range were present in 3 cats on day
28 and in 4 cats on day 42. Values on day 28 and 42 were statistically significant
(day 28: P =.022; day 42: P = .042) higher than values on day 0. No changes in
any other serum parameters developed during treatment with doxycycline and no
changes were observed during pradofloxacin treatment.

Mean white blood cell count was 20.92 + 8.99 x 10*/ul (6.03 to 36.3 x
10°/pl) on day 0. Seventeen of the 39 patients (44 %) had a leukocytosis (> 20.1 x
10°/ul). A mild left shift with 0.83 + 1.65 x 10°/ul banded neutrophils was present
in 20 of 39 cats (53 %). In both groups, a normalization of the leukocyte counts

was achieved within one week of initiating therapy.

Presence of Chlamydophila felis

C. felis PCR was positive in 23 of 39 cats (59 %) on day 0 (10 cats in group P, 13
cats in group D) Two cats treated with pradofloxacin remained positive
throughout the treatment period. Two cats displayed positive results at the end of
treatment despite negative test results in between. One cat was PCR negative on
day 28, but was positive on the previous (day 14) and on the following sampling
day (day 42). The other cat showed a positive test result on day 42, although
tested negative on days 7, 14, and 28, (Fig 3 and 4, Table 4). On day 42, the
number of cats with positive C. felis PCR assay results was significantly different
(x* = 5.77, P = .016) between the treatment groups. Estimated mean duration of
treatment for C. felis infections in cats was for pradofloxacin 28.8 + 2.2 days and
for doxycycline 23.4 + 1.7 days (Fig 5).

On day 0, C. felis mean relative copy numbers in cats were 376,296 +
653,108 and 27,614 + 53,960 in group P and group D, respectively (P = .23). Two
C. felis genomic DNA samples with Ct values of 19 and 27 were run in triplicate
on 4 occasions. The maximum difference was 1.2 Ct, which equates to 2 fold.
Treatment resulted in a decrease in C. felis relative copy numbers in both groups.
At the end of the treatment period, there was no statistically significant difference
in mean relative copy numbers between both groups, although all cats in group D

became negative, while 4 cats in group P were still positive for C. felis by PCR on
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day 42 (P = .12).

Detection of Mycoplasma species

Mycoplasma spp. DNA was amplified in conjunctival swabs from 18 of 39 cats
(46 %) (8 cats in group P, 10 cats in group D) and in oral swabs from 25 of 39
cats (64 %) (11 cats in group P, 14 cats in group D). Two cats negative for
Mycoplasma spp. on day 0 were positive on day 3 and one cat on day 28. All cats
positive for Mycoplasma spp. on day 0 or on day 3 or 28 were negative on day 42
(Table 5). Mean elimination of Mycoplasma spp. was estimated to be 19.7 + 2.1
days and 18.9 £ 1.7 days for treatment with pradofloxacin and doxycycline,

respectively (Fig 6).

Discussion

The aim of this study was to evaluate the efficacy of pradofloxacin and
doxycycline in the treatment of URTD and infections with C. felis and
Mycoplasma in cats. The prevalence and variety of pathogens detected by PCR in
the current study are similar to those reported by other authors. In this study, 72 %
of the cats were infected with FCV and 28 % of the cats with FHV. In other
publications, FCV and FHV had been detected in cats with URTD with a

prevalence of 33 % to 80 % and 11 % to 54 %, respectively.'~*"%

The prevalence
of C. felis (59 %) and of Mycoplasma (46 %) in this study was higher than
reported in most other investigations, which can be explained by the selected
inclusion of cats with conjunctivitis.® Additionally, the majority of cats included
in the study originated from multiple cat environments (shelters, farms) in which a
higher percentage of infections are expected compared to cats from single cat
households.

C. felis was detected in 23 cats in the current study. Mean relative copy
numbers declined over time and clinical scores declined over time regardless of
the drug administered. In 3 cats (1 cat in group P, 2 cats in group D), however, C.
felis DNA was intermittently detectable without clinical signs of conjunctivitis at
these time points. In a study of Dean and co-workers (2005) similar observations
were made in 3 experimentally infected cats receiving a 14 day course of
doxycycline.'" C. felis has also been detected in organs, for example

gastrointestinal tract, lungs, and genital tract.'**® Hence, persistent infections in
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other organs, without presence in the conjunctiva, may contribute to intermittingly
negative PCR results when the infection has not been eliminated."'

Clinical signs of URTD improved within a week of initiating therapy with
no statistically significant difference between the treatment groups. Treatment
response might be due to the elimination of C. felis and Mycoplasma spp., but
might also be due to treatment of secondary infections such as Staphylococcus
spp. and Streptococcus spp. this seems to be especially likely in virally infected
cats without Mycoplasma and C. felis infections. Field studies in cats with URTD
using other fluoroquinolones such as marbofloxacin and enrofloxacin also

demonstrated good efficacy.””"

However, in our study a clinical cure was not
achieved in all cats. Remaining signs mainly consisted of conjunctivitis and ocular
discharge. It can be assumed that in some cats signs persisted due to co-infection
with FHV. In 4 other cats, C. felis was not eliminated due to treatment failure of
pradofloxacin. Three of these cats showed clinical signs on day 42. Alternatively,
chronic changes, such as occlusion of the nasolacrimal duct, symblepharon, and
adhesions of the conjunctiva to itself or to the cornea, are known to develop
during chronic URTD and are unlikely to fully resolve.*”

Treatment resulted in a rapid decline in mean relative C. felis copy
numbers in both groups. Six of 10 cats treated with pradofloxacin became
negative at day 42 of the study. Two cats, however, remained positive throughout
the study. In these cats, copy numbers did not decrease. In the 2 other cats, C. felis
was not detected on day 28, but the cats were positive again on day 42. An
increase in relative copy numbers on day 42 was correlated with clinical signs in
one of these 2 cats. Treatment failure may be due to insufficient absorption or
distribution of the drug, poor compliance, or antimicrobial resistance.
Pradofloxacin has excellent pharmacokinetic properties including quick
absorption, development of high serum concentration, and good
bioavailability.*>* One study demonstrated a high concentration of pradofloxacin
in neutrophils.” However, data are missing whether pradofloxacin penetrates into
tissue cells. It may be possible that it is taken up into cells to a lesser extent than
doxycycline which may explain the treatment failure in 2 cats of group P.
Vomiting or diarrhea, which might have interfered with the absorption of the
antimicrobial agent in the gastrointestinal tract, were only observed occasionally
and occurred in the doxycycline group as well. Hence, GI problems as a reason

for treatment failure is unlikely. Poor compliance of the owners and failure to
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administer the drugs are the major reasons for re-occurrence of disease.'>*® Both
of the cats in which C. felis persisted until the end of the treatment period stayed
in the hospital throughout the whole study period, and treatment was part of the
daily routine of hospitalized cats. Staff members were specifically instructed
about handling of the drugs and application. Thus, it is very unlikely that the
drugs were administered incorrectly in these cats. Resistance of Chlamydophila
spp. to antimicrobials is difficult to test and does not seem to be very common.
Susceptibility testing in culture has been shown not to be reliable and test results
did not correlate well with the clinical outcome of the patients.37 A few case
reports about treatment failure due to resistant strains of Chlamydia trachomatis

38-40
d.

in humans have been publishe Acquired resistance of Chlamydia

trachomatis to fluoroquinolones can be caused by mutation in the DNA gyrase
gene and can be produced experimentally in vitro during serial cell passages.*'**
This phenomenon did not develop in Chlamydophila pneumoniae suggesting that
the efficacy of antimicrobial drugs depends on the degree of metabolic activity in
the target bacteria.*” No data exists on the development of antibiotic resistance in
C. felis, and thus, resistance remains a potential cause for the treatment failure.

Treatment with doxycycline resulted in a clearance of C. felis DNA by day
42 in all patients. Thus, it can be confirmed that the efficacy of doxycycline in the
treatment of C. felis infections in cats is similar to previously published work.'""
1336 A 21 day course of doxycycline is recommended to treat C. felis infection, but
clinical signs reoccurred after a treatment period of 21 days, suggesting that a
treatment period of 21 days is not enough.'"'? A 28 day course of doxycycline
was therefore recommended.'' In our study, 2 cats still showed shedding of C.
felis on day 28. Thus, a treatment period of 42 days was necessary to eliminate
infection in all cats.

Mycoplasma spp. have been shown to be susceptible to several
fluoroquinolones and tetracyclines in vitro.*** In our study, 9 cats treated with
pradofloxacin and 11 cats treated with doxycycline became Mycoplasma spp.
DNA negative after a mean treatment period of 20 and 19 days, respectively. This
clinical trial, therefore, demonstrated a good efficacy of both substances in the
elimination of Mycoplasma spp. in vivo. However, to treat these organisms
effectively, a treatment period of 42 days is recommended due to the positive PCR
results on day 28 in 3 of 20 cats.

Vomiting and diarrhea occurred in cats of both treatment groups. Many
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antimicrobial agents may cause gastrointestinal side effects. With doxycycline,
gastrointestinal upset is believed to develop because of changes in the natural
enteric flora as well as esophageal, gastric, and intestinal irritation.'® ALT activity
increased continuously during treatment with doxycycline. Increase in ALT is a
result of liver cell damage or membrane destabilization rather than due to enzyme
activation. Tetracycline-induced hepatotoxicity had been shown to cause increase
in liver enzyme activity such as ALT and alkaline phosphatase.* Tetracyclines
are also known to have effects on the skin such as inducing photosensitivity with
erythema and edema following UV light exposure.46 Whether the development of
the pododermatitis in one cat was connected to the treatment, however, remains
uncertain. No cases of pododermatitis following doxycycline therapy have been
published so far.

In this study, treatment of C. felis infections was significantly more
effective when doxycycline was used. While administration of pradofloxacin
effectively eliminated Mycoplasma and lead to similar improvement of clinical
signs and well-being, C. felis infection was not eliminated in 4 of 10 cats.
Pradofloxacin, however, can be used as an alternative in URTD and conjunctivitis
due to C. felis or Mycoplasma in young cats and in cats with liver disease in

which doxycycline should be avoided.
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Tables

Table 1. Scoring system for clinical signs evaluated in cats with URTD or

conjunctivitis.

conjunctivitis

0 = no clinical signs

1 = mild conjunctival hyperemia

2 = moderate conjunctival hyperemia and mild chemosis
3 = moderate to severe conjunctival hyperemia and
moderate chemosis

4 = severe conjunctival hyperemia and severe chemosis

ocular and nasal

0 = no clinical signs

discharge 1 = minor serous discharge
2 = moderate serous to mucoid discharge
3 = moderate mucopurulent discharge
4 = severe mucopurulent discharge
sneezing 0 = absent
1 = occasionally
2 = frequently
breathing pattern 0 = normal

1 = mild dyspnoe
2 = moderate to severe dyspnoe

lung sounds

0 = absent
1 = mild abnormal lung sounds
2 = moderate to severe lung sounds
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Table 2. Primer and probe sequences used in the PCR assays.

