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I. EINLEITUNG

Metaldehyd findet hauptsédchlich in kommerziell erhiltlichen Molluskiziden
Anwendung, z. B. in Schneckenkorn. Diese Produkte werden als Fraf3- und
Kontaktgift gegen Schneckenbefall ausgelegt (BOOZE & OEHME, 1986; FIRTH,
1992a; DOLDER, 2003). Die orale Aufnahme des Giftstoffes Metaldehyd kann in
Abhidngigkeit von der Dosis fiir Mensch und Tier tddlich sein. Die
Metaldehydintoxikation ist eine hdufig auftretende Vergiftung beim Hund
(FIRTH, 1992a; BRAUER et al., 2011; BATES et al., 2012; BUHL et al., 2013).

Im Vordergrund der klinischen Symptomatik stehen zentralnervése Storungen wie
Ataxie, Ganzkdrpertremor und anhaltende Krimpfe, begleitet von Hyperthermie
und metabolischer Azidose. In schweren Féllen kann die Vergiftung zu Koma und
Tod des Tieres fithren (YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al., 2012). Es ist
kein spezifisches Antidot bekannt, daher erfolgt die Therapie einer
Metaldehydintoxikation symptomatisch mit Kontrolle der lebensbedrohlichen
Krampfanfille (FIRTH, 1992a; YAS-NATAN et al., 2007; ZIMMERMANN et
al., 2010). Hamodialyse (HD) und Hadmoperfusion (HP) stellen therapeutische
Verfahren dar, die in einem extrakorporalen Kreislauf die Elimination bestimmter
Substanzen aus dem Blut des Patienten beschleunigen (GARELLA, 1988;
ELLIOTT, 2000; FISCHER et al., 2004). Fiir den Giftstoff Metaldehyd ist die
Wirkungsweise dieser Verfahren bislang nicht untersucht. Die Effektivitét
extrakorporaler Verfahren hdngt von den Eigenschaften der zu eliminierenden
Substanz ab. Metaldehyd ist ein kleines Molekiil mit einem Molekulargewicht
von 176,2 Dalton und somit aufgrund der MolekiilgroBBe ein attraktiver Kandidat

fiir die HD (VON BURG & STOUT, 1991).

Da bislang keine spezifische Behandlung fiir die Metaldehydvergiftung existiert,
ist die Forschung nach einer potentiellen zukiinftigen Therapieoption von hoher
klinischer Bedeutsamkeit. Ziel dieser Doktorarbeit war die in-vitro-Untersuchung
der Effektivitit von HD, HP und der Kombination von Héimodialyse und

Héamoperfusion (HD/HP) zur Elimination von Metaldehyd aus caninem Plasma.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Metaldehyd

Metaldehyd wird als Trockenbrennstoff und als Molluskizid eingesetzt. Der
Giftstoff ist in vielen kommerziell erhéltlichen Schneckenkornpriparaten

enthalten (FIRTH, 1992a).

1.1. Eigenschaften, Vorkommen und Verwendung von Metaldehyd
Metaldehyd ist ein zyklisches Tetramer des Acetaldehyds. Das Molekulargewicht
betragt 176,2 Dalton (VON BURG & STOUT, 1991; SAITO et al., 2008). Es ist
ein farbloses oder weilles kristallines Pulver, das bei 112 °C sublimiert und seinen
Schmelzpunkt in der Kapillare bei 246 °C hat. Die Substanz ist in Wasser
schlecht, in Alkohol und Ather wenig und in Chloroform und Benzol gut 18slich
(FALBE & REGITZ, 1997). Metaldehyd ist leicht brennbar und giftig fiir alle
Séugetiere und Vogel (BATES et al., 2012; BUHL et al., 2013).

Frither wurde der Giftstoff Metaldehyd in Form von Trockenbrennstoff eingesetzt.
Dabei wurde die toxische Wirkung auf Schnecken erstmalig erkannt. Die
Produkte wurden meist in Form von Brennstofftabletten vertrieben, zum Beispiel
unter dem Handelsnamen Meta-Brennstoff. Die Tabletten waren in der
Handhabung einfach und daher beliebte Ziindmittel beim Camping oder Picknick.
Sie waren kompakt, sauber, entziindeten sich nur, wenn sie mit einer Flamme in
Kontakt kamen und verbrannten ohne Rauch oder Aschebildung. Heutzutage wird
der auf Metaldehyd basierende Trockenbrennstoff normalerweise nicht mehr
eingesetzt, da es mittlerweile weniger gefihrliche Produkte auf dem Markt gibt
(LEWIS et al., 1939; LONGSTRETH & PIERSON, 1982; FIRTH, 1992a;
MOODY & INGLIS, 1992; SHINTANI et al., 1999).

Molluskizide mit dem Wirkstoff Metaldehyd werden weltweit vertrieben. Bei der
US Environmental Protection Agency sind ungefahr 50 verschiedene Molluskizide
registriert, die Metaldehyd enthalten. Die Priparate sind kommerziell erhiltlich
und werden als Fra3- oder Kontaktgift gegen Schneckenbefall angeboten. Es gibt
verschiedene Formulierungen, wie Granulat, Korner, Pellets oder Fliissigkeit. In
fester Form haben viele Produkte eine blaue oder griine Farbung. In fliissiger

Form sind die Produkte meist farblos und enthalten zum Teil als zuséatzlichen
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Inhaltsstoff Ethylenglykol. Am héaufigsten werden die Koder in Form von
Granulat genutzt und oft in Gérten oder neben Gehwegen ausgelegt. Die meisten
Produkte enthalten Metaldehyd in Konzentrationen von 1,5 — 8 %, allerdings sind
auch Produkte mit Metaldehydkonzentrationen von 20 — 50 % erhéltlich. Durch
Zusatz von Getreide oder Melasse locken die ausgelegten Koder nicht nur
Schnecken an, sondern werden auch gerne von anderen Tieren gefressen (BOOZE
& OEHME, 1986; FIRTH, 1992a; PUSCHNER, 2001; BATES et al., 2012;
BUHL et al., 2013).

1.2. Vergiftungen mit Metaldehyd

Metaldehyd ist toxisch fiir alle Sdugetiere und fiir Vogel (BATES et al., 2012;
BUHL et al., 2013). Der Einsatz von Schneckenkornpriaparaten ist weit verbreitet
und Vergiftungsfille bei Tieren sind weltweit beschrieben. Félle wurden unter
anderem in Europa, Nordamerika, Israel und Australien dokumentiert. Zu den
betroffenen Spezies zdhlen Hunde, Katzen, Rinder, Schafe, Pferde und Vogel. Bei
Hunden kommen Intoxikationen mit Metaldehyd besonders hédufig vor. In vielen
Féllen erfolgt die Giftaufnahme bei Hunden durch Schneckenkornpréparate, die in
eigenen Girten von den Besitzern selbst ausgelegt worden sind. AuBerdem
ereignen sich Vergiftungsfille durch inadéquate Lagerung der Kdder. Hunde
haben zum Teil Zugriff zu ganzen Boxen oder Containern mit Molluskiziden.
Durch die Zusédtze von beispielsweise Getreide werden die Produkte besonders
schmackhaft und Hunde neigen dazu, die gesamte verfiigbare Menge
aufzunehmen (STUDDERT, 1985a; YAS-NATAN et al., 2007; BERNY et al.,
2010; BRAUER et al., 2011; BATES et al., 2012; BUHL et al., 2013).

Eine retrospektive Auswertung von gesammelten Daten des Veterinary Poisons
Information Service (VPIS) in London ergab, dass 1.912 Erkundigungen zu
Metaldehydvergiftungsfillen bei Hunden in den Jahren 1985 bis 2010
eingegangen waren. Das VPIS ist ein 24-Stunden-Telefonservice, der Tierdrzte
beziiglich des Managements von Vergiftungsfillen bei Tieren berét. Die an einer
Metaldehydvergiftung erkrankten Hunde waren im Schnitt vier Jahre alt und 18,3
Kilogramm schwer. Es waren mehr weibliche als médnnliche Tiere betroffen. Die
am haufigsten vertretenen Rassen waren Labrador Retriever, Jack Russell Terrier
und Cocker Spaniel (BATES et al., 2012). Zwischen 2001 und 2011 wurden an
dem National Pesticide Information Center (NPIC) in den USA 1.285 Berichte

von Metaldehyd-Expositionen bei Tieren registriert. Davon wurden 35 Todesfille
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von Hunden gezédhlt. Die meisten Félle wurden an der Westkiiste der USA
registriert, vor allem in Kalifornien, Oregon und Washington (BUHL et al., 2013).
AuBerdem stellten sich Metaldehydvergiftungen als die hédufigste Ursache fiir
Kriampfe in Assoziation mit Intoxikationen bei Hunden an der Kleintierklinik der
Veterindrmedizinischen Universitdt Hannover zwischen 2004 und 2008 heraus
(BRAUER et al.,, 2011). An der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitit in Miinchen wurden 14 Hunde mit Status epilepticus
aufgrund einer akuten Vergiftung in den Jahren von 2002 bis 2009 dokumentiert.
Von den 14 vergifteten Hunden hatten drei Hunde eine Metaldehydintoxikation

(ZIMMERMANN et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 2010).