Primer or probe sequence

C. felis for

5’-GAACTGCAAGCAACACCACTG-3’

C. felis rev

5’-CCATTCGGCATCTTGAAGATG-3’

C. felis Tagman

5’-FAM-CGCTGCCGACAGATCAAATTTTGCC-BHQI1-3’

288 tDNA for | 5~AGCAGGAGGTGTTGGAAGAG-3’
28StDNArev | 5~-AGGGAGAGCCTAAATCAAAGG-3’

%if’pﬂzyA 5’-Texas Red-TGGCTTGTGGCAGCCAAGTGT-BHQ2-3
FCV for 5-GTTGGATGAACTACCCGCCAATC-3’

FCV rev 5-CATATGCGGCTCTGATGGCTTGAAACTG-3
FCV Tagman | 5’-Hex-TCGGTGTTTGATTTGGCCTG-BHQI-3’
FHV for 5-GGACAGCATAAAAGCGATTG-3’

FHV rev 5-AACGTGAACAACGACGCAG-3’

FHV Tagman | 5’-CY5-AATTCCAGCCCGGAGCCTCAAT-BHQ3-3’
Mye for 1 5~ ACACCATGGGAGCTGGTCAT-3’

Myec rev 1 5’-CTTC(AT)TCGACTT(CT)CAGACCAAGGCAT-3
Myec for 2 5’ -GTTCTTTGAAAACTGAAT-3’

Myec rev 2 5-GCATCCACCA(AT)A(AT)ACTCT-3’

BHQ, black hole quencher; C. felis, Chlamydophila felis; CY-5, cyanine 5; FAM,
carboxyfluorescein; FCV, feline calicivirus; FHV, feline herpesvirus; for,
forward; Hex, hexachloro-fluorescein; Myc, Mycoplasma; PCR, polymerase chain
reaction; rDNA, ribosomal deoxyribonucleic acid; rev, reverse.
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Table 3. Infectious pathogens present in cats with URTD or conjunctivitis at the
beginning of the study and their distribution among treatment groups. Results are
based on pharyngeal swabs (FCV) and conjunctival swabs (FHV, C. felis,
Mycoplasma spp.). Prevalence rates between groups P and D were compared by
the Mann-Whitney U test with significance defined as P < 0.05.

both groups group P | groupD | P
number of cats included 39 (100 %) 17 22
total number of pathogens
FHV 11 (28 %) 7 4 114
FCV 28 (72 %) 12 16 .883
C. felis 23 (59 %) 10 13 987
ey |5 e | s [ o [
xﬁ;’izr;axf b 25 (64%) 11 14 | .945
co-infections
FHV + FCV 5 (13 %) 4 1 .079
C. felis + Mycoplasma spp. | 11 (28 %) 6 5 387
all 4 pathogens 4 (10 %) 2 2 785

C. felis, Chlamydophila felis; FCV, feline calicivirus; FHV, feline herpesvirus;
spp., species.
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Table 4. Mean clinical scores, individual conjunctivitis score, and status of
infection at each time point in cats treated with pradofloxacin.

day of study
cat#
0 3 7 14 28 42
status of infection
conjunctivitis score
Pl FHV, FCV
1 0 0 0 0 0
FHV
P2 1 0 0 0 0 0
FHV, FCV
P3 2 0 0 0 0 0
FCV
P4 1 1 1 1 0 1
FHV, FCV
P3 1 0 0 0 0 0
P6 FCV, Cf,M Cf,M Cf,M Cf,M M
2 0 0 0 0 0
FCV
P7 1 1 0 0 0 0
P8 FHV,FCV,Cf | CEM Cf M
3 2 1 0 0 1
PO FHV, FCV, Cf, M Cf Cf
3 1 1 1 0 0
FCV
P10 1 0 0 0 0 0
P11 Cf,M Cf Ccf Ccf Ccf Ccf
3 1 1 1 1 1
Ccf
P12 1 0 0 0 0 0
P13 Cf,M Cf Ccf Ccf Ccf Ccf
3 2 1 1 0 1
FCV, Cf,M Cf
P14 2 1 1 1 1 1
Cf,M Ccf Ccf Ccf Ccf
P15 3 2 0 0 1 1
FCV, Cf,M Ccf
P16 1 1 0 0 0 0
P17 FHV, FCV, Cf, M Cf
2 1 0 0 0 0
mean clinical scores
breathing pattern 02+0.6 01+£02(01+£02(01+03]0.1+02 0
lung sounds 0.3+0.6 0.1+03[01+02]03+05]01+03]0.1+£0.3
sneezing 0.5+0.7 02+04 0 03+06]01+£03(0.1+£03
nasal discharge 0.8+0.8 02+04[01+02]02+06]01+02]02+04
ocular discharge 1.4+0.8 08+0604+05(03+05]04+05]05=+0.5
conjunctivitis 1.8+1.0 08+08 [04+05| 03+05[0.1+£03]04+0.5

Cf, positive for Chlamydophila felis; FCV, positive for feline calicivirus; FHV,
positive for feline herpesvirus; M, positive for Mycoplasma spp.
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Table 5. Mean clinical scores, individual conjunctivitis score, and status of
infection at each time point in cats treated with doxycycline.

day of study
cat#
0 3 7 14 28 42
status of infection
conjunctivitis score
Cf
DI 3 1 0 0 0 0
D2 1 2 1 1 1 1
FCV
D3 1 0 0 0 0 0
FCV, Cf Cf
D4 1 0 0 0 0 0
FCV, Cf Cf
D5 0 0 0 0 0 0
FCV, Cf Cf
D6 2 1 1 1 0 0
FCV
D7 1 0 0 1 0 0
FHV, FCV
D8 0 0 0 0 0 0
FCV, Cf Cf Cf
D9 2 1 1 0 0 0
FCV,M M M
D10 2 2 2 1 0 0
M M
DIl 1 1 0 0 0 2
FCV M
D12 1 0 0 0 0 0
FCV
D13 3 2 1 1 0 0
M
D14 2 1 0 0 0 0
FCV, Cf,M Cf
DI5 2 0 1 0 0 0
FHV, FCV, Cf, M Cf Cf
D16 2 1 1 0 0 0
D17 FCV, Cf,M Cf,M Cft,M Ccf M
3 2 1 0 0 0
FCV, Cf,M Cf Cf
D18 4 2 1 0 0 0
FCV, Cf
D19 1 1 1 1 1 1
FHV, Cf, M Cf
D20 1 1 0 0 1 0
Cf,M Cf Cf
D21 1 2 0 0 0 0
D22 FHV, FCV, Cf, M Cf Cf Cf Cf
1 2 2 0 0 0
mean clinical scores
breathing pattern 02+04 01£04(01+£02]01+£03]0.1+03(0.1+0.2
lung sounds 0.3+0.6 03+05(102+04102+04]02+04]0.1+04
sneezing 04+0.7 02+04[01+03]01+04]02+04]0.1+£0.3
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nasal discharge 09+0.8 05+06(01+04]01+03]0.1+04(0.1+0.3
ocular discharge 1.1+0.8 0.7£0.7 [ 03+05]102+£05]102+04]02+£04
conjunctivitis 1.6+1.0 1.0+08 [ 06+0.7]03+£05]01+03[02+0.5

Cf, positive for Chlamydophila felis; FCV, positive for feline calicivirus; FHV,

positive for feline herpesvirus; M, positive for Mycoplasma spp.
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Fig 1. Improvement of the Karnofsky’s score (0 — 100 %) in cats with upper
respiratory tract disease treated with pradofloxacin or doxycycline during the first
week of treatment.

solid line = pradofloxacin; dashed line = doxycycline
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Fig 2. Improvement of mean total clinical scores in cats (maximum 18) treated
with pradofloxacin or doxycycline during the first 7 days of treatment.
solid line = pradofloxacin; dashed line = doxycycline
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Fig 3: Effect of treatment with pradofloxacin for 42 days on relative copy
numbers of Chlamydophila felis (10 cats).
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Fig 4: Effect of treatment with doxycycline for 42 days on relative copy numbers
of Chlamydophila felis (13 cats).
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Fig 5. Efficacy of treatment in cats with C. felis infections using pradofloxacin
and doxycycline (percentage of cats at each time point).
solid line = pradofloxacin; dashed line = doxycycline
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Fig 6: Efficacy of treatment in cats with Mycoplasma spp. infections using
pradofloxacin and doxycycline (percentage of cats at each time point).
solid line = pradofloxacin; dashed line = doxycycline
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Footnotes

* SNAP FIV Antibody/FeLV Antigen Combo Test; IDEXX Laboratories,
Woerrstadt, Germany

® Veraflox Oral Suspension 2.5 %; Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Germany
¢ Vibravet; Pfizer, West Ryde, Australia

4 Plain dry swab in peel pouches 155C; Copan Italia S.P.A., Brescia, Italy

¢ Nucleospin 96 blood kit; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Germany
"Vortemp 56; Appleton Woods, Birmingham, UK

& Invitrogen, DH Breda, The Netherlands

h Qiagen, Crawley, UK

' Bio-Rad Laboratories Ltd., Hempstead, UK

J Biolase DNA Polymerase with 10X PCR Buffer; Bioline Inc., Boston, USA
kSpPSs 13.0.0.; SPSS Inc., Chicago, USA
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V1. Diskussion

1. Erreger des Katzenschnupfenkomplexes

Die Prédvalenz der mittels PCR ermittelten Erreger dhnelt denen aus anderen
Studien. Bei Katzen mit Katzenschnupfen variiert die Privalenz von FCV
zwischen 33 % und 80 % und von FHV zwischen 11 % und 54 % (HARBOUR et
al., 1991; NASISSE et al., 1993; BINNS & DAWSON, 1995; SYKES et al.,
1999a; HELPS et al., 2005). In dieser Studie wurden bei 72 % der Katzen FCV
und bei 28 % der Katzen FHV nachgewiesen. Die unterschiedliche Héufigkeit der
beiden Erreger wird vermutlich durch das Ausscheidungsverhalten bestimmt.
FCV ist durch seine kontinuierliche Ausscheidung einfacher zu finden als FHV,
das intermittierend ausgeschieden wird (GASKELL et al., 2004).

In diesen Studien lag die Pravalenz von C. felis dhnlich hoch wie in Japan und der
Schweiz (CAI et al, 2002; VON BOMHARD et al, 2003). Andere
Untersuchungen identifizierten C. felis mittels PCR bei 0 bis 27 % der an
Katzenschnupfen erkrankten Katzen (SYKES et al., 1997, MCDONALD et al.,
1998; SYKES et al., 1999a; MOCHIZUKI et al., 2000; SYKES et al., 2001;
RAMPAZZO et al., 2003; HELPS et al., 2005; VOLOPICH et al., 2005; LOW et
al., 2007). Da in diesen Studien vor allem Katzen mit Konjunktivitis
aufgenommen wurden, konnte dies eine gewisse Selektion bewirkt haben.
Allerdings wurde in einer kiirzlich veroffentlichten Studie von Low und
Mitarbeitern (2007) eine Privalenz von 7 % unter Katzen mit Konjunktivitis
nachgewiesen, so dass das Einschlusskriterium eine eher untergeordnete Rolle
spielt (LOW et al.,, 2007). Einige der Katzen kamen aus dem gleichen
Mehrkatzenhaushalt oder vom gleichen Bauernhof. Eine hohere Infektionsrate,
die bei engem Kontakt zwischen Katzen zu erwarten ist, hat moglicherweise zu
der erhohten Prévalenz in diesen Studien beigetragen.

Mykoplasmen wurden bei klinisch gesunden Katzen und bei Katzen mit
Katzenschnupfen nachgewiesen (HEYWARD et al., 1969; BLACKMORE et al.,
1971; TAN & MILES, 1972; TAN & MILES, 1974a; TAN et al.,, 1977a;
SHEWEN et al., 1980b; HAESEBROUCK et al., 1991; HAESEBROUCK et al.,
1991). In einer Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass sie hdufiger bei Katzen

mit Konjunktivitis im Vergleich zu klinisch gesunden Katzen vorkommen (LOW



VI.  Diskussion 168

et al., 2007). Die Préavalenz liegt bei Katzen mit Konjunktivitis zwischen 0 % und
25 % (HAESEBROUCK et al., 1991; NASISSE et al., 1993). Enger Kontakt
zwischen Katzen, wie bei C. felis, konnte zu der hohen Privalenz in diesen
Studien beigetragen haben. Da es sich um die erste Prédvalenzstudie in
Deutschland handelt, konnte eine unterschiedliche geografische Verteilung des
Erregers innerhalb der Katzenpopulation eine Rolle spielen.

Mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) Programm des National
Institutes of Health konnen Ahnlichkeiten zwischen Nukleotid- oder
Proteinsequenzen durch Vergleich identifiziert und die statistische Signifikanz der
Paare berechnet werden (ALTSCHUL et al., 1990). Mit dieser Methode war die
Identifizierung von sechs verschiedenen Mykoplasmenarten (M. felis,
Mycoplasma canadense, Mycoplasma cynos, M. gateae, Mycoplasma lipophilum,
Mycoplasma hyopharyngis) moglich. Allerdings konnte eine genaue
Differenzierung nicht in jedem Fall gemacht werden; Gensequenzen von drei
Tupferproben  ergaben eine  Ahnlichkeit zu zwei  verschiedenen
Mykoplasmenarten. Fiir die entsprechenden Spezies (M. gateae und Mycoplasma
canadense aus dem Mycoplasma-hominis-Cluster; Mycoplasma lipophilum und
Mycoplasma hyopharyngis aus dem Mycoplasma-lipophilum-Cluster) wurde in
anderen Studien bereits eine enge phylogentische Verwandtschaft anhand der 16S
rRNA bewiesen (WEISBURG et al., 1989; BROWN et al., 1995; BLANK et al.,
1996; PETTERSSON et al., 1996; PETTERSSON et al., 2001). Obwohl das
Programm eine Reihe an verschiedenen Suchoptionen zur Verbesserung der
Genauigkeit anbietet, ist eine Identifizierung der exakten Spezies durch die enge
Verwandtschaft und der damit verbundenen enormen Ubereinstimmung der
Gensequenzen beschrinkt.

M. felis werden am hdufigsten bei Katzen mit Konjunktivitis isoliert, wenn ein
Speziesdifferenzierung der in der Kultur geziichteten Mykoplasmen durchgefiihrt
wird (CAMPBELL et al., 1973b; TAN & MILES, 1974a; SHEWEN et al., 1980b;
HAESEBROUCK et al., 1991). Andere feline Mykoplasmen, wie M. gateae und
M. arginini, sind vor allem in Tupferproben von gesunden Katzen und weniger
bei Katzen mit Konjunktivitis nachweisbar (HEYWARD et al., 1969; TAN &
MILES, 1974a; TAN et al.,, 1977a). Vier der in dieser Studie identifizierten
Mykoplasmenarten sind bisher weder bei der Katze aufgetreten noch als Pathogen
der Konjunktiven bei anderen Tierarten beschrieben. Mycoplasma canadense

wurde als bovine Mykoplasmenart klassifiziert und fiihrte in Milchkithen und
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kleinen Wiederkduern zur Mastitis (LANGFORD et al., 1976; GOURLAY et al.,
1978; JACKSON et al., 1981; BALL & MACKIE, 1986; BALL, 1990; MACKIE
et al., 2000). Die gleiche Mykoplasmenart konnte von Féarsen mit granulomatdser
Vulvitis, von abortierten Foten und aus dem Ejakulat von Bullen isoliert werden
(RAE, 1982; BOUGHTON et al., 1983; FRIIS & BLOM, 1983; GILBERT &
OETTLE, 1990). Experimentelle intratracheale oder intrauterine Infektionen mit
Mycoplasma canadense hatten keine Léasionen im Respirationstrakt oder im
Urogenitaltrakt zur Folge (GOURLAY et al., 1979; BALL & MACKIE, 1986).
Asymptomatische Mycoplasma-canadense-Infektionen sind ebenfalls beschrieben
worden (JACKSON et al., 1981). Mycoplasma hyopharyngis wurde von den
Schleimhéuten des Respirationstraktes von asymptomatischen Schweinen isoliert
(ERICKSON et al., 1986; FRIIS et al., 2003). Ein Stamm, der eine 98-%ige
Ubereinstimmung mit Mycoplasma hyopharyngis aufwies, wurde bei Rindern mit
digitaler Dermatitis gefunden (COLLIGHAN & WOODWARD, 1997). Der
untere Respirationstrakt von Hunden wird mit Mycoplasma cynos besiedelt und
geht mit degenerativen Verdnderungen des Bronchialepithels einher
(ROSENDAL, 1973; ROSENDAL & VINTHER, 1977, CHALKER et al,
2004a). Obwohl diese Arten aus dem oberen Respirationstrakt von Rindern,
Schweinen und Hunden isoliert wurden, sollten diese Ergebnisse als zufillige
Resultate eingestuft werden, da nur mittels experimenteller Studien die eigentliche
Pathogenitit bei Katzen und deren Rolle im Katzenschnupfenkomplex oder bei
Konjunktivitis geklirt werden kann.

Das bakterielle Keimspektrum der Konjunktiven in dieser Studie dhnelt dem der
Nase und des Rachens, das mittels Tupferproben von Katzen mit Katzenschupfen
ermittelt wurde (SCHULZ et al., 2006; ADLER et al., 2007; VEIR et al., 2007).
Die Reinigung der Augen durch die Katzen selbst fiihrt zur Verteilung der Erreger
in Gesicht und konnen daher auch in der Umgebung der Augen, z. B. den
Konjunktiven, nachgewiesen werden. Obwohl aerobe Bakterien als Sekundérflora
gelten, wurden bei vier Katzen Streptococcus canis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas spp., oder Klebsiella ozeanae als einzige Pathogene nachgewiesen.
Es ist bekannt, dass diese bakteriellen Spezies zu respiratorischen Symptomen
fiihren konnen, allerdings kann die Frage iiber ihre Beteiligung als primire
Erreger am Katzenschupfenkomplex ohne weitere experimentelle Studien nicht
beantwortet werden. AufBlerdem wurden diese Bakterien auch bei klinisch

gesunden Katzen als Teil der normalen Schleimhautflora des oberen
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Respirationstraktes nachgewiesen (COX, 2006; GREENE & PRESCOTT, 2006;
KRUTH, 2006).

Die bakterielle Flora der Konjunktiven von Katzen mit Konjunktivitis wurde von
Nasisse und  Mitarbeitern ~ (1993)  durch  die  Entnahme  von
Konjunktivaltupferproben von 38 Katzen untersucht. Bei 34 % der Proben war
eine  Anzucht moglich. Das Spektrum bestand aus Staphylokokken,
Streptokokken, Propionobacterium spp., Lactobacillus spp. und Pasteurella
multocida. Dabei wurden acht der neun Staphylococcus spp. als nicht
pathogenetisch eingestuft (NASISSE et al.,, 1993). In Studien, in denen die
Pravalenz von aeroben Bakterien bei klinisch gesunden Katzen untersucht wurde,
war eine Kultur aus Konjunktivaltupferproben in 33, 58 und 67 % der Katzen
moglich (CAMPBELL et al., 1973a; GERDING et al.,, 1993; ESPINOLA &
LILENBAUM, 1996). Uberaschenderweise liegt die Privalenz bei gesunden
Katzen hoher als bei Katzen mit Konjunktivitis. Eigentlich wire aufgrund der
zugrunde liegenden Entziindung und der darauf folgenden sekundiren Besiedlung
eine hoheren Anzahl an positiven Kulturen zu erwarten. Lokale
Abwehrmechanismen werden fiir die geringe Prdvalenz unter Katzen mit

Konjunktivitis verantwortlich gemacht (CAMPBELL et al., 1973a).

2. Wirksamkeit der Medikamente

Fluorochinolone, wie Enrofloxacin und Marbofloxacin, zeichnen sich durch eine
gute Wirksamkeit bei Katzenschnupfen aus und werden aufgrund dessen héufig
zur Therapie verwendet (DOSSIN et al.,, 1998; GERHARDT et al., 20006).
Kiirzlich wurde die antimikrobielle Aktivitdt von Pradofloxacin gegen Bakterien
des Respirationstraktes erkrankter Katzen untersucht. Der Wirkstoff zeigte im
Vergleich zu Amoxicillin/Clavulansdure eine deutlich bessere Wirkung
(STEPHAN et al., 2005). In der hier vorgestellten Studie wurde sowohl mit
Pradofloxacin als auch mit Doxycyclin eine Verbesserung der klinischen
Symptome innerhalb der ersten Behandlungswoche erreicht. An keinem
Untersuchungstag lag ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen vor; beide Medikamente wiesen eine vergleichbare Wirkung auf. Der
Behandlungserfolg wurde wahrscheinlich durch die Elimination von C. felis und

der Mykoplasmen erzielt. Bei Katzen, die nur mit Viren infiziert waren, wurde der
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Therapieerfolg eher durch die Behandlung der Sekunddrerreger, wie z. B.
Staphylokokken und Streptokokken, erreicht.

Eine vollstindige Heilung der klinischen Symptome war nicht bei allen Katzen
moglich. Bei einigen Katzen fiihrte die Koinfektion mit FHV zu persistierenden
Symptomen, obwohl die anderen Erreger abgetdtet wurden. Bei vier anderen
Katzen fiihrte die Behandlung mit Pradofloxacin zu keiner Elimination von C.
felis. Klinische Symptome waren immer noch bei drei der vier Katzen am Tag 42
vorhanden. Irreversible Verdnderungen, z. B. chronische Rhinitis, Verlegung des
Tranen-Nasen-Kanals, Synblepharon und Verklebung der Konjunktiva mit sich
selbst oder der Kornea, entwickeln sich héufig bei chronischen Infektionen
(ANDREW, 2001; STILES, 2006). Diese Verdnderungen konnen durch
antimikrobielle Therapie nicht beeinflusst werden.

Innerhalb der ersten vier Therapiewochen fiihrte Pradofloxacin bei acht der zehn
mit C.-felis-infizierten Katzen zu einer Erregerelimination, allerdings wurde am
Ende der Studie (nach 42 Tagen) wieder ein positives PCR-Ergebnis bei vier
Katzen nachgewiesen. Durchschnittlich war eine Behandlungsdauer von 29 Tagen
zur Erregerelimination notwendig. Zwei Katzen sprachen auf die Behandlung
nicht an und zeigten konstant hohe ,relative copy numbers* (RCN) iiber den
ganzen Therapiezeitraum. Die beiden anderen Katzen, bei denen am Ende der
Studie C. felis nachweisbar waren, hatten am Tag 28 ein negatives PCR-Ergebnis.
Der Anstieg der RCN korrelierte mit dem Auftreten von klinischen Symptomen.
Doxycyclin zeigte in anderen Studien eine sehr gute Wirksamkeit zur Behandlung
von C.-felis-Infektionen (STURGESS et al., 2001; SPARKES et al., 1999,
SYKES et al., 1999b; OWEN et al., 2003; DEAN et al., 2005). In einer der
Studien war die C.-felis-PCR bei allen Katzen sechs Tage nach Therapiebeginn
negativ. Aufgrund dessen wurde eine 21-tdgige Therapie zur Erregerelimination
empfohlen (SYKES et al., 1999b). In einer anderen Studie, in der Katzen iiber 21
Tage behandelt wurden, kam es 25 bis 36 Tage nach Therapieende bei einigen
Tieren zu einem Riickfall mit klinischen Symptomen trotz negativer PCR am Tag
21 (DEAN et al., 2005). Die Autoren schlussfolgerten, dass Doxycyclin zur
Erregerelimination mindestens iiber einen Zeitraum von 28 Tagen verabreicht
werden sollte. In dieser Studie waren bei zwei mit Doxycyclin behandelten
Katzen auch am Tag 28 noch C. felis mittels PCR nachweisbar. Am Tag 42 war
C. felis nicht mehr vorhanden. Durchschnittlich war die PCR nach 23 Tagen
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negativ. Anhand der Daten dieser Studie sollte eine sechswochige Behandlung mit
Doxycyclin zur Erregerelimination durchgefiihrt werden.