Die angegebene mittlere letale Dosis (LDsp) von Metaldehyd fiir Hunde variiert in
der veterindrmedizinischen Literatur zwischen 60 und 1.000 mg/kg
Korpergewicht. Vor allem kleine Hunde oder Welpen konnen bereits infolge
geringer aufgenommener Mengen ernsthafte Symptome entwickeln (BOOZE &
OEHME, 1986; FIRTH, 1992a; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al., 2012).

Auch  beim  Menschen  kommen  Metaldehydintoxikationen  vor.
Humanmedizinische Vergiftungsfille durch die orale Aufnahme von
Molluskiziden oder Brennstofftabletten sind in der Literatur dokumentiert
(LEWIS et al., 1939; LONGSTRETH & PIERSON, 1982; SHIH et al., 2004).
Auch als Mittel zum Mord wurde Metaldehyd bereits eingesetzt. Die ersten
Vergiftungsfille traten in den 1920-er Jahren durch Meta-Brennstofftabletten auf.
Bei dem Schweizer toxikologischen Informationscenter ~wurden 213
Metaldehydvergiftungsfille in den Jahren 1966 bis 1969 verzeichnet. In 20 von 24
Vergiftungsfillen bei Erwachsenen erfolgte eine vorsitzliche Aufnahme von
Metaldehyd. Intoxikationen bei Erwachsenen treten meist im Zuge von
Suizidversuchen auf (LEWIS et al., 1939; LUDIN, 1958; LONGSTRETH &
PIERSON, 1982; SAITO et al.,, 2008). Eine 32 Jahre alte Lehrerin nahm
absichtlich eine gro3e Menge eines fliissigen Molluskizids zu sich. Die Patientin
konnte 51 Tage nach ihrem Suizidversuch aus dem Krankenhaus entlassen
werden. Wihrend dieser Zeit befand sie sich fiir mehrere Tage im Koma in zum
Teil sehr kritischen klinischen Zustand (LONGSTRETH & PIERSON, 1982). Ein
37 Jahre alter Mann versuchte ebenfalls, sich mit Metaldehyd in Form eines
Molluskizids umzubringen. Bei Einlieferung in das Krankenhaus befand er sich in

einem komatdsen Zustand. Sechs Tage nach Einlieferung hatte sich der Patient
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korperlich ausreichend erholt, um in eine psychiatrische Anstalt iiberwiesen
werden zu konnen (MOODY & INGLIS, 1992). Von 15 untersuchten
humanmedizinischen Metaldehydvergiftungsfillen durch Molluskizide in Taiwan
zwischen 1991 und 2002 iiberlebten 14 Patienten, ein Patient verstarb (SHIH et
al., 2004). Erwachsene Patienten iiberleben in der Regel mit entsprechender
Therapie (LONGSTRETH & PIERSON, 1982; MOODY & INGLIS, 1992; SHIH
et al., 2004).

Metaldehydintoxikationen bei Kindern ereignen sich normalerweise durch die
versehentliche Aufnahme des Giftstoffes. Die frilher weit verbreiteten
Brennstofftabletten wirkten aufgrund ihrer Form und Farbe auf Kinder attraktiv.
Eine &hnliche Problematik besteht durch die blaue oder griine Farbung der
Schneckenkornpriparate, die mit SiiBigkeiten verwechselt werden konnen.
Sowohl mit Brennstofftabletten als auch mit Molluskiziden sind
Metaldehydvergiftungsfille bei Kindern beschrieben (MILLER, 1928; LEWIS et
al., 1939; LONGSTRETH & PIERSON, 1982; SHINTANI et al., 1999; BATES
et al., 2012). Eine Publikation berichtet von einem zwei Jahre alten Jungen, der
nur eine einzige auf Metaldehyd basierende Brennstofftablette zu sich genommen
hat. Der Junge erzédhlte seinem Kinderméddchen, dass die Siiligkeit nicht
besonders gut geschmeckt habe. Erste Symptome zeigten sich circa eine Stunde
nach Giftaufnahme. Am néchsten Tag verstarb der Junge an den Folgen der

Metaldehydvergiftung (LEWIS et al., 1939).

1.2.1. Pathophysiologie

Es wird angenommen, dass Metaldehyd bei Schnecken durch Dehydratation und
Lihmung zum Tod fiihrt (BOOZE & OEHME, 1986). Die genaue Wirkungsweise
von oral aufgenommenem Metaldehyd bei Sdugetieren ist derzeit noch nicht
vollstindig erschlossen (BOOZE & OEHME, 1986; FIRTH, 1992b). Friiher
wurde angenommen, dass das toxische Prinzip von Metaldehyd auf dem
entstechenden Abbauprodukt Acetaldehyd basiert. Nach aktuelleren Studien ist
davon auszugehen, dass Metaldehyd selbst entweder allein oder zumindest zum
Grof3teil fiir das Auftreten der klinischen Symptome verantwortlich ist. Ein
Beitrag von Acetaldehyd zur Entstehung der Symptome kann nicht
ausgeschlossen werden. Es ist anzunehmen, dass im Magen eine sdureabhingige
partielle Hydrolyse von Metaldehyd zu Acetaldehyd stattfindet, der Grof3teil des

oral aufgenommenen Metaldehyds allerdings unverdndert aus dem
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Gastrointestinaltrakt absorbiert wird (SPARKS et al., 1996).

In experimentellen Studien mit Miusen, denen oral entweder Acetaldehyd oder
Metaldehyd zugefiihrt wurde, konnten weder die auftretenden Symptome noch die
Analyse von entnommenen Gewebeproben die frithere Annahme unterstiitzen,
dass Acetaldehyd fiir das Auftreten der klinischen Symptome hauptverantwortlich
sei. Nach oraler Gabe von Metaldehyd war kein Acetaldehyd im Gehirn der Tiere
messbar. Metaldehyd dagegen konnte in Gehirn, Leber und Blut nachgewiesen
werden (SPARKS et al., 1996). In einer weiteren experimentellen Studie wurde
Ratten oral Metaldehyd verabreicht. Die Analyse von Serumproben der Ratten
ergab den Nachweis fiir Metaldehyd, jedoch nicht fiir Acetaldehyd (SHINTANI et
al., 1999). Ebenso konnte bei in-vivo-Studien mit Hunden, denen oral Metaldehyd
eingegeben wurde, Acetaldehyd weder im Plasma noch im Urin der Tiere
nachgewiesen werden. Metaldehyd dagegen war in dem Plasma und in dem Urin

messbar (BOOZE & OEHME, 1986).

In einer experimentellen Studie bei Hunden lag die Ausscheidung von
Metaldehyd tiber den Urin bei unter 1 % der oralen Dosis (BOOZE & OEHME,
1986). Bei Méausen wurden 8 % der oralen Dosis unverdndert iiber Urin und Kot
ausgeschieden (SPARKS et al., 1996). In einem humanmedizinischen Fallbericht
wird eine Eliminationshalbwertszeit von 26,9 Stunden angegeben (MOODY &
INGLIS, 1992). Genaue Informationen iliber die Eliminationskinetik bei Tieren

sind nicht verfiigbar (PUSCHNER, 2001).