In in-vitro-Versuchen waren verschiedene Fluorochinolone und Tetracycline
gegen Mykoplasmen wirksam (KENNY & CARTWRIGHT, 1991; COOPER et
al., 1993). In der hier vorgestellten in-vivo-Studie wurde eine Erregerelimination
mit negativer PCR bei allen Katzen sowohl mit Pradofloxacin als auch mit
Doxycyclin erreicht. Die durchschnittliche Behandlungsdauer betrdgt fiir
Pradofloxacin 20 Tage und fiir Doxycyclin 19 Tage. Dennoch wird eine
Behandlungsdauer von 42 Tagen empfohlen, da bei drei der insgesamt 20 PCR-
positiven Katzen am Tag 28 immer noch Mykoplasmen nachweisbar waren.

Um ecine gute Wirksamkeit gegen C. felis zu erreichen, miissen eine
Empfindlichkeit des Erregers und seitens des Wirkstoffs eine ausreichend hohe
Serumkonzentration iiber einen ldngeren Zeitraum sowie eine intrazelluldre
Akkumulation vorliegen. Die negativen PCR-Ergebnisse nach Therapie beweisen,
dass eine Empfindlichkeit seitens des Erregers (C. felis) vorliegt. In-vitro-Studien
zur Bestimmung der MHK von Doxycyclin gegen C. felis liegen bislang nicht vor,
fiir andere Chlamydophila spp. wurden MHK-Werte zwischen 0,05 and 0,2 pg/ml
ermittelt (BUTAYE et al., 1997; SIEWERT et al., 2005).

Seit der Markteinfithrung von Doxycyclin wurden einige pharmakokinetische
Daten zur der Anreicherung in Geweben (Lunge, Gehirn, Leber, Niere, Magen,
Darm) erhoben (SCHACH VON WITTENAU & TWOMEY, 1971; BARZA et
al., 1975; MICHEL et al., 1984). Eine Untersuchung iiber die Konzentration von
Doxycyclin in Konjunktivalzellen wurde bisher nicht durchgefiihrt und bleibt
daher auch weiterhin unklar.

Eine Sekretion ~ von  Doxycyclin  in  Korperfliissigkeiten, wie
Zerebrospinalfiissigkeit, Auge, Speichel und Galle, wurde durch
pharmakokinetischen Studien bei Menschen, Ratten und Hunden gezeigt
(SCHACH VON WITTENAU & TWOMEY, 1971; MACCULLOCH et al.,
1974; BARZA et al., 1975; MICHEL et al., 1984). In dieser Studie war die
Sekretion in Speichel und Tranenfliissigkeit unzureichend und lag nur an wenigen
Zeitpunkten oberhalb der Nachweisgrenze. Ahnliche Ergebnisse wurden in einer
Studie zur Sekretion von Doxycyclin in Speichel und Trénenfliissigkeit beim
Menschen erzielt.

Die niedrigen Konzentrationen von Doxycyclin in  Trinen- und

Speichelfliissigkeit konnten dadurch erklért werden, dass Doxycyclin nicht {iber
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die selben aktiven Transportmechanismen sezerniert wird, wie sie z. B. fiir
Fluorochinolone beschrieben wurden, oder dass andere Wege, wie Diffusion, eine
groflere Bedeutung bei der Verbreitung von Tetracyclinen spielen. Dennoch
wurden auch fiir Tetracycline aktive Transportsysteme beschrieben, wie die
»human organic anion“-Transporter (hOATSs). Sie werden vor allem in Leber- und
Nierenzellen exprimiert und sind z. B. in proximalen Tubulus der Niere fiir die
Exkretion und Reabsorption von Wirkstoffen verantwortlich (BABU et al., 2002;
KOBAYASHI et al, 2005). Moglicherweise werden keine Tetracyclin-
spezifischen Transporter in Zellen des oberen Respirationstraktes ausgebildet.

Die Diffusion von Antibiotika durch Kapillarwidnde hidngt von der Lipophilitit
und dem Grad der Proteinbindung ab. Fettlosliche Substrate konnen zusétzlich
tiber den transzelluliren Weg Kompartimente wechseln (RYAN, 1993). Eine
Studie bewies die Penetration von fettloslichen Substraten in Speicheldriisen
(MANN et al., 1979). Obwohl eine gute Verbreitung von Doxycyclin aufgrund
der verbesserten Fettloslichkeit im Vergleich zu anderen Tetracyclinen erwartet
wird, findet keine Sekretion in Speichel- und Trinenfliissigkeit statt (BARZA et
al., 1975). Moglicherweise war die Konzentrationsdifferenz zwischen beiden
Kompartimenten nicht hoch genug, um eine passive Diffusion zuzulassen.
Dartiber hinaus liegt Doxycyclin bei Katzen im Plasma {iberwiegend Protein-
gebunden vor, was wiederum die Verbreitung in interstitielle Fliissigkeiten
beeintrachtigen kann (RIOND & RIVIERE, 1989; BIDGOOD & PAPICH, 2003).
Das betrifft alle Fliissigkeiten mit einem niedrigen Proteingehalt, wie Speichel
und Tranenfliissigkeit. Dennoch penetriert Doxycyclin in Gewebezellen und
erreicht hohe intrazelluldre Konzentrationen (GABLER, 1991). Die Vermutung,
dass Doxycyclin auch in Konjunktivalzellen hohe Konzentrationen erreicht,
wiirde die Effektivitét bei der Behandlung von C.-felis-Infektionen erkliren.
Neuere pharmakokinetische Studien konnten zeigen, dass Tetracycline eine
sogenannte ,,zeitabhéngige Totungskinetik besitzen, d. h., die Wirksamkeit ist
abhingig von der Einwirkungsdauer einer geeignet hohen Wirkstoftkonzentration
auf die Erreger (CUNHA et al., 2000; SIEWERT et al., 2005). Die in der
Pharmakokinetikstudie erhobenen Daten zu Doxycyclin lassen auf eine
ausreichende Wirksamkeit gegen C.-felis-Infektionen schlielen, wenn Doxycyclin
in einer Dosierung von 5 mg/kg alle zwolf Stunden verabreicht wird.

Innerhalb der ersten vier Therapiewochen fiihrte Pradofloxacin bei acht der zehn

mit C.-felis-infizierten Katzen zu einem negativen Ergebnis in der PCR.
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Durchschnittlich war eine Behandlungsdauer von 14 Tagen zur
Erregerelimination notwendig. Zwei Katzen sprachen auf die Behandlung nicht an
und schieden iiber den gesamten Behandlungszeitraum C. felis aus. Mogliche
Erkldarungen fiir das Therapieversagen sind verminderte Resorption aus dem
Gastrointestinaltrakt (Anwesenheit von Futter, gastrointestinale Symptome),
schlechte Verteilung im Korper, mangelnde Compliance der Besitzer oder
Resistenzen.

Daten iiber die pharmakokinetischen FEigenschaften des verabreichten
®

Pradofloxacin (Veraflox

(DAUBE et al., 2006; FRAATZ & DAUBE, 2006). Pradofloxacin zeichnet sich

Oral Suspension) bei Katzen wurden publiziert

durch eine schnelle Resorption, hohe Serumkonzentrationen und einer guten
Bioverfiigbarkeit aus. Gastrointestinale Probleme, wie Erbrechen und Durchfall,
wurden nicht beobachtet (DAUBE et al., 2006; FRAATZ & DAUBE, 2006). In
dieser Studie traten bei einzelnen Katzen Erbrechen und Durchfall auf. Es ist
allerdings eher unwahrscheinlich, dass diese Probleme fiir das Therapieversagen
verantwortlich waren, da die Symptome nur gelegentlich auftraten und in der mit
Doxycyclin-Gruppe ebenfalls zu beobachten waren. Die Serumkonzentration von
Fluorochinolonen kann durch Futteraufnahme beeintrichtigt werden (KUNG &
WANNER, 1993). Gerade bei diesen beiden Tieren ist der Einfluss der Fiitterung
von untergeordneter Bedeutung, da das Medikament nie an niichterne Katzen
verabreicht wurde. Von daher kénnen Verluste des Medikamentes, ebenso wie
eine verminderte Verteilung in Gewebe und Korperfliissigkeiten als Grund fiir das
Therapieversagen, ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu Doxycyclin haben Fluorochinolone eine sogenannte
,konzentrationsabhéngige Totungskinetik®, d. h., die beste Wirkung wird erreicht,
wenn eine moglichst hohe Wirkstoftkonzentration auf den Erreger einwirkt
(CRAIG, 1998; MCKELLAR et al, 2004). Gerade in Speichel und
Tranenfliissigkeit erreichte Pradofloxacin sehr hohe Konzentrationen, so dass eine
gute Wirksamkeit bei C.-felis-Infektionen zu erwarten wire. Eine Reihe an
allgemeinen Eigenschaften des Substrates (Lipophilitit, Molekulargewicht,
Proteinbindung) und der Korperfliissigkeiten (pH-Wert, Flussgeschwindigkeit)
sollen fiir die Sekretion in Speichel und Tranenfliissigkeit verantwortlich sein
(SORGEL et al., 1989; JUSKO & MILSAP, 1993; JAEHDE et al., 1995; LI et al.,
2002). In der Pharmakokinetikstudie konnte jedoch gezeigt werden, dass

Spitzenkonzentrationen von Pradofloxacin innerhalb der ersten Stunde nach oraler
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Verabreichung in Speichel und Trénenfliissigkeit erreicht werden. Dies lésst eher
auf das Vorhandensein von aktiven Transportmechanismen schlieBen. Das wurde
z. B. fiir die Sekretion von Ciprofloxacin durch humane Darmzellen (Caco-2-
Zellen) in in-vitro-Studien gezeigt (GRIFFITHS et al., 1993; GRIFFITHS et al.,
1994; CAVET et al, 1997). Kiirzlich publizierte Studien bewiesen, dass
Fluorochinolone Substrate fiir Transporter der so genannten ,,ATP-binding
cassette“-Gruppe sind (YAMAGUCHI et al., 2000; LOWES & SIMMONS, 2002;
SASABE et al., 2004; SCHRICKX & FINK-GREMMELS, 2007). Moglich wire,
dass bei an Katzenschnupfen erkrankten Katzen die Konzentration von
Pradofloxacin in der Trénenfliissigkeit und im Speichel vermindert ist. Ob
Entziindungen der Konjunktiven oder des Respirationstraktes die Sekretion
beeinflussen, wurde in der klinischen Studie nicht tiberpriift und bleibt deshalb
unklar.

Zur Therapie von C.-felis-Infektionen sind ausreichend hohe intrazellulére
Konzentration der Wirkstoffe notwendig (VAN BAMBEKE & TULKENS,
2001). Von Fluorochinolonen ist bekannt, dass zwei- bis achtfach hdhere
Konzentrationen in Zellen im Vergleich zum Serum erreichen werden kdnnen.
Die Wirkstoffe sind hauptsichlich im Zytoplasma lokalisiert (SCHENTAG, 1989;
BARZA, 1994). Die intrazellulire Akkumulation in neutrophilen Granulozyten
wurde fiir Pradofloxacin nachgewiesen (BOOTHE, 2006). Im Moment liegen
keine Daten iiber die intrazellulire Konzentration von Pradofloxacin in
Gewebezellen vor. Es ist gut moglich, dass Pradofloxacin im Vergleich zu
Doxycyclin eine wesentlich geringere intrazellulire Konzentration erreicht.
Dartiber hinaus ist die Wirksamkeit der Antibiotika von verschiedenen weiteren
Faktoren abhéngig, wie 1) der Empfindlichkeit der Bakterien gegeniiber dem
Wirkstoff, die durch das Replikationsverhalten beeinflusst wird, 2) der
Lokalisation des Erregers innerhalb der Zelle (z. B. Zytoplasma, Phagosom,
Phagolysosom) und der Bioverfligbarkeit des Wirkstoffs an diesen Orten und 3)
der antimikrobiellen Wirkung, die durch den lokalen pH-Wert mit bestimmt wird
(BARZA, 1994, VAN BAMBEKE & TULKENS, 2001; TOUTAIN et al., 2002).
Da Fluorochinolone hauptsédchlich im Zytoplasma akkumulieren und Chlamydien
sich in Phagosomen vermehren, sind auch hohe intrazelluldre Konzentrationen zur
effektiven Wirkung nicht unbedingt ausreichend. Zur Zeit liegen keine Daten vor,
in wiefern Pradofloxacin in Gewebezellen penetriert. Ist daher moglich, dass das

Therapieversagen bei den beiden mit Pradofloxacin behandelten Katzen auf zu
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geringe Wirkstoffkonzentrationen in Konjunktivalzellen zuriickgefiihrt werden
kann.

Wichtige Ursachen fiir eine nicht ausreichende Wirkung von antimikrobiellen
Wirkstoffen sind mangelnde Compliance der Besitzer oder eine falsche oder
vernachlédssigte Medikamenteneingabe (SYKES et al., 1999b; OWEN et al.,
2003). Beide Katzen mit persistierender C.-felis-Infektion wurden bis zum Ende
der Studie stationédr behandelt. Die Therapie war Bestandteil der téglichen Routine
und alle in der Studie involvierten Mitarbeiter wurde iiber die korrekte
Handhabung der Medikamente und der Applikation geschult. Es kann in diesem
Fall also von einer korrekten Administration der Medikamente ausgegangen
werden.

Die Entwicklung von Resistenzen sind bei Chlamydien bekannt, allerdings
wurden nur wenige Studien diesbeziiglich durchgefiihrt. Zu dem Erreger C. felis
liegen keine Informationen vor. Die Resistenztestung von antimikrobiellen
Wirkstoffen gegen Chlamydophila spp. ist schwierig und wird deshalb nicht
routinemdBig durchgefithrt. Das bei kultureller Anziichtung ermittelte
Antibiogramm erwies sich zudem als nicht verldsslich. Das Ergebnis war
abhingig von der verwendeten Zellkultur, der Zeit zwischen Infektion und Zugabe
der Antibiotika, der Erregerkonzentration und der gewidhlten Passagemethode
(SUCHLAND et al., 2003). Aullerdem liegt eine schlechte Korrelation zwischen
den in vitro gewonnenen Erkenntnissen und dem klinischen Erscheinungsbild vor.
Einige Fallberichte tiiber Therapieversagen durch resistente Chlamydia-
trachomatis-Stimme wurden publiziert (JONES et al., 1990; LEFEVRE et al.,
1997, LEFEVRE & LEPARGNEUR, 1998; SOMANI et al., 2000). Demnach
konnen Resistenzen bei Chlamydia trachomatis durch Mutation der DNA-Gyrase
oder durch Serienpassagen in der Zellkultur hervorgerufen werden (DESSUS-
BABUS et al., 1998; MORRISSEY et al., 2002). Bei Chlamydophila pneumoniae
entwickelten sich auf diesem Weg aber keine Resistenzen, was zu der Annahme
fihrt, dass die Wirksamkeit der antimikrobiellen Wirkstoffen von der
metabolischen Aktivitdt der Zielbakterien abhéngig ist (MORRISSEY et al.,
2002). Es existieren keine Publikationen iiber die Entwicklung von Resistenzen
bei C. felis und kann daher als Ursache fiir das Therapieversagen nicht

ausgeschlossen werden.



VI.  Diskussion 177

3. Vergleich PCR und IFT

Der IFT st eine gidngige Methode zum Chlamydiennachweis. Das
Untersuchungsmaterial wird dabei entweder direkt auf den Objekttrager
aufgetragen oder vor dem eigentlichen Nachweis in der Zellkultur angeziichtet
(WILLS et al., 1984; NASISSE et al., 1993). Der kommerziell erhiltliche Test
dieser Studie, der zum Nachweis der humanen Spezies Chlamydia trachomatis,
Chlamydophila psittaci und Chlamydophila pneumoniae empfohlen wird, wurde
bei Menschen, Katzen und Ratten eingesetzt (VANROMPAY et al., 1994;
MIYASHITA et al., 1996; GERHARDT et al., 2006). In dieser Studie konnte bei
einem grofBen Teil der Proben nur eine sehr geringe Zellzahl gewonnen werden, so
dass von den insgesamt 41 Tupferproben nur 23 Objekttriger auswertbar waren.
Es kann moglicherweise daran gelegen haben, dass nur eine sehr kleine Fliache im
Vergleich zu Menschen zur Probenentnahme zur Verfligung stand. Vielleicht
wurde auch nur eine geringe Anzahl an Zellen zur Zeit der Probenentnahme
abgeschilfert, obwohl aufgrund der vorliegenden Entziindung ein hoherer Umsatz
mit Regeneration der Schleimhautzellen zu erwarten wére. Da die Proben mit
einem Wattetupfer genommen wurden, konnte auch sein, dass zwar eine
geniigende Anzahl zwar gewonnen wurde, diese aber aufgrund des Materials nicht
auf den Objekttriger libertragen wurden. Dies scheint eher unwahrscheinlich zu
sein, da in einer anderen Studie das gleiche Material verwendet wurde und diese
Probleme nicht berichtet wurden (GERHARDT et al., 2006). Eine andere Studie
konnte zeigen, dass eine zweite Tupferprobe der gleichen Probenstelle im
Urogenitaltrakt zu einem hoheren Prozentzahl an positiven Proben gefiihrt hat.
Von daher wurde von den Autoren empfohlen, den ersten Tupfer zur Reinigung
zu verwenden und mit dem zweiten Tupfer die Probe zu entnehmen (WOOD &
TIMMS, 1992). In dieser Studie wurden die Augen und Augenlider mit einem
feuchten Wattebausch von den vorhandenen Sekreten gereinigt und selbst
wiederholte Probenentnahmen resultierten nicht in einem besseren Ergebnis.

IFT- und PCR-Ergebnisse zeigten eine geringe Ubereinstimmung. Die Sensitivitit
lag nur bei 50 % und die Spezifitdt nur bei 63 %. Um ein positives Ergebnis
mittels IFT zu erzielen, muss eine hohe Anzahl an Elementarkorperchen (EK)
vorhanden sein. In einer experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass eine
gute Fluoreszenz in den Proben vorlag, wenn eine hohe Anzahl an EK vorhanden

war (10° bis 10’ EK/ml), und dass die Fluoreszenz wesentlich geringer war in den
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Proben, die eine geringere Menge an EK (10° bis 10* EK/ml) enthielten (WOOD
& TIMMS, 1992). Die Katzen dieser Studie hatten zum iiberwiegenden Teil eine
chronische Konjunktivitis, so dass zwar eine Ausscheidung an Erregern
vorhanden war, diese allerdings fiir eine korrekte Identifikation zu gering gewesen
ist. Um in solchen Fillen, mit einer geringen Ausscheidung an EK, ein positives
Ergebnis zu erhalten, ist die PCR besser geeignet (HELPS et al., 2001). Falsch
positive Ergebnisse im IFT koénnen durch die Missinterpretation von gefarbten
kontaminierten Partikeln entstehen, die den Chlamydien sehr dhnlich sehen. Mit
ausgebildeten und erfahrenden Untersuchern ldsst sich die Wahrscheinlichkeit von
falsch positiven Ergebnissen minimieren oder sogar ausschlieBen. Falsch negative
PCR-Ergebnisse sind eher unwahrscheinlich, da diese Methode speziell zum

Nachweis von kleinsten Erregermengen geeignet ist (HELPS et al., 2001).

4, Nebenwirkungen der Medikamente

Gastrointestinale Nebenwirkungen (Durchfall, Erbrechen) treten bei der
Applikation von vielen antimikrobiellen Wirkstoffe auf und konnten in beiden
Behandlungsgruppen beobachtet werden. Als Ursachen werden Verdnderung der
natilirlichen intestinalen Flora und Irritation der Darmschleimhaut angenommen
(FRAATZ & DAUBE, 2006; GREENE & WATSON, 2006).

Bei den mit Doxycyclin behandelten Katzen stieg der Mittelwert von ALT iiber
den sechswochigen Behandlungszeitraum kontinuierlich an. Dies konnte als eine
beginnende Hepatopathie interpretiert werden, da eine FErhéhung der
Leberenzyme ALT und alkalischer Phosphatase bei Doxycyclin-induzierter
Hepatopathie erwartet wird (GREENE et al., 2006). Die mehrfache Erhhung der
Leberenzyme {iiber den Referenzbereich wurde bei einer mit Tetracyclin
behandelten Katze beschrieben (KAUFMAN & GREENE, 1993).

Eine mit Doxycyclin behandelte Katze entwickelte eine Pododermatitis an allen
vier Pfoten. Eine Phototoxizitdt ist bei einigen Tetracyclinen bekannt. Die
Exposition zu UV-Licht hat die Ausbildung von Erythemen und Odemen zur
Folge (GREENE & WATSON, 2006). Unklar bleibt, ob die Pododermatitis mit
der Medikation im Zusammenhang steht.

Die fiir viele Fluoroquinolone, unter anderem auch fiir Enrofloxacin, beschriebene

Retinadegeneration konnte nicht beobachtet werden (GIULIANO & VAN DER
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WOERDT, 1999; GELATT et al., 2001). Keine der Katzen fiel, trotz
Langzeitbehandlung, mit Sehstorungen oder Blindheit auf. Bei zwei
toxikologischen Studien, in denen zehn Katzen mit 30 mg/kg und 14 Katzen mit
50 mg/kg Pradofloxacin iiber 23 Tage behandelt wurden, konnten keine
anatomischen oder funktionellen Verdnderungen hervorgerufen werden
(WEGENER & LASER, 2006; ZRENNER et al., 2006). Demnach ist nicht mit

dem Auftreten von degenerativer Retinadegeneration zu rechnen.