Mittlerweile ist bekannt, dass Metaldehyd die Blut-Hirn-Schranke passiert und zu
einer erhohten Aktivitit der Monoaminooxidase (MAO) fiihrt. Des Weiteren
wurden erniedrigte Konzentrationen von Serotonin (5-HT), Norepinephrin (NE)
und des inhibitorischen Neurotransmitters Gamma-Aminobuttersdure (GABA)
festgestellt. Die Abnahme dieser Neurotransmitter fithrt zu einer Reduzierung der
Krampfschwelle, zu neuronalen Exzitationen und kann in dem Auftreten von
tonisch-klonischen Krampfen resultieren (KILIAN & FREY, 1973; HOMEIDA &
COOKE, 1982a, 1982b; PUSCHNER, 2001). Als Ursache fiir eine erniedrigte
GABA-Konzentration im Gehirn durch Metaldehyd wurde die Hemmung der
Glutamat-Decarboxylase (GAD) diskutiert. Diese Annahme konnte in der Studie
jedoch nicht bestitigt werden. Der genaue Mechanismus ist bislang nicht bekannt

(SPARKS et al., 1996).
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1.2.2. Symptome

Der Grofteil der von einer Metaldehydvergiftung betroffenen Hunde entwickelt
klinische =~ Symptome und  bendtigt eine  entsprechende  Therapie.
Vergiftungsanzeichen treten in der Regel innerhalb von drei Stunden nach
Giftautnhahme auf. Erste systemische Effekte zeigen sich hdufig in Form von
gastrointestinalen Symptomen wie Salivation, Vomitus und Diarrhd sowie
erhohter Muskelaktivitét, die sich meist durch Tremor oder Krimpfe duflert. Die
Auspragung und Entwicklung der klinischen Symptomatik ist abhédngig von der
aufgenommenen Dosis (FIRTH, 1992b; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al.,
2012). Die Hunde zeigen Ataxie, Ganzkorpertremor, Kridmpfe, Hypersalivation,
Vomitus, Diarrhd, Hyperdsthesie, Hyperthermie und entwickeln eine
metabolische Azidose. Durch das Auftreten der charakteristischen klinischen
Symptome wie anhaltende Krdmpfe und eine erhohte Korpertemperatur wird eine
Metaldehydvergiftung auch als .,shake and bake syndrome® bezeichnet. Weitere
beschriebene Symptome sind Tachykardie oder Bradykardie, Tachypnoe,
Dyspnoe, Nystagmus, Mydriasis oder Miosis und Opisthotonus. In schweren
Féllen kann die Vergiftung zu Koma und Tod des Tieres fithren (PUSCHNER,
2001; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al., 2012).

Eine vorliegende hochgradige metabolische Azidose konnte zu einer Depression
des Zentralnervensystems beitragen. Die erhohte Muskelaktivitidt der Patienten
tragt vermutlich maf3geblich zu dem Anstieg der inneren Korpertemperatur bei.
Patienten entwickeln zum Teil eine hochgradige Hyperthermie von bis zu 43 °C.
Ab einer Korpertemperatur von 42 °C erfolgt Zelluntergang und Organversagen
(FIRTH, 1992b; PUSCHNER, 2001; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al.,
2012). Zu den in der Literatur beschriebenen Komplikationen zédhlen
Aspirationspneumonie, Lungenddem, Leberzhirrose, disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC), Thromboembolie, voriibergehende  Blindheit und
Multiorganversagen (BISHOP, 1975; STUDDERT, 1985b; PUSCHNER, 2001;
YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al., 2012).

1.2.3. Diagnose

Die Verdachtsdiagnose Metaldehydvergiftung wird in den meisten Féllen durch
eine Kombination der klinischen Symptomatik und entsprechender Anamnese
gestellt. Haufig beobachten Besitzer bei ihren Hunden die Aufnahme von

Schneckenkornkddern oder finden eine leere Verpackung vor. Im Zuge einer



II. Literaturiibersicht 8

symptomatischen Therapie mit Magen- und Darmspiilung sowie in Erbrochenem
oder Diarrh des Patienten konnen blaue oder griine Koderpellets festgestellt
werden. Aullerdem weist der Magen- und Darminhalt meist eine blaue oder griine
Verfarbung auf und es kann ein charakteristischer Geruch im Mageninhalt
wahrnehmbar sein (STUDDERT, 1985b; FIRTH, 1992b, 1992a; PUSCHNER,
2001; YAS-NATAN et al., 2007).

Zur Diagnosesicherung und zur Abgrenzung moglicher Differentialdiagnosen
bieten einige Labore die Bestimmung von Metaldehyd an. Mogliche zu
untersuchende Korperfliissigkeiten oder Gewebeproben sind Mageninhalt, Serum,
Urin oder Lebergewebe. Die Proben miissen dafiir in gefrorenem Zustand gelagert
und versandt werden. Auch Schneckenkornkdder selbst konnen auf Metaldehyd

untersucht werden (PUSCHNER, 2001).

Auch in post-mortem-Untersuchungen werden zum Teil Schneckenkornkdder im
Magendarmtrakt vorgefunden. Haufig wird eine Kongestion von Leber-, Nieren-
und Lungengewebe festgestellt. Die Mukosa des Gastrointestinaltraktes kann
petechiale oder eckchymotische Blutungen aufweisen. Am Herzen sind
subepikardiale oder subendokardiale Blutungen beschrieben. Es konnen
interstitielle Blutungen im Lungengewebe bestehen oder es kann ein Lungenodem
vorliegen. Eine Degeneration des Lebergewebes und auch eine Degeneration der
Ganglienzellen im Gehirn sind moglich (PUSCHNER, 2001; BATES et al.,
2012).

1.2.4. Therapie

Nahezu alle Hunde, die Metaldehyd aufgenommen haben, entwickeln klinische
Symptome. Bei einem Grofteil der Félle ist ein stationdrer Aufenthalt mit
entsprechender Therapie und Uberwachung nétig. Vergiftungen bei kleinen
Hunden erfordern sofortiges therapeutisches Handeln, da bereits die Aufnahme
weniger Koderpellets schwerwiegende Vergiftungsanzeichen hervorrufen kann
(FIRTH, 1992a, 1992b; YAS-NATAN et al., 2007). Bisher ist kein spezifisches
Antidot bekannt (FIRTH, 1992a; BATES et al., 2012). Es gibt bislang auch keine
Moglichkeit einer schnellen Elimination von Metaldehyd aus dem Blut. Daher
richtet sich die herkdmmliche Therapie einer Metaldehydintoxikation nach den
allgemeinen Prinzipien zur Behandlung von Vergiftungen mit Dekontamination

durch Magen- und Darmspiilung und einer unterstiitzenden symptomatischen
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Therapie. Sollten die Tiere bei Vorstellung noch keine Symptome aufweisen,
kann ein Antiemetikum verabreicht werden. Haufig wird zusétzlich Aktivkohle
oral verabreicht mit dem Ziel die gastrointestinale Absorption von Metaldehyd zu
reduzieren (FIRTH, 1992b; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al., 2012). In
einer experimentellen Studie mit Ratten konnte die Absorption von Metaldehyd
durch die orale Gabe von Aktivkohle um 45 % reduziert werden (SHINTANI et
al., 1999). Auch die Durchfiihrung wiederholter Magenspiilungen kann niitzlich
sein. Durch eine zweite Spiilung nach 36 Stunden konnten bei einigen Hunden
erneut Schneckenkornreste aus dem Magen entfernt werden (FIRTH, 1992b;

YAS-NATAN et al., 2007).

Im Vordergrund der symptomatischen Therapie steht die Kontrolle der
lebensbedrohlichen Krampfanfille. Dazu werden Muskelrelaxantien, Sedativa und
Andsthetika eingesetzt. Am héufigsten finden Benzodiazepine und Barbiturate
Anwendung. Neben Diazepam (0,5 — 5 mg/kg i. v.), Phenobarbital (6 mg/kg i. v.,
1. m.) und Pentobarbital (3 — 15 mg/kg i. v., 1 — 6 mg/kg/Stunde 1. v.) werden auch
Acepromazin, Ketamin und Propofol zur Behandlung einer
Metaldehydintoxikation verwendet. AuBerdem ist der Einsatz der zentralen
Muskelrelaxantien Methocarbamol (150 mg/kg i. v.) und Guaifenesin (100 mg/kg
1. v.) beschriecben. Meist reicht ein Medikament alleine zur Kontrolle der
Krampfanfille der Patienten nicht aus. Es werden hdufig Kombinationen dieser
Medikamente angewendet (FIRTH, 1992b; PUSCHNER, 2001; YAS-NATAN et
al., 2007; ZIMMERMANN et al., 2010; BATES et al., 2012). Wenn bei schweren
Vergiftungen die Anfille durch den Einsatz antikonvulsiver Medikamente nicht
zu unterbinden sind, muss eine Allgemeinanisthesie iiber Dauertropfinfusion oder
Inhalationsanésthesie durchgefiihrt werden. Die Tiere miissen dann zum Teil
maschinell beatmet werden. Dies erfordert ein umfangreiches und aufwindiges
intensivmedizinisches = Management und  beinhaltet ein  zusitzliches
Anisthesierisiko fiir den Patienten. In einer restrospektiven Studie iiber 26
Metaldehydvergiftungsfille bei Hunden wurde am hiufigsten Diazepam und
Ketamin verwendet. Diazepam wurde in einer Dosierung von 2 — 5 mg/kg i. v.
verabreicht, gefolgt von einer Kombination aus 0,25 mg/kg Diazepam und 5
mg/kg Ketamin i. v. und nach Bedarf weiteren Bolusgaben von Diazepam und
Ketamin. Weniger hiufig wurde Xylazin, Methocarbamol und Guafenisin

angewendet. Bei der Kombination aus Diazepam und Ketamin traten keine
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gravierenden Nebenwirkungen auf. Alle 26 Hunde mit Metaldehydvergiftung
iiberlebten (FIRTH, 1992b).