5. Schlussfolgerungen

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C. felis und Mykoplasmen bei
einem hohen Prozentsatz an Katzen mit Katzenschnupfen oder Konjunktivitis
vorhanden sind. Beide Bakterienarten spielen demnach eine groBere Rolle bei
Katzenschnupfen als bisher angenommen und sollten deshalb entsprechend bei
der Wahl der Antibiotika beachtet werden. Die vier Mykoplasmenarten sind als
Zufallsbefund zu bewerten. Die Bedeutung der Pathogene ist unklar, da in diesen
Studien nicht die Pathogenitidt bei Katzen untersucht wurde. Beziiglich der
Behandlung beider Spezies wurde eine sehr gute Wirksamkeit von Pradofloxacin
bei Mykoplasmen und eine miBige Wirkung gegen C. felis festgestellt.
Reinfektion oder das Vorhandensein von Resistenzen sind mogliche Ursachen fiir
die unzureichende Wirkung gegen C. felis. Insgesamt zeigte Pradofloxacin iiber
den verldngerten Behandlungszeitraum eine gute Vertrdglichkeit und kann zur
Behandlung von vor allem jungen Katzen empfohlen werden. Mit Doxycyclin war
auch in dieser Arbeit die Elimination von C. felis bei allen Katzen mdoglich.
Erstmals wurde auch die Wirksamkeit bei Mykoplasmeninfektionen in einer
kontrollierten Studie gezeigt. Der zugrunde liegende Wirkmechanismus bleibt
letztendlich ungekldrt, da die Konzentration von Doxycyclin in Trinen- und

Speichelfliissigkeit an vielen Messpunkten unterhalb der Nachweisgrenze lag.
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VI1I. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es 1) die pharmakokinetischen Eigenschaften von
Pradofloxacin und Doxycyclin in Serum, Speichel und Tranenfliissigkeit bei
Katzen nach oraler Applikation zu erheben, 2) die Prdvalenz von felinem
Herpesvirus (FHV), Chlamydophila felis (C. felis), Mykoplasmen und aeroben
Bakterien auf den Konjunktiven von Katzen mit Konjunktivitis zu ermitteln und
3) die klinische Wirksamkeit von Pradofloxacin im Vergleich zu Doxycyclin bei
der Behandlung von Katzen mit Katzenschnupfen oder Konjunktivitis mit
besonderem Hinblick auf die Elimination von C. felis und Mykoplasmen zu
untersuchen.

In der ersten Publikation wurden die pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften in Serum, Speichel und Trénenfliissigkeit
von Pradofloxacin und Doxycyclin bei Katzen bestimmt. In einem Versuch nach
dem ,,Cross-over-Design® wurde 5 mg/kg Pradofloxacin und 5 mg/kg Doxycyclin
einmalig oral an sechs Katzen verabreicht. Nach Applikation wurden innerhalb 72
Stunden Proben von Serum, Speichel und Tréanenfliissigkeit in bestimmten
Zeitabstinden gewonnen. Die Messung der Konzentration erfolgte durch
Turbulentflow-Chromatographie/Tandem-Massenspektrometrie. ~ Pradofloxacin
wurde schnell resorbiert und anschlieBend kontinuierlich iiber 24 Stunden
eliminiert. Der Konzentrationsverlauf von Pradofloxacin in der Tridnen- und
Speichelfliissigkeit war charakterisiert durch einen schnellen Anstieg mit hohen
Konzentrationen iiber einen kurzen Zeitraum nach Applikation. Der
Konzentrationsverlauf von Doxycyclin gleicht dem von Pradofloxacin, allerdings
erreicht Doxycyclin insgesamt hohere Serumkonzentrationen. In Speichel und
Trénenfliissigkeit sind die Konzentrationen von Doxycyclin flir eine geeignete
Auswertung zu gering.

Insgesamt 41 Katzen mit Katzenschnupfen oder Konjunktivitis wurden in die
Pravalenzstudie aufgenommen. Zur Ermittlung des Infektionsstatus wurden
konjunktivale Tupferproben entnommen und diese mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) auf FHV, C. felis und Mykoplasmen untersucht.
Eine aerobe Kultur gab Aufschluss iiber die Beteiligung von Sekundirerregern.
Zwolf Amplicons von neun Katzen wurden mittels Basic Logic Alignment Search

Tool auf die Ahnlichkeit zu bekannten Mykoplasmenarten untersucht. FHV, C.
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felis und Mykoplasmen waren bei zehn, 23 und 20 Katzen nachweisbar.
Staphylokokken, Streptokokken und Mikrokokken waren am haufigsten vertreten.
Neben den felinen Mykoplasmenarten Mycoplasma felis und Mycoplasma gateae
wurden vier weitere Spezies (Mycoplasma canadense, Mycoplasma cynos,
Mycoplasma lipophilum, Mycoplasma hyopharyngis) entdeckt, die als bovine,
porcine und canine Spezies klassifiziert sind.

An der klinischen Studie nahmen 39 Katzen teil, die entweder mit 5 mg/kg
Pradofloxacin (Gruppe P) alle 24 Stunden per os oder mit 5 mg/kg Doxycyclin
(Gruppe D) alle zwdlf Stunden per os iiber 42 Tage behandelt wurden. Die
Beurteilung des Allgemeinbefindens erfolgte nach dem Karnofsky-Index. Um die
klinische Verbesserung zu erfassen, wurde flir jedes Symptom in Abhéngigkeit
vom Schweregrad Punkte zwischen null und vier (0 = symptomlos, 4 =
hochgradig) vergeben und die Gesamtpunktzahl pro Patient und Gruppe
ausgewertet. Konjunktivale Tupferproben wurden mittels quantitativer PCR auf
C. felis und Mykoplasmen untersucht. Die Quantitit von C. felis wurde als
»relative copy numbers® (RCN) angegeben. Eine Verbesserung der klinischen
Symptome und eine Normalisierung des Allgemeinbefindens wurde bei allen
Katzen innerhalb der ersten sieben Tage nach Therapiebeginn beobachtet.
Zwischen beiden Gruppen gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied
beziiglich der Besserung des Allgemeinbefindens und der klinischen Symptome.
Eine deutliche Reduzierung der RCN wurde bei den 23 mit C.-felis-infizierten
Katzen erzielt. Nach 42 Tagen waren alle mit Doxycyclin-behandelten Katzen
PCR negativ, wéahrend in Gruppe P vier der zwdlf Katzen ein positives Ergebnis
zeigten. Bei drei der Katzen korrelierte das Ergebnis mit einer klinisch manifesten
Konjunktivitis. Bei den 18 mit Mykoplasmen-infizierten Katzen wurde nach
sechswochiger Therapie mit beiden Wirkstoffen eine Elimination der Erreger
erzielt.

Mit diesen Studien konnte gezeigt werden, dass Pradofloxacin eine zu Doxycyclin
vergleichbare Wirksamkeit bei der Behandlung von Katzen mit Katzenschnupfen
und Mykoplasmen-Infektionen hat. Allerdings blieben vier mit Pradofloxacin
behandelte Katzen persistent mit C. felis infiziert, wihrend bei allen mit
Doxycyclin behandelten Katzen keine Erreger am Ende der Studie nachweisbar
waren. Die Entdeckung der vier nicht-felinen Mykoplasmenspezies wird als

Zufallsbefund bewertet.
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VIII. Summary

This doctoral thesis consists of three studies. Aim of the first study was to
investigated the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of
pradofloxacin and doxycycline in serum, saliva, and tear fluid of cats. The second
study determined the prevalence of feline herpesvirus (FHV), Chlamydophila felis
(C. felis), Mycoplasma species (spp.) and other bacteria on the conjunctival
surface of cats with conjunctivitis. In addition, a Mycoplasma spp. differentiation
was performed. The clinical efficacy of pradofloxacin and doxycycline in the
treatment of upper respiratory tract disease (URTD) and infections with C. felis
and Mycoplasma spp. was evaluated in the third study.

In a cross-over study design, 6 healthy cats were treated orally with 5 mg/kg
pradofloxacin and 5 mg/kg doxycycline. Following administration, samples of
serum, saliva, and tear fluid were taken in regular intervals over a period of 72
hours. Concentrations of the two compounds were measured by turbulent flow
chromatography/tandem mass spectrometry. Following application, pradofloxacin
was well absorbed and secreted into saliva and tear fluid. Maximal serum
concentration (Cpax) of 1.09 + 0.52 pg/mL was determined after 1.75 + 1.26
hours. In saliva and tear fluid, peak concentrations were achieved shortly after
administration. In both fluids the concentration decreased very quick and fell
below the limit of quantification after 24 hours. Serum C,,,x of doxycycline is 3.99
+ 0.81 pg/mL achieved after 4.33 £ 3.20 hours. The concentration-versus-time-
profile is similar to pradofloxacin. Doxycycline has higher overall concentrations.
However, doxycycline was not well secreted into saliva and tear fluid resulting in
concentrations below the limit of quantification.

In the second study, prevalence of FHV, C. felis, and Mycoplasma spp. was
assessed. Conjunctival swabs were taken from 41 cats with conjunctivitis or
URTD. PCR and aerobic culture war performed on the samples. Twelve
amplicons from 9 cats were evaluated for their homology to known Mycoplasma
spp. by means of Basic Logic Alignment Search Tool (BLAST). PCR revealed the
presence of FHV, C. felis, and Mycoplasma spp. on the conjunctiva in 10, 23, and
20 cats with URTD or conjunctivitis. In total, 6 different Mycoplasma spp. were
identified by BLAST. Two species are known as feline mycoplasmas

(Mycoplasma felis and Mycoplasma gateae), whereas the other 4 species
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(Mycoplasma canadense, Mycoplasma cynos, Mycoplasma lipophilum,
Mycoplasma hyopharyngis) have not been described to occur in cats.
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and Micrococcus spp. were grown most
often in aerobic culture.

Thirty-nine cats were included into the third study and were randomly assigned to
one of two groups. Cats of group P received 5 mg/kg pradofloxacin orally every
24 hours and cats of group D were treated orally with 5 mg/kg doxycycline every
12 hours. The substances were administered over 42 consecutive days. The
Karnofsky score was used to describe the well being of the cats. Clinical
symptoms were scored using a scale from 0 to 4 depending on the severity of the
signs (0 = no symptoms, 4 = very severe). A total clinical score was determined
for each group on each examination day. Swabs of the conjunctiva were taken to
investigate the presence of C. felis and Mycoplasma spp. by quantitative
polymerase chain reaction (PCR). The quantity of C. felis was expressed in
relative copy numbers (RCN). An improvement in clinical signs was noted in both
groups. Within the first week of treatment, the well-being of the cats returned to
normal. The average clinical score of cats treated with pradofloxacin and
doxycycline decreased from 4.9 (day 0) to 0.9 (day 7) and from 4.5 (day 0) to 1.7
(day 7), respectively. There was no statistically significant difference between
both groups on each examination day. Remaining signs were conjunctivitis,
sneezing, nasal and ocular discharge. Treatment resulted in a decrease of the
RCN. On day 42, all cats of group D were negative by PCR, whereas C. felis was
present in 4 of 10 cats treated with pradofloxacin. The detection of C. felis went in
line with clinical signs of conjunctivitis in 3 of 4 cats. All cats tested positive on
Mycoplasma spp. on day 0 were negative on day 42.

These studies show that pradofloxacin and doxycycline exhibit a good efficacy in
the treatment of upper respiratory tract disease and Mycoplasma spp. infections in
cats. However, in cats with C. felis infections, efficacy of pradofloxacin was
moderate resulting in 4 cats with persistent infections. In contrast, doxycycline
was able to clear C. felis infections in all cats. The 4 non-feline species identified

by BLAST are thought to be an incidental finding.
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XI1. Anhang

Fragebogen an den/die Besitzer/in bei Einlieferung

Fallberichtsnummer: Datum:
Lfd. Nummer: Untersucher:
Uberweisender Tierarzt: Besitzer/in:

Beurteilung des aktuellen Verhaltens der Katze und Vergleich mit dem Verhalten
vor der Erkrankung. Die Bewertung erfolgt anhand folgender Zahlen:

0 Verhalten ist bei Erkrankung gar nicht vorhanden

1 Verhalten ist momentan nur sehr selten zu beobachten

2 Verhalten ist nur halb so oft zu beobachten wie vor der Erkrankung
3 Verhalten ist fast genauso oft zu beobachten wie vor er Erkrankung
4 Verhalten ist genauso oft zu beobachten

erreichte
Bewertung | Faktor Punktzahl
Fressverhalten
Ihre Katze frisst alles auf, was sie ihr 15
anbieten ’
Ihre Katze frisst immer mit Appetit 0,25
Ihre Katze fangt sofort an zu fressen, wenn 0.25
sie das Futter erhalt ’
Ihre Katze frisst jedes Futter 0,25
Thre Katze frisst jetzt etwas, was sie frither
. 0,125
nicht mochte
Thre Katze fangt Miuse 0,125
Ausscheidungsverhalten
Ist Thre Katze stubenrein? 1,0
Verscharrt sie ihren Kot artgeméal3? 0,25
Ausruhverhalten
Wie viel schlift ihre Katze? 1,5
Wie  schiatzen Sie ihr  derzeitiges
: 1,0
Temperament ein?
Komfortverhalten
Thre Katze putzt sich griindlich und oft 1,0
Thre Katze fiihlt sich wohl 0,5
Thre Katze badet in der Sonne 0,5
Ihre Katze sucht ihre Lieblingsplédtze auf 0,5
Spielverhalten
Thre Katze spielt hdufig 0,25
IThre Katze zeigt Interesse an neuem
. 0,25
Spielzeug
Thre Katze kommt zu Ihnen und sucht Thren 1,0
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Kontakt
Ihre Katze zeigt anderen Personen 0.5
gegeniiber ein merkwiirdiges Verhalten ’
Sozialverhalten
Ihre Katze verldsst oft das Haus fiir einen

0,5
Ausflug
Sie kehrt zur gewohnten Zeit zuriick 0,5
Thre Katze interessiert sich fiir andere Tiere 0,5
Ihre Katze kidmpft oft und zeigt sexuelle 0.25

Aktivitat

Summe




XII.  Anhang

246

Auswertung des Besitzerfragebogens

Iflieli‘fz}lzitﬁl Beschreibung nach dem Karnofsky-Index
ungestortes Allgemeinbefinden:
50 100 % |e keine Beschwerden
e keine Anzeichen fiir eine Krankheit
o, |geringe Anzeichen einer Krankheit:
45-49 2 e normales Sozial-, Fress- und Ruheverhalten
einige Anzeichen der Krankheit (— die Katze kommt
normalen Aktivititen nur mit Anstrengung nach und zeigt
ausgeprégte linger anhaltende Ruhephasen):
40 - 44 80 % |e ungestortes Fressverhalten
o geringgradig gestortes Sozialverhalten
(Interessenverlust ~an  anderen  Katzen) und
Komfortverhalten (Vernachldssigung der Fellpflege)
gering- bis mittelgradig reduziertes Allgemeinbefinden (—
die Katze wirkt matter als gewohnlich):
o, |* omittelgradig  reduziertes  Spiel-,  Sozial- und
35-39 R Komfortverhalten
e geringgradig reduziertes Fressverhalten (etwas weniger
Appetit und etwas geringere Futteraufnahme)
mittelgradig reduziertes Allgemeinbefinden:
o mittelgradig  reduziertes  Spiel-,  Sozial- und
30-34 60 % Komfortverhalten (benétigt gelegentlich Pflege)
o mittelgradig reduziertes Fressverhalten (frisst nur noch
aus der Hand)
hochgradig reduziertes Allgemeinbefinden:
e hochgradig  reduziertes  Spiel-, Sozial-  und
Komfortverhalten (putzt sich nicht mehr selbststéindig
2599 50 % und bendtigt stindig Pflege)
e hochgradig reduziertes Fressverhalten (bendtigt stindig
Zuwendung beim Fressen, z. B. Futteraufhahme nur
noch bei Handfiitterung)
o andauernde medikamentelle Behandlung
hochgradig reduziertes Allgemeinbefinden:
e wie 50 %
20-24 | 40% |° akute Lebensgefahr in freier Wildbahn
o geringgradig reduziertes Ausscheidungsverhalten (sie ist
nicht mehr stubenrein)
o schlift sehr viel
hochgradig reduziertes Allgemeinbefinden (Klinik):
e wie 50%
o Katze ist schwer pflegebediirftig; keine selbststindige
1519 30 % Futteraufnahme mehr (auch nicht mehr aus der Hand)

o stationdre Aufnahme angezeigt, da die Pflege aufgrund
des Schweregrads der Erkrankung nicht mehr vom
Besitzer selbstéindig durchgefiihrt werden kann

o keine Lebensgefahr wihrend des Klinikaufenthaltes
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hochgradig reduziertes Allgemeinbefinden (Klinikaufenthalt
mit Zwangserndhrung):
10-14 | 20% |« stationdre Behandlung unbedingt notwendig

e Erndhrung iiber Infusion und Nasen-Schlund-Sonde
o aktive Lebensunterstiitzung notwendig
hochgradig  reduziertes  Allgemeinbefinden  (akute
Lebensgefahr):

5-9 10% |e akute Lebensgefahr wihrend des Klinikaufenthaltes
e schnell fortschreitende Verschlechterung (Patient

bewegt sich kaum noch)
0—-4 0% |Tod
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Was muss alles getan werden?

Einschlusskriterien
Aufnahme in die Studie:
© Katzen mit Katzenschnupfen und/oder
Konjunktivitis
© Alter > 6 Monate
& FeLV- und FIV-Test negativ
Ausschlusskriterien

Keine Aufnahme in die Studie:

2 FeLV-und/ oder FIV-Test positiv
£ Katzen mit Niereninsuffizienz
2 Katzen mit Hepatopathien (ALT > 500 TU/1)
£ Katzen mit ZNS-Erkrankungen
2 tragende und sdugende Katzen
£ Katzen mit einem Alter von < 6 Monaten
2 mit Antibiotika vorbehandelte Katzen (inerhalb der letzten 6 Wochen)
Besitzer
1. Besitzer iiber die Studie informieren (genaueres steht im Infoblatt
»Informationen fiir Tierbesitzer)
2. Unterschrift des Tierbesitzers auf dem Formblatt ,,Einverstandniserklérung*
3. Ausfiillen des Fragebogens ,Fragebogen an den/die Tierbesitzer/in bei
Einlieferung*
Patient

4. Untersuchung des Patienten

5. ausfiillen des ,,Untersuchungsbogen fiir die Eingangsuntersuchung (Tag 0)*

Blutprobenentnahme

6. 1 EDTA-ROhrchen (mindestens 1 ml) und 1 Serum-Réhrchen (mindetens 2
ml)

7. Laborantrag I und II ausdrucken,

8. mit ,Studie Katzenschnupfen* (Aufkleber sind in meiner Schublade)
kennzeichnen,

9. Blutbild, Differentialblutbild und groBes Serumprofil (Amylase und Lipase

durchstreichen, und Serumgallensduren ergidnzen), ankreuzen und

10. Blutproben ins Labor der Medizinischen Kleintierklinik der LMU schicken.
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Tupferprobenentnahme

11. 1 trockener Virologietupfer (Maulhshle - FCV-PCR)*
e Mit der Tupferspitze iiber den Zahnfleischrand reiben (wie beim
Zahneputzen), dabei versuchen auch Probenmaterial von mdglichst weit
kaudal zu entnehmen.

e Tupfer mit Besitzername, Katzenname, ,,Maulhdhle* und Studientag
(,,Tag 0%) beschriften und bei —70 °C.

12. 1 trockener Virologietupfer (Konjunktiven — C.-felis- und FHV-PCR)®
e Mit der Tupferspitze liber die Konjunktiva des unteren Augenlids reiben,
dazu von auBlen mit einem Finger gegenhalten. Darauf achten, dass dabei
die Nickhaut vorgelagert ist

e Tupfer mit Besitzername, Katzenname, ,,Konjuntiva®“ und Studientag
(,,Tag 0%) beschriften und bei —70 °C.

13. 1 trockener Virologietupfer (Konjunktiven — C.-felis-lmmunfluoreszenz)®
e Den Objekttrager mit Besitzername, Tiername und Datum (mit Bleistift!)
beschriften und auf der Riickseite mit einem Diamantstift (im Labor)

einen Kreis mit ca. 1 cm Durchmesser in das Glas ritzen.

e Den Konjunktivaltupfer wie fiir die PCR entnehmen, anschliefend die
Tupferspitze innerhalb des gekennzeichneten Kreises ausrollen und mit 2
Tropfen Azeton fixieren.

e Unter dem Mikroskop die Zellzahl auf dem Objekttriger liberpriifen.

e FEinen Laborantrag fiir eine bakteriologische Untersuchung ausdrucken,
mit ,,Tag 0 kennzeichnen, die Aufkleber ,,Studie Katzenschnupfen* und
»Zellen/Gesichtsfeld, ...“ aufkleben und den Objekttriger daran
befestigen.

14. 1 Tupfer mit Medium (Konjunktiven — BU + Antibiogramm)*

e Beide Augen vor der Probenentnahme von Sekret befreiem.

e Mit der Tupferspitze einen Abstrich von den Konjunktiven und aus dem
Konjunktivalsack entnehmen nehmen. Dabei darauf achten, dass die
Tupferspitze nicht mit dem Fell oder der Haut in beriihrung kommt.

e FEinen Laborantrag fiir eine bakteriologische Untesuchung ausdrucken,
den Aufkleber ,,Studie Katzenschnupfen* aufkleben, mit ,,Tag 0
kennzeichnen und den Tupfer daran befestigen.

Behandlung

15. Zuordnung in eine Behandlungsgruppe anhand der VETERA-
Patientennummer:
e gerade Nummern @ Gruppe A
e ungerade Nummern @ Gruppe B

2 Division of Molekular and Cellular Biology, Department of Clinical Veterinary Science,
University of Bristol, Langford, Bristol, BS40 5SDU, UK
3 Institut fiir medizinische Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin der LMU Miinchen
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16. Studienmedikamente (Antibiose):

Gruppe A: 5 mg/kg Testprodukt A alle 24 Stunden PO und 5 mg/kg
Referenzprodukt A alle 12 Stunden PO
Gruppe B: 5 mg/kg Testprodukt B alle 24 Stunden PO und 5 mg/kg
Referenzprodukt B alle 12 Stunden PO

¢ Testprodukt: 1 ml =25 mg; 0,2 ml/kg
¢ Referenzprodukt: 1 ml = 100 mg; 0,05 ml/kg

Alle Medikamente fiir die Studie (Referenzprodukt und Testprodukt)
befinden sich auf Infektion im Raum ,,98“ im Schrank {iber der Spiile.
Im unteren Schrank sind die beiden Kartons fiir die Testprodukte und
die Kartons mit den Spritzen fiir das Testprodukt B. Alle Kartons fiir
das Testprodukt A sind im Schrank oben driiber!