Eine weitere retrospektive Studie zu Metaldehydvergiftungstfallen bei Hunden gibt
an, dass von 772 betroffenen Tieren iliber 64 % Sedativa erhalten haben. In iiber
50 % wurden Benzodiazepine verwendet. Barbiturate erhielten knapp 30 %,
Propofol 11,6 % und Acepromazin 9 % der Hunde. Weniger hdufig wurden
Isofluran, Methocarbamol und Ketamin angewendet. Bei 45,8 % der Hunde, die
Sedativa erhielten, war der Einsatz von mehr als einem sedativen oder
andsthetischen Medikament nétig. In 18 Vergiftungsfillen waren Informationen
iiber die Dauer der Sedation vorhanden. Diese lag durchschnittlich bei 33,7

Stunden, mit einer Spannweite von vier bis 120 Stunden (BATES et al., 2012).

In einer retrospektiven Datenauswertung von 18 Metaldehydvergiftungsfillen bei
Hunden in Jerusalem wurde am héiufigsten Diazepam (0,28 — 6,3 mg/kg i. v.) als
antikonvulsive Therapie eingesetzt. AuBBerdem fanden Phenobarbital (2,1 — 4,8
mg/kg 1. m.) und Pentobarbital (0,4 — 3,4 mg/kg i. v.) Anwendung. Zehn der 18
Hunde benétigten zwei der drei beschriebenen Medikamente, zwei der 18 Hunde
bendtigten eine Kombination aller drei Medikamente. Bei neun Hunden wurde
eine Allgemeinanisthesie mit Isofluran durchgefiihrt. Bei acht dieser neun Hunde
wurde vor FEinleitung der Allgemeinanésthesie erfolglos versucht, die
neurologischen  Symptome mit antikonvulsiven = Medikamenten ohne
Allgemeinanisthesie zu kontrollieren. Die Anésthesiezeit belief sich auf fiinf bis

24 Stunden (YAS-NATAN et al., 2007).

Die notige Dauer einer Allgemeinandsthesie variiert in Abhdngigkeit vom
Schweregrad der Symptome. In der veterindrmedizinischen Literatur ist die Dauer
einer allgemeinen Inhalationsanésthesie beim Hund in Zusammenhang mit einer
Metaldehydvergiftung mit bis zu 72 Stunden beschrieben (ZIMMERMANN et al.,
2010).

Zur symptomatischen Therapie gehort aulerdem die Gabe von Sauerstoff und
intravendser Infusion. Patienten mit einer starken Hyperthermie konnen aktiv
gekiihlt werden. Biader mit kaltem Wasser, nasse Handtlicher und kalte Luft sind
beschrieben. Bei aktiven MafBlnahmen zur Kiihlung sollten diese rechtzeitig
abgebrochen werden, um eine Unterkiihlung der Tiere zu vermeiden. Zeitgleich

ist zur Regulierung der inneren Korpertemperatur die Kontrolle von
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Muskeltremor und Kridmpfen wichtig. Nach initialer Stabilisierung und bei
Patienten in Allgemeinandsthesie miissen die Tiere hiufig wieder aktiv gewdrmt

werden, um eine Unterkiihlung zu verhindern.

Weitere therapeutische Maflnahmen beinhalten die Korrektur von Elektrolyt- und
Séure-Basen-Abweichungen. Durch die Verabreichung einer intravendsen
Infusion, z. B. Ringer-Laktat-Losung, und die Gewdhrleistung einer addquaten
Gewebeperfusion lassen sich diese Abweichungen in der Regel korrigieren. In
Féllen einer schweren metabolischen Azidose kann Natriumbikarbonat

verabreicht werden, sofern eine addquate Abatmung gewéhrleistet ist.

Nach der initialen Notfalltherapie sollten die Tiere weiterhin kontinuierlich
klinisch und wenn moglich apparativ iiberwacht werden, um eine potentielle
Verschlechterung des Zustandes rechtzeitig zu erfassen und entsprechende
MalBnahmen ergreifen zu kénnen. Um das Risiko einer Aspiration von Speichel
oder Mageninhalt gering zu halten, sollten Kopf- und Schulterbereich des
Patienten erhoht gelagert werden (FIRTH, 1992b; YAS-NATAN et al., 2007,
BATES et al., 2012).

1.2.5. Prognose

Die Angaben zur Mortalitdtsrate fiir die Schneckenkornvergiftung beim Hund
variieren in der veterindrmedizinischen Literatur von 0 % bis 23 %. Héufig sind
keine Angaben iiber die genaue Todesursache verfiigbar (STUDDERT, 1985b;
FIRTH, 1992b; CAMPBELL, 2000; YAS-NATAN et al., 2007; BATES et al.,
2012).

Uberlebende Patienten genesen meist innerhalb weniger Tage vollstindig
(FIRTH, 1992b; YAS-NATAN et al., 2007). Der Zeitraum von Giftaufnahme bis
zur vollstindigen Erholung lag in einer restrospektiven Studie von 61
dokumentierten Féllen bei durchschnittlich 39 Stunden, mit einer Spannweite von
ein bis 120 Stunden (BATES et al., 2012). In einer weiteren Studie mit 18 Hunden
lag die mittlere Klinikaufenthaltsdauer bei zwei Tagen, mit einer Spannweite von
ein bis fiinf Tagen (YAS-NATAN et al., 2007). In schweren Vergiftungsfillen
oder durch die Entwicklung von Komplikationen kann die Genesungszeit bis zu

einigen Wochen dauern (PUSCHNER, 2001).

Neben einem schweren Krankheitsverlauf kann auch eine voriibergehend

auftretende Blindheit der Patienten eine ldngere Erholungsphase erfordern
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(BISHOP, 1975; STUDDERT, 1985b; BATES et al., 2012). BISHOP berichtet
iber eine drei Monate alte Labrador-Hiindin, die mit schweren neurologischen
Symptomen auf Grund einer Metaldehydintoxikation vorgestellt wurde. Sie
iiberlebte mit symptomatischer Therapie, war aber auf beiden Augen blind.
Ansonsten fielen keine Verdnderungen in der klinischen Untersuchung auf. Eine
ophtalmoskopische Untersuchung beider Augen ergab keine Auffilligkeiten. Der
Pupillarreflex war beidseits vorhanden. Es wurde eine zentral vorliegende
Problematik vermutet, moglicherweise eine Blutung, die Druck auf das
Sehzentrum verursache. Die Hiindin erlangte ihr Sehvermdgen mit normalem
Visus drei Wochen nach Giftexposition langsam wieder zuriick. Die genaue
Ursache der voriibergehenden Blindheit ist unbekannt (BISHOP, 1975). In einer
retrospektiven Studie zu Metaldehydvergiftungsfillen bei Hunden wurde bei zehn
von 597 Patienten eine Blindheit dokumentiert. Es stehen keine Informationen
iiber die Dauer, die Entwicklung oder die Ursache der Blindheit zur Verfligung.
Acht der zehn betroffenen Hunde litten auch an Krampfanfillen, zwei Hunde
hatten Muskelzuckungen. Es wird vermutet, dass die Blindheit der Tiere eher aus
den Anfillen resultierte als ein toxischer Effekt des Giftstoffs Metaldehyd zu sein
(BATES et al., 2012).

AuBerdem wiesen einige Hunde mit Metaldehydintoxikation erhdhte Leberwerte
sowie anhaltend erhohte Bilirubinwerte auf. Nach scheinbarer Genesung ist ein
verspitet auftretendes Leberversagen zwei bis drei Tage nach Exposition moglich.
Als weitere Todesursache wird ein mogliches Versagen des Atmungsorganes
angegeben (STUDDERT, 1985b; PUSCHNER, 2001; YAS-NATAN et al., 2007;
BATES et al., 2012).

1.3. Weiterentwicklung von Praparaten

Durch neue Produktrichtlinien wurde in den USA, Australien, Neuseeland,
England und Belgien bereits versucht, die Anzahl der Vergiftungsfille durch
Molluskizide bei Haustieren zu reduzieren. Die Regelungen betreffen vor allem
die Beschriftung und Zusammensetzung von Schneckenkornpriparaten
(KITCHELL et al., 1978; STUDDERT, 1985b; FIRTH, 1992a; PUSCHNER,
2001; VAN PELT & MOSTIN, 2010; BATES et al., 2012; BUHL et al., 2013).