17. Zusitzliche Medikation bei allen Katzen:

Passive Immunisierung: 4 ml Feliserin® (Katzen mit einem Alter > 6
Wochen) bzw. 2 ml Feliserin® (Katzen mit einem Alter < 6 Wochen) alle
24 Stunden SC fiir 3 Tage

Behandlung von Ekto- und Endoparasiten: 6 mg/kg Selamectin
(Stronghold®™) auf die Haut (bis 2,5 kg: 15 mg; 2.6 — 7.4 kg: 45 mg/kg)
nur am Tag der Aufnahme

Entwurmung: 5 mg/kg Praziquantel (Droncit™) PO oder SC einmalig am
Tag der Aufnahme

18. Zusitzliche Medikation (wenn notwendig):

Mukolytikum: 0,5 mg/kg Bromhexin (Bisolvon®) alle 8 Stunden PO so
lange wie notwendig (hdchstens 14 Tage)

Bronchodilatator: 0,03 mg/kg Terbutalin (Bricanyl®) alle 8 Stunden PO
oder IV so lange wie notwendig (hochstens 14 Tage)

Ringer-L6sung: 2 ml/kg/h Vollelektrolytlosung (+
Dehydratationsausgleich) + Kalium ad 20 mmol/l als Dauertropfinfusion
IV so lange wie notwendig (hochstens 7 Tage)

Inhalation: Inhalation mit physiologischer NaCl (0,9 %ig) in
geschlossener Box alle 12 bis 24 Stunden so lange wie notwendig
(hochstens 7 Tage)

Nasenspulung: 10 ml 0,9 %ige NaCl-Losung alle 12 bis 24 Stunden in
beide Nasenlocher alle 12 bis 24 Stunden so lange wie notwendig
(hochstens 7 Tage)

Reinigung der Augen: mit einem angefeuchteten Tupfer (physiologische
NaCl-Losung) alle 12 bis 24 Stunden die Augen reinigen
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Untersuchungsbogen fiir Eingangsuntersuchung (Tag 0)

Fallberichtsnummer: Datum:

Lfd. Nummer: Untersucher:

Tier

Name: mannlich O

Rasse: Geschlecht: weiblich ]

Alter: . ja U

Gewicht: Kastriert: nein ]

Impfstatus Freiginger: U
Haltung: :

Dauer der Symptome: atung nur im Haus: ]

Beschreibung des Allgemeinbefindens nach dem Karnofsky-Index

0l

0l

100 %

90 %

80 %

70 %

60 %

50 %

40 %

30 %

20 %

ungestortes  Allgemeinbefinden, keine Beschwerden, keine
Anzeichen fiir eine Krankheit

geringe Anzeichen einer Krankheit, normales Sozial-, Fress- und
Ruheverhalten

einige Anzeichen der Krankheit, Fressverhalten ungestort,
Sozialverhalten ggr. gestort (Interessenverlust an anderen
Katzen), Komfortverhalten ggr. reduziert (Vernachldssigung der
Fellpflege), ausgeprégte linger anhaltende Ruhephasen, die Katze
kommt normalen Aktivititen nur mit Anstrengung nach und
schlift viel.

Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, Fressverhalten
ggr. reduziert, wirkt matter als gewdhnlich, etwas weniger
Appetit, etwas geringere Futteraufhahme

Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, benétigt
gelegentlich Pflege und manchmal spezielle Zuwendung zur
Futteraufnahme (frisst nur noch aus der Hand)

benotigt stindig Pflege und stindig Zuwendung beim Fressen
(Futteraufnahme nur noch bei Handfiitterung) sowie andauernde
medikamentelle Behandlung, putzt sich nicht mehr selbststindig

benoétigt stindig Pflege und stindig Zuwendung beim Fressen
sowie andauernde medikamentelle Behandlung, in freier
Wildbahn akute Lebensgefahr, Ausscheidungsverhalten reduziert
(sie ist nicht mehr stubenrein), schléft viel

schwer pflegebediirftig, Pflege kann nicht mehr vom Besitzer
durchgefiihrt werden, stationdre Aufnahme angezeigt, keine
Lebensgefahr, keine selbststindige Futteraufnahme mehr (auch
nicht mehr aus der Hand)

sehr krankt; stationire Behandlung unbedingt notwendig mit
Erndhrung {tber Infusion und Nasen-Schlund-Sonde, aktive
Lebensunterstiitzung notwendig



XIL. Anhang 252
] 10 % akute Lebensgefahr, schnell fortschreitende Verschlechterung
®  (Patient bewegt sich kaum noch)
] 0% Tod

Allgemeinuntersuchung/ Schweregrad der Erkrankung

rektale Temperatur:

Bewegungsapparat:

0
0
0

Ooogoo O

(

Verhalten
Schleimhéaute

Atemanstrengung

Thoraxauskultation

Appetit

Niesen

Nasenausfluss
Augenausfluss
Konjunktivitis

Korneaver-
dnderungen

Lymphknoten-
vergrosserung

Atemfrequenz:

Pulsfrequenz:

0 normal, 1 apathisch, 2 nicht ansprechbar
0 rosa, 1 blass, 2 rot bis zyanotisch

0 normal, 1 leichte Dyspnoe, 2 starke Dyspnoe
(Maulatmung)

0 normal, 1 verstarkt horbare Gerdusche, 2 abnorme
Geridusche

0 vollstindig vorhanden, 1 maBig vorhanden, 2 nicht
vorhanden

0 kein Niesen, 1 gelegentliches Niesen, 2 hiufiges
Niesen

0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer
0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer
0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer

0 keine, 1 einseitige Triibung, 2 beidseitige Triibung

0 alle palpierbaren Lymphknoten sind physiologisch,
1 Lnn. mandibulares sind vergréBert, 2 andere
palpierbare Lymphknoten sind vergrofert

Neurologische Untersuchung

Observation:

Bewusstsein:

Korperhaltung:

Gang:

aufmerksam: U reduziert: 1
disorientiert L]

Stupor: 0 Koma: O
normal: 0 Tremor: O
Kopfschriaghaltung: L] Fallen R-L: (]
normal: [0 Tetraparese: ]
Nachhandparese: O Ataxie: [
Dysmetrie: [J Kreisbewegungen: [
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Untersuchung der Reflexe:

Beurteilung: 0 abwesende

Reaktion (Areflexie), 1

reduzierte Reaktion

(Hyporeflexie), 2 normale Reaktion (Normoreflexie), 3 gesteigerte Reaktion
(Hyperreflexie), 4 stark gesteigerte Reaktion (Hyperreflexie mit Tremor)

Haltungs- und Stellreaktionen: rechts | links
, vorne:
Hipfen: hinten:
Propriozeption: VOIne:
hinten:
Unterstiitzungsreaktion:
visuell:
Schubkarre: gestreckter Kopf-Hals:
Gehirnnerven: rechts | links
Sehen 11
Drohreaktion II, VII
Pupillengrosse I1, 111
Stimulation linkes Auge 111
Stimulation rechtes Auge 111
Fundus 11
Strabismus III, IV, VI
Nystagmus
Sensibilitdt Gesicht \Y
Kaumuskulatur \Y
Gesichtsmuskulatur VII
Lidreflex V, VII
Schlucken IX, X
spinale Reflexe: rechts | links
Extensor carpi radialis-Reflex C7—Thl
Flexor-Reflex (vorne) C6 —Thl/2
Patella-Reflex L4-6
Tibialis cranialis-Reflex L6 —S1
Flexor-Reflex (hinten) L5-S1
Panniculus-Reflex C8, Thl
Perineal-Reflex S1/2
Untersuchung der Sensorik:
Hyperisthesie: nein: L]
ja: [ Verteilung:
oberflachliches normal: [
Schmerzempfinden (Haut): reduziert: [] Verteilung:
fehlend: [ Verteilung:
tiefes Schmerzempfinden normal: [
(Knochen): reduziert: [J] Verteilung:
fehlend: [ Verteilung:
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Neuroanatomische Lokalisation

neurologische Befunde

Lokalisation

1.

2.
3.
4

Unterschrift des Untersuchers:

Datum:
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Untersuchungsbogen fiir Folgetage (Tag 1 — 7, 14, 28, 42)

Fallberichtsnummer: Datum:

Lfd. Nummer: Untersucher:

Tier

Name: mannlich O
Rasse: Geschlecht: weiblich ]
Alter: . ja U
Gewicht: Kastriert: nein ]

Beschreibung des Allgemeinbefindens nach dem Karnofsky-Index

O

O

100 %

90 %

80 %

70 %

60 %

50 %

40 %

30 %

20 %

ungestortes  Allgemeinbefinden, keine Beschwerden, keine
Anzeichen fiir eine Krankheit

geringe Anzeichen einer Krankheit, normales Sozial-, Fress- und
Ruheverhalten

einige Anzeichen der Krankheit, Fressverhalten ungestort,
Sozialverhalten ggr. gestort (Interessenverlust an anderen
Katzen), Komfortverhalten ggr. reduziert (Vernachldssigung der
Fellpflege), ausgeprigte langer anhaltende Ruhephasen, die Katze
kommt normalen Aktivititen nur mit Anstrengung nach und
schlift viel.

Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, Fressverhalten
ggr. reduziert, wirkt matter als gewdhnlich, etwas weniger
Appetit, etwas geringere Futteraufnahme

Spiel-, Sozial- und Komfortverhalten reduziert, bendtigt
gelegentlich Pflege und manchmal spezielle Zuwendung zur
Futteraufnahme (frisst nur noch aus der Hand)

benoétigt stindig Pflege und stindig Zuwendung beim Fressen
(Futteraufnahme nur noch bei Handfiitterung) sowie andauernde
medikamentelle Behandlung, putzt sich nicht mehr selbststindig

bendtigt stindig Pflege und stindig Zuwendung beim Fressen
sowie andauernde medikamentelle Behandlung, in freier
Wildbahn akute Lebensgefahr, Ausscheidungsverhalten reduziert
(sie ist nicht mehr stubenrein), schlaft viel

schwer pflegebediirftig, Pflege kann nicht mehr vom Besitzer
durchgefiihrt werden, stationdre Aufnahme angezeigt, keine
Lebensgefahr, keine selbststindige Futteraufnahme mehr (auch
nicht mehr aus der Hand)

sehr krankt; stationire Behandlung unbedingt notwendig mit
Erndhrung {tber Infusion und Nasen-Schlund-Sonde, aktive
Lebensunterstiitzung notwendig
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U 10 %

akute Lebensgefahr, schnell fortschreitende Verschlechterung

(Patient bewegt sich kaum noch)

] 0% Tod

Allgemeinuntersuchung/ Schweregrad der Erkrankung

rektale Temperatur:
Bewegungsapparat:

] Verhalten
L1 Schleimhiute

0] Atemanstrengung
0 Thoraxauskultation

0 Appetit

O

Niesen

Nasenausfluss
Augenausfluss

Konjunktivitis

[ I I B

Korneaver-
dnderungen

(

Lymphknoten-
vergrosserung

Atemfrequenz:

Pulsfrequenz:

0 normal, 1 apathisch, 2 nicht ansprechbar
0 rosa, 1 blass, 2 rot bis zyanotisch

0 normal, 1 leichte Dyspnoe, 2 starke Dyspnoe
(Maulatmung)

0 normal, 1 verstarkt horbare Gerdusche, 2 abnorme
Geridusche

0 vollstindig vorhanden, 1 maBig vorhanden, 2 nicht
vorhanden

0 kein Niesen, 1 gelegentliches Niesen, 2 hiufiges
Niesen

0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer
0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer
0 fehlend, 1 leicht, 2 mittel, 3 schwer, 4 sehr schwer

0 keine, 1 einseitige Triibung, 2 beidseitige Triibung

0 alle palpierbaren Lymphknoten sind physiologisch,
1 Lnn. mandibulares sind vergréBert, 2 andere
palpierbare Lymphknoten sind vergrofert

Probenentnahme an Tag 3., 7, 14, 28 und 42

e Blut (1 Serum- und 1 EDTA-R6hrchen)
e Konjunktivaltupfer I fiir C. felis und FHV (trockener Virologietupfer)
o Konjunktivaltupfer II fiir C. felis (trockener Virologietupfer)

Unterschrift des Untersuchers: Datum:
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