In Kalifornien erfolgten 1975 Bemiihungen, die Molluskizide weniger

schmackhaft fiir Haustiere zu gestalten. Urspriingliche Produkte, wie die frither
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verwendeten Meta-Brennstofftabletten, enthielten keine getreidehaltigen Zusitze
wie die heute gebrduchlichen Molluskizide und wirkten dennoch attraktiv auf
Nacktschnecken. Hersteller von Schneckenkornpriparaten in Kalifornien fiihrten
in gemeinsamer Kooperation mit der University of California und dem California
Department of Food and Agriculture Studien zur Schmackhaftigkeit von
Schneckenkornpriparaten durch. Die Hersteller wurden angehalten nur Produkte
zu vertreiben, die von Hunden nicht gerne aufgenommen werden. In Kalifornien
konnte anschlieBend ein Riickgang der Metaldehydvergiftungsfille bei Hunden
verzeichnet werden (KITCHELL et al., 1978; FIRTH, 1992a; PUSCHNER,
2001). Des Weiteren wurden den Produkten in den USA ab dem Jahr 2003
Bitterstoffe zugefiigt, um die Produkte weniger attraktiv zur oralen Aufnahme fiir
Haustiere und Kinder zu gestalten. Diese Mallnahme zeigte jedoch keinen
nachweisbaren Effekt. Die US Environmental Protection Agency forderte 2006
auBerdem eine neue Kennzeichnung von Metaldehydprodukten. Diese sollte auch
graphische Darstellungen im Sinne von Gefahrensymbolen mit Kindern und
Haustieren enthalten. Dem National Pesticide Information Center (NPIC) zufolge
wurde in den USA ab dem Jahr 2006 ein stetiger Abfall von
Metaldehydvergiftungsfillen bei Tieren registriert. Ob dieser Trend auf die neue
Kennzeichnungsregelung zuriickzufiihren ist, ist nicht mit Sicherheit zu sagen

(BUHL et al., 2013).

In Belgien wurden im Jahr 2007 und in England im Jahr 2011 ebenfalls neue
Kennzeichnungsrichtlinien festgelegt. Dazu zdhlen wunter anderem die
Kennzeichnung durch Gefahrensymbole, genaue Anwendungshinweise, der
Zusatz von Bitterstoffen und ein Sicherheitsverschluss zum Schutz von Kindern.
In Belgien zeigten die 2007 eingefithrten Vorgaben keinen nachweisbaren
positiven Effekt beziiglich der Vergiftungsfille bei Hunden (VAN PELT &
MOSTIN, 2010; BATES et al., 2012).

2. Extrakorporale Blutreinigungsverfahren

Extrakorporale Blutreinigungsverfahren finden in der Humanmedizin und in der
Tiermedizin Anwendung. Die Hémodialyse (HD) stellt die meist gewihlte

Therapieform dar (HOLUBEK et al., 2008; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013).

2.1. Grundlagen

Die HD wurde in der Tiermedizin erstmalig 1990 an dem Veterinary Medical
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Teaching Hospital der University of California in Davis, USA eingesetzt und ist
seitdem der Veterindrmedizin als therapeutische Option verfligbar (FISCHER et
al., 2004). Fiir die tiermedizinischen Patienten wird das Equipment der neonatalen
Héamodialyse des Menschen verwendet (ELLIOTT, 2000). Der Einsatz
extrakorporaler Blutreinigungsverfahren gewinnt in der Veterindrmedizin bei
Hunden und Katzen stetig an Bedeutung. Sowohl bei Tierdrzten als auch bei
Besitzern steigt das Interesse und Bewusstsein fiir diese therapeutische Option
(FISCHER et al., 2004; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Entsprechende
Einrichtungen  fiir  Tiere sind  mittlerweile  weltweit  verfiigbar
(http://queenofthenephron.net). In Deutschland gibt es derzeit sechs
Dialysezentren fiir Tiere (http://www.tierdialyse.com/).

Héamodialyse und Héamoperfusion (HP) sind extrakorporale
Blutreinigungsverfahren, die vor allem in der Intensivmedizin Einsatz finden. Das
Blut wird aus dem Korper des Patienten geleitet, flieBt iiber ein Schlauchsystem
durch eine extrakorporale Filtereinheit und wird dem Patienten dann
zuriickgefiihrt. In der Filtereinheit werden bestimmte Stoffe aus dem Blut entfernt
(ELLIOTT, 2000; BORKAN, 2002; FISCHER et al., 2004). Um die
erforderlichen Blutfliisse erreichen zu konnen, wird ein grofSlumiger Gefa3zugang
bendtigt. In der Veterindrmedizin wird hierfiir ein doppellumiger zentraler
Venenkatheter in die Vena jugularis gelegt, wodurch ein kontinuierlicher
Blutfluss vom Patienten zu der extrakorporalen Filtereinheit und zum Patienten
zuriick gewéhrleistet werden kann. Damit das Blut in dem Schlauchsystem nicht
gerinnt, ist eine Antikoagulation erforderlich. Zur Durchfiihrung extrakorporaler
Techniken beim Kleintier ist ein Mindestkorpergewicht von 1,5 Kilogramm
notwendig, da sich wédhrend der Verfahren ein gewisser Blutanteil des Tieres
auBerhalb des Korpers befindet. Bei kleinen oder hdmodynamisch instabilen
Patienten ist es mitunter notig, das Schlauchsystem mit kolloidalen Losungen oder
Blutprodukten vorzufiillen (ELLIOTT, 2000; FISCHER et al., 2004; COWGILL
& GUILLAUMIN, 2013).

Sowohl die HD als auch die HP wurden in der Tiermedizin bereits bei
Medikamenteniiberdosierungen oder Vergiftungen erfolgreich angewendet. Fiir
einige Giftstoffe, darunter Metaldehyd, ist die Effektivitit extrakorporaler
Verfahren noch nicht untersucht. Ob eine extrakorporale Entfernung von

Giftstoffen moglich und effektiv ist, hdngt von den Eigenschaften der zu
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eliminierenden Substanz und der Extraktionstechnik ab (DE PONT, 2007; KIM &
GOLDFARB, 2010). Die MolekiilgroBe, der Proteinbindungsgrad und das
Verteilungsvolumen der Substanz stellen dabei die Hauptkriterien dar. Beziiglich
MolekiilgroBe und Proteinbindungsgrad unterscheiden sich die Voraussetzungen
der HD und der HP. Mittels HP konnen auch groBere und stdrker Protein-
gebundene Molekiile entfernt werden. Das relative Verteilungsvolumen der
Substanz im Korper des Patienten sollte fiir die erfolgreiche Anwendung aller
extrakorporaler Blutreinigungsverfahren moglichst niedrig sein und zumindest

unter 1 I/kg liegen (BORKAN, 2002; KENO & LANGSTON, 2011).

2.2, Verfahren

Verschiedene Methoden zur extrakorporalen Blutreinigung stehen zur Verfiigung.
Dazu zédhlen die Verfahren HD, HP und die kombinierte H&modialyse und
Héamoperfusion (HD/HP) (BORKAN, 2002).

2.2.1. Hamodialyse

Durch die HD erfolgt die Entfernung geloster Substanzen und Fliissigkeit aus dem
extrakorporal zirkulierenden Blut des Patienten. Das Prinzip der HD beruht auf
Diffusion iiber eine semipermeable Membran. Das Blut wird dabei iiber ein
Schlauchsystem in den Dialysator geleitet. In dem Dialysator flieBt das Blut im
Gegenstromprinzip zu dem Dialysat, getrennt durch eine Membran mit Poren
bestimmter GroBe. Entsprechend den Konzentrationsgradienten erfolgt ein
Stoffaustausch iliber die semipermeable Membran zwischen dem Blut und dem
Dialysat, wodurch dialysierbare Substanzen aus dem Blutkreislauf des Patienten
eliminiert werden konnen (ELLIOTT, 2000; FISCHER et al., 2004; COWGILL &
GUILLAUMIN, 2013).

Die Effektivitit der HD wird von den Eigenschaften der zu eliminierenden
Substanz beeinflusst. Ein wichtiges Kriterium stellt die Molekiilgroe dar. Diese
sollte flir den erfolgreichen Einsatz der HD unter 500 Dalton liegen. Aulerdem ist
ein geringer Proteinbindungsgrad (< 80 %) Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Elimination mittels HD (ELLIOTT, 2000, DE PONT, 2007; KENO &
LANGSTON, 2011; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Durch den Einsatz
neuerer High-Flux-Dialysatoren konnen heutzutage auch gréfere Molekiile
mittels HD entfernt werden. In Abhédngigkeit von der Porengrofle der

semipermeablen Membran ist die Elimination von Substanzen einer Molekiilgrofie
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bis zu 1.000 — 5.000 Dalton moglich (MATZKE, 2002; FISCHER et al., 2004;
GOODMAN & GOLDFARB, 2006; DE PONT, 2007; KIM & GOLDFARB,
2010). Metaldehyd weist ein Molekulargewicht von 176,2 Dalton auf (VON
BURG & STOUT, 1991). Damit erfiillt Metaldehyd die Voraussetzung beziiglich
der MolekiilgroBe zur erfolgreichen Elimination mittels HD. Uber das
Verteilungsvolumen und den Grad der Proteinbindung von Metaldehyd im

Organismus stehen keine genauen Angaben zur Verfligung.

Mittels HD konnen metabolische Stoffwechselendprodukte aus dem Blut
eliminiert, bestimmte Giftstoffe entfernt und auch der Hydratationszustand des
Patienten ausgeglichen werden. Durch die Moglichkeit der variablen
Zusammensetzung des Dialysats ist auBBerdem ein Ausgleich von Elektrolyt- und

Saure-Basen-Verdnderungen moglich (ELLIOTT, 2000; FISCHER et al., 2004).

Das Haupteinsatzgebiet der HD bei Hund und Katze ist das akute Nierenversagen.
Patienten im akuten Nierenversagen leiden unter den Auswirkungen der zum Teil
hochgradigen Urdmie und kénnen durch den Einsatz der HD eine metabolische
Stabilitdt und deutliche Verbesserung des Allgemeinbefindens erlangen. Des
Weiteren ist in der Kleintiermedizin die HD zur Behandlung bestimmter
Vergiftungen und Medikamenteniiberdosierungen bereits etabliert und erfolgreich
eingesetzt worden. Bei passenden Eigenschaften der zu eliminierenden Substanz
reicht meist eine einzige Dialysebehandlung aus, um den Giftstoffgehalt im
Korper ausreichend zu reduzieren, dass keine klinischen Auswirkungen auftreten.
Die HD wurde bereits bei Vergiftungen mit Ethylenglycol und toxischen
Alkoholen, wie Ethanol oder Methanol, erfolgreich eingesetzt. Als weitere
Indikationen fiir die HD werden in der Literatur Intoxikationen mit Lithium,
Salicylaten, Metformin, Valproinsdure und Carbamazepin angegeben (ELLIOTT,
2000; FISCHER et al., 2004; DE PONT, 2007; HOLUBEK et al., 2008; KIM &
GOLDFARB, 2010; COWGILL, 2011; KENO & LANGSTON, 2011).

2.2.2. Hamoperfusion

Die HP stellt ein extrakorporales Adsorptionsverfahren dar. Adsorption beruht auf
dem Prinzip der molekularen Bindung eines geldsten Stoffes an ein bestimmtes
Oberfldchenmaterial, das Adsorptionsmedium. Wie bei der HD wird auch bei der
HP das Blut {iber ein Schlauchsystem in eine Filtereinheit geleitet. Die

Filtereinheit ist eine Hamoperfusionskartusche, die ein Adsorptionsmedium
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enthélt. Bei der HD erfolgt ein Stoffaustausch iiber eine physikalische Barriere,
der semipermeablen Membran zwischen Blut und Dialysat. Bei der HP ist keine
physikalische Barriere vorhanden und das Blut steht in direktem Kontakt zu dem
Adsorptionsmedium. Bestimmte Giftstoffe konnen so durch die Bindung an die in
der Kartusche enthaltenen Adsorbentien aus dem Blut des Patienten entfernt
werden. Das Adsorptionsmedium sollte eine hohe Bindungsaffinitidt zu der zu
eliminierenden Substanz aufweisen und eine geringe Affinitdit zu normalen
Blutkomponenten besitzen, ungiftig und Blut-kompatibel sein sowie steril und frei
von Endotoxinen. Das frither verwendete Anionenaustauschharz fiihrte zu einem
hohen Aufkommen an Komplikationen, wie beispielsweise Hadmolyse oder
Thrombozytopenie, und wird iiblicherweise nicht mehr eingesetzt. Aktivkohle ist
das am hiufigsten verwendete Adsorptionsmedium zur Behandlung von
Vergiftungen. Die Adsorptionsfdahigkeit der Aktivkohle hingt zu einem groB3en
Teil von der zugédnglichen Oberfliche ab, die sich bei hundert Gramm auf
mehrere Tausend Quadratmeter belduft (GARELLA, 1988; CHANDY &
SHARMA, 1998; DE PONT, 2007; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013).

Voraussetzung fiir eine effektive Giftstoffelimination mittels HP ist vor allem eine
hohe Bindungsaffinitit des Giftstoffes zu dem in der Hdmoperfusionskartusche
enthaltenem Adsorptionsmedium. Im Gegensatz zu der HD kénnen durch die HP
auch Molekiille mit einem hoheren Molekulargewicht, einer stirkeren
Proteinbindung oder hoherer Lipidldslichkeit eliminiert werden (GARELLA,
1988; SHALKHAM et al., 2006; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013).

Das Einsatzgebiet der HP sind verschiedene akute Vergiftungen. Anwendung
findet dieses Verfahren hauptsdchlich bei Giftstoffen, die iiber eine HD nicht
ausreichend aus dem Korper eliminiert werden konnen (COWGILL &
GUILLAUMIN, 2013). Hamoperfusion ist das Blutreinigungsverfahren der Wahl
zur Therapie von Vergiftungen mit Theophyllin, Barbituraten und Paraquat
(GARELLA, 1988; SHALKHAM et al., 2006; DE PONT, 2007; HOLUBEK et
al., 2008; GIL et al., 2010; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013).

2.2.3. Kombiniertes Verfahren
Die Kombination von Hidmodialyse und Hé&moperfusion (HD/HP) ist die
effektivste Methode zur groBtmoglichen Giftstoffentfernung in kiirzester Zeit und

vereint die diffusiven Eigenschaften der HD und die adsorptiven Eigenschaften
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der HP. Zur Installation wird das Schlauchsystem modifiziert, um die beiden
Filtereinheiten nacheinander schalten zu konnen. Die Anwendung wird zum
Beispiel bei einer Theophyllinintoxikation empfohlen. Das Verfahren wurde
bereits erfolgreich zur Therapie einer Thalliumvergiftung beim Menschen und
einer Baclofenvergiftung beim Hund eingesetzt (DE BACKER et al., 1982;
BORKAN, 2002; SCOTT et al., 2007; KIM & GOLDFARB, 2010).
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Abbreviations

GC-MS gas chromatography-mass spectrometry

HD hemodialysis

HD/HP in series hemodialysis and charcoal hemoperfusion
HP charcoal hemoperfusion

RSD relative standard deviation

SP sampling point

Abstract

Objective — To evaluate the effect of hemodialysis, hemoperfusion, and a

combined approach on the removal of metaldehyde from canine plasma.

Design — In vitro study.

Setting — University Veterinary Teaching Hospital Laboratory.

Animals — None.
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Interventions — None.

Measurements and Main Results — Metaldehyde-fortified canine plasma was
prepared. Hemodialysis (HD), charcoal hemoperfusion (HP), and in-series
hemodialysis and charcoal hemoperfusion (HD/HP) were applied in triplicate to
eliminate metaldehyde from plasma. Plasma samples were obtained before
starting the procedure and subsequently after every processed total plasma volume
until plasma had been processed 10 times. Plasma metaldehyde concentration was
quantitatively assayed by gas chromatography-mass spectrometry. Statistical
analysis was performed using one-way ANOVA, repeated measures ANOVA,
and Bonferroni post hoc test, and by calculating the coefficient of variation from
duplicate measurements, binomial distribution, and by Bland-Altman analysis.
Statistically significant reduction in metaldehyde concentration was reached by all
3 techniques. Reduction of metaldehyde concentration of more than 95% was
achieved after processing the plasma volume 4 times applying HD, 8 times
applying HP, and 2 times applying HD/HP. Efficacy in reduction of metaldehyde
concentration differed significantly between the 3 procedures (P < 0.001). In-
series hemodialysis and charcoal hemoperfusion was more effective in
metaldehyde removal than HD (P = 0.003) and HP (P < 0.001), and HD was more

effective than HP (P = 0.002).

Conclusions — Metaldehyde was effectively removed by all applied
extracorporeal blood purification techniques in vitro. However, the combination
of both techniques was more effective than HD or HP alone. Further clinical

studies are warranted to confirm therapeutic benefits in patients.

Keywords: decontamination, dialysis, dog, extracorporeal blood purification,
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molluscicide, snail bait

Introduction

Metaldehyde, a molluscicide widely used for the control of snails and slugs, is
toxic to mammals and birds.'” Incidents of metaldehyde poisoning in dogs have
been reported worldwide.'” Between 1985 and 2010, the Veterinary Poisons
Information Service in London reported 1,912 metaldehyde inquiries affecting
dogs.! Between 2004 and 2008, metaldehyde poisoning was the most common
cause of seizures associated with intoxications in dogs at the University of
Veterinary Medicine in Hannover, Germany.* In the US, the National Pesticide
Information Center registered 1,285 metaldehyde exposure incidents in animals

including 35 canine deaths between 2001 and 2011.

Clinical signs of metaldehyde poisoning include vomiting, muscle tremors,
twitching, ataxia, seizures, severe hyperthermia, metabolic acidosis, coma, and
death."® Treatment consists of seizure control, standard decontamination
procedures, and symptomatic and supportive care. No specific antidote is
available.® Intensive treatment and anticonvulsant agents are frequently required
to control seizures in affected dogs, and in severe cases of intoxication even
general anesthesia may be indicated.'”’ Adverse sequelae to intoxication include
respiratory failure, hepatic damage, and temporary blindness.">®® Clinical
recovery in surviving patients typically requires 2—3 days, but can be prolonged to
a few weeks in cases with complications.'”*!" In the veterinary literature,
mortality rates are reported to be 0%—23%, but detailed information about the

cause of death is often not available.>%!112

Hemodialysis (HD) and charcoal hemoperfusion (HP) are methods to
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accelerate the elimination of different substances from a patient’s blood. Both
methods are proven to be effective at removing certain drugs and toxicants from
circulating blood. For a compound to be effectively removed by extracorporeal

13,14

techniques, it must have a low volume of distribution. The principle of HD is

removal by diffusion across a semipermeable membrane, following the

1516 Besides the removal of

concentration gradient between blood and dialysate.
uremic toxins in severely uremic patients, HD is successfully used to treat acute
drug overdose and poisoning in dogs, such as ethylene glycol and ethanol
intoxications.'*!” For a substance to be an ideal candidate for removal by HD, it
must be small in size and have low plasma protein binding.'*'>'® Metaldehyde
has a molecular weight of 176.2 Da, making it eligible to cross dialyzer
membrane pores and, therefore, a viable candidate for HD.' Interestingly, the
volume of distribution and plasma protein binding properties for metaldehyde
have not been published. Thus, prediction of blood purification is difficult to
make. The principle of HP is removal of the toxicant by direct adsorption on
activated charcoal."™® Unlike HD, HP can also effectively remove high-
molecular weight, protein-bound compounds. For example, HP is the preferred
method for removal of theophylline and barbiturates.”** In-series hemodialysis

and charcoal hemoperfusion (HD/HP) has successfully been applied in a dog with

baclofen intoxication.?’

The objective of this in vitro study was to evaluate the efficacy of high-
flux HD, HP, and a combined approach on the removal of metaldehyde from
canine plasma. We hypothesized that all techniques would reduce plasma

metaldehyde concentrations in excess of 95%.
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Materials and Methods
Preparation of metaldehyde-fortified canine plasma

Frozen canine plasma (3,600 mL) was obtained from the in-house veterinary
blood bank. The plasma was a mixture of plasma samples collected from healthy
dogs during voluntary routine blood donations between 2010 and 2012. A stock
solution (72 mL) of 5 mg/mL metaldehyde® in chloroform® was pipetted slowly
into 3,600 mL plasma to create a solution of 100 ug/mL metaldehyde-fortified
canine plasma. The plasma was under constant mixing in a chemical fume hood
on a magnetic stirrer® until chloroform was volatilized. A 0.5 mL aliquot of the
metaldehyde-fortified plasma was collected to determine total protein and
albumin concentrations by our in-house laboratory.d Aliquots of 400 mL of
metaldehyde-fortified canine plasma were added to 9 parenteral nutrition bags®
and stored overnight at 4°C. One plasma bag was used for each of the following

procedures.

Extracorporeal blood purification techniques

Three extracorporeal blood purification techniques were applied to eliminate
metaldehyde from canine plasma. These were HD, HP, and HD/HP using a
commercial dialysis machine’ with pediatric tubing.® Each technique was
conducted in triplicate. For HD, pediatric high-flux dialyzers" and for HP,
activated charcoal columns' were used. For HD/HP, the circuit of the dialysis
machine was modified with an adapter‘j to include the hemoperfusion cartridge
after the dialyzer. Anticoagulation was provided by an injection of 2,000 IU of
unfractionated heparin® to 400 mL metaldehyde-fortified canine plasma, followed

by a continuous rate infusion of heparin (4,000 [U/h diluted up to 5 mL 0.9%
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NaCl). The plasma bag was placed on a platform shaker' during the procedure.
Plasma flow was set at 80 mL/min. Dialysate solution was composed of purified
water, bicarbonate,™ and an acid solution” with concentrations of 4 mmol/L
potassium, 140 mmol/L sodium, and 24 mmol/L bicarbonate. The dialysate flow
rate was 500 mL/min at a temperature of 38°C. Tubing lines were connected to
the plasma bag and the treatment started as a dry connection procedure. One and a
half milliliters of plasma were collected from the injection port of the plasma bag
before starting the procedure and every 5 minutes thereafter from the arterial
injection port of the tubing until the end of the procedure (50 minutes total
processing time). Each individual sample was transferred to a 2 mL tube,* labeled,
and stored at —80°C. In total, 11 samples were collected during each of 9
procedures. The 5 minute-interval sampling time points were labeled SP 0 to SP
10. With a plasma flow rate of 80 mL/min, the total plasma volume of 400 mL

was processed once every 5 minutes and accordingly once per SP.

Quantitative metaldehyde analysis

For quantitative analysis of metaldehyde, samples were shipped to the laboratory®”
on dry ice and stored at —80°C for a maximum of 5 weeks before analysis. For
extraction of metaldehyde, 0.5 g of plasma from each thawed sample was
transferred into a 15 mL screw-capped test tube? and 2 mL ethyl acetate” were
added. The test tubes were placed on an overhead shaker® for 50 minutes followed
by centrifugation' at 466 G for 5 minutes at 25°C. Thereafter, 300 uL of the
supernatant were pipetted into a 2 mL HP autosampler vial" with inlay and sealed
immediately with a hole-cap and silicone septum.” The concentration of

metaldehyde was determined quantitatively by gas chromatography-mass
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spectrometry (GC-MS). At least each third sample (n = 38) was analyzed in

duplicate to determine instrument reproducibility.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis was performed using a
HP 6890 GC system"™ equipped with a HP 5973 mass-selective detector® and an
Agilent autosampler.” The GC column was an HP-1 Methyl Siloxane capillary
column (15 m x 0.25 mm inner diameter x 0.25 um film thickness).” The GC
conditions were as follows: injector temperature 240°C; oven temperature 40°C
for initial 3 minutes, then increased to 65°C at a rate of 10°C/min followed by
increments of 30°C/min to a final temperature of 290°C; carrier gas (helium) flow
rate 2.6 mL/min. The chromatographic run was completed in 13 minutes and 50

seconds.

The quantification of metaldehyde was performed using selected ion
monitoring mode. The following ions were monitored: m/z 45.0, m/z 89.0, m/z
117.0, and m/z 131. Injections of 2 uL were made in the splitless mode.
Calibration samples were prepared by dilution of neat metaldehyde™ in
methanol,”® followed by subsequent dilutions in ethyl acetate, resulting in final
metaldehyde concentrations of 0.25 pg/mL, 0.625 pg/mL, 1.25 pg/mL, 12.5
pg/mL, and 25 pg/mL. Accuracy of the method was assessed using fortified
control samples. Control matrix, canine serum, was used and mixed with
unfractionated heparin®™ consistent with the preparation of study samples. For
fortification with metaldehyde, a stock solution of 730 pg/mL metaldehyde in
methanol was prepared to generate final concentrations of 5 pg/mL and 50 ug/mL
metaldehyde in canine serum. The fortified and unfortified control samples were
extracted the same way as described above. Each analytical run included a full
calibration curve at the beginning and end, a reagent blank, an unfortified control

sample, a set of study samples, and at least 2 fortified (5 pg/mL and 50 pg/mL)
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control samples.

Metaldehyde was confirmed by comparison of retention time and mass
spectra to that of an analytical standard. The concentration of metaldehyde was
calculated using regression analysis. The equation of the line was determined by
the standards and the coefficient of determination (r”). The peak area of the
detected analyte had to be within the range of the calibration curve. The analysis
was acceptable if r* was > 0.98 and the relative standard deviation in percent
(%RSD) was less than 20%. The %RSD was determined to calculate the recovery
of known fortified control samples. The unfortified control sample and the reagent
blank had to be negative and the percent recovery for fortifications had to be
between 70-120% to be acceptable. The percent recovery was calculated by
dividing the pg/mL found in the fortified control by the fortification level and

multiplying it by 100.

Stability study

A preliminary study was performed to assess the stability of metaldehyde in
spiked canine sera at —80°C over a period of 5 weeks. Canine serum was tested for
metaldehyde by GC-MS prior to spiking. A stock solution of 5,280 pg/mL
metaldehyde in chloroform™ was prepared to create fortified canine serum
samples at 5 pg/mL and 100 pg/mL. Aliquots of unfortified and fortified control
samples were analyzed immediately. Additional aliquots of 0.6 mL of unfortified
and fortified control samples were placed in 1.5 mL screw-cap plastic cryotubes®
and stored at —80°C. For the duration of 5 weeks, aliquots were thawed at regular
intervals and analyzed by GC-MS to assess for a potential decrease in

metaldehyde concentration over time of storage. Samples were extracted the same
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way as described above.

Statistical methods

All analyses were performed using commercial statistical software.”™ To
determine measurement error and reproducibility of the analytical method,
duplicate GC-MS measurements (n = 38) were analyzed by calculating the
coefficient of variation from duplicate measurements** and by Bland-Altman
analysis.** Coefficient of variation from duplicate measurements was determined
by dividing the mean standard deviation of repeated measurements by the mean,
multiplied by 100 to give percentage. For Bland-Altman analysis, 95% limits of
agreement were calculated as the bias + 1.96 SD of the differences. Bias was
defined as the mean difference between duplicate GC-MS measurements. Bland-
Altman analysis was performed to determine a potential systematic error in the
analytical method. To assess for potential degradation of metaldehyde over time,
binomial distribution of the values from the stability study was calculated.

Probability of success was assumed and set at 85%.

For statistical analysis of the results of the main study, the area under the
curve of the 3 different extracorporeal techniques was calculated, followed by
one-way ANOVA and Bonferroni post hoc test to determine significant
differences between the efficacies of the methods. Repeated measures ANOVA
and Bonferroni post hoc test were applied to determine differences in percent
metaldehyde reduction between the methods to specific sampling points and to
evaluate the decrease in metaldehyde concentration within a given method. For
calculations, the mean value of each method was used. Values are reported as

mean =+ standard deviation of the triplicate results. Statistical significance was set
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at P <0.05.

Results
Method Validation

All values fulfilled the required conditions to accept GC-MS analyses. The mean
coefficient of determination r* was 1.00 = 0.01 (n = 9). The mean relative standard
deviation in percent (%RSD) was 14.81 + 1.06% (range 13.27-16.59%, n = 9).
The mean calculated recoveries in percent of fortified control samples were 79.64
+ 0.06% (n = 24). No metaldehyde was found in the matrix control samples.
Adequate linearity of the calibration curve was obtained in a concentration range

of 1-100 pg/mL. The limit of quantification of the assay was 1 pg/mL.

Coefficient of wvariation from duplicate measurements was 5.1%,
representing measurement error and reproducibility of the analytical method.
Results of duplicate measurements by Bland-Altman analysis showed a bias of
0.23% with a standard deviation of differences of 2.59%. The maximum deviation
was 8% and the 95% limits of agreement were approximately + 5% (—4.85% to

5.31%; Figure 1).

Stability study

Results of the stability study showed no evidence of metaldehyde degradation in
serum samples at —80°C over a 5 week period at the concentrations evaluated.
Results of calculated binomial distribution showed no evidence of a systematic
effect or significant trend over time (P = 0.02). Metaldehyde was not detected in

any of the control serum samples.
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Main study

The pooled plasma samples contained 50.7 g/L (5.1 g/dL; reference interval 55.5—
77.6 g/L [5.6-7.8 g/dL]) total protein and 28.1 g/L (2.8 g/dL; reference interval
31.143.0 g/L [3.14.3 g/dL]) albumin. The mean plasma metaldehyde
concentration at SP 0 before starting the procedures was 90.6 + 3.7 ug/mL. All 3
methods showed a significant reduction in metaldehyde concentration from SP 0
to SP 1 (P <0.05), with mean metaldehyde concentration declining by 54.4% with
HD (P =0.001), 56.5% with HP (P < 0.001), and 70.5% with HD/HP (P = 0.003).
Values below the limit of quantification or very low residual metaldehyde
concentrations were achieved with all 3 extracorporeal techniques, yet the
elimination times differed between techniques. A mean reduction in total
metaldehyde concentration in excess of 95% was achieved at SP 4 with HD (95.6
+ 0.72%), at SP 8 with HP (95.7 £ 0.61%), and at SP 2 with HD/HP (95.1 +
2.11%; Figure 2). Mean metaldehyde concentration was below the limit of
quantification (<1 pg/mL) at SP 10 with HD (0.8 & 0.06 png/mL) and at SP 5 with
HD/HP (0.7 £ 0.07 pg/mL). For HP, the residual mean metaldehyde concentration

was 2.2 £ 0.2 ng/mL at SP 10.

Results showed significant differences between the efficacies of the 3
applied methods by calculating the area under the curve of the 3 different
extracorporeal techniques followed by one-way ANOVA (P < 0.001). Applying
Bonferroni post hoc test, results showed that HD/HP was more effective than HD
(P = 0.003) and HP (P < 0.001), and HD provided a faster reduction in
metaldehyde concentration than HP (P = 0.002; Figure 2). Statistically significant
differences in metaldehyde concentration at specific sampling points were
detected between HD and HP at SP 2 (P < 0.001), SP 3 and SP 4 (both P <

0.0001), and SP 5 (P < 0.05); between HD and HD/HP at SP 1 and SP 2 (both P <
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0.0001), and SP 3 (P < 0.05); and between HP and HD/HP at SP 1, SP 2, SP 3, SP

4 (all P<0.0001), and SP 5 (P < 0.001; Table 1).

Discussion

This study determined the efficacy of extracorporeal blood purification techniques
(HD, HP, HD/HP) for the removal of metaldehyde from canine plasma.
Metaldehyde concentrations were significantly reduced by applying each of these
techniques. Comparing the techniques, HD/HP was most effective, followed by
HD and HP. While removal efficacies varied between extracorporeal methods, all
3 techniques showed satisfying results in vitro. It is expected that all methods can
accelerate metaldehyde elimination in clinical patients, resulting in a faster

recovery.

Published data concerning metabolism and pharmacokinetics of
metaldehyde are limited. Plasma elimination half-life for dogs is unknown. A case
report in human medicine documented a serum elimination half-life of
approximately 27 hours.”> Residual serum metaldehyde concentrations were
detectable for 5 days after admission.”” Booze and Oehme®® reported elevated
plasma metaldehyde concentrations in dogs for up to 30 hours after oral
metaldehyde dosing with 600 mg/kg body weight. Based on these data, it can be
assumed that metaldehyde does not undergo rapid metabolism and/or elimination,
which provides an opportunity for enhancing elimination. Our in vitro study
showed that HD/HP provides the fastest elimination, due to the combination of
diffusive and adsorptive extraction techniques. This combination is more
advantageous than either technique alone if rapidity of toxin removal is required.

If HD/HP is not available, HD is recommended over HP for several reasons. First,
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HD achieved a statistically significantly faster in vitro clearance of metaldehyde
compared to HP. Second, HD allows for simultaneous correction of any
electrolyte or acid-base abnormalities that might be present.lS’16 As metaldehyde
intoxication is often associated with severe metabolic acidosis, this is a significant
benefit over HP.” Third, HD is more readily available at veterinary clinics, while
HP cartridges and equipment are not commonly available at veterinary dialysis
units. In the last 20 years, the use of HD in human medicine has steadily increased

18,27,28
d.

while the use of HP has decline Possible reasons for these changes are the

improvement in hemodialysis techniques and the development of more effective

21,27,28

high-flux synthetic membranes. In addition, HP cartridges have limited

shelf-life, are expensive, and have the potential for saturation within 1 treatment

session,!>182!

It is likely that these trends that have been observed in human
medicine concerning the use of extracorporeal techniques also apply to veterinary

medicine; however, systematic studies are not available.

In this in vitro study, HD caused a faster decrease in plasma metaldehyde
concentration than HP. For a compound to pass readily through dialyzer
membrane pores and be effectively removed by HD, the substance should have a
low molecular weight (< 500 Da) and low protein binding (< 80%).'*'>!¥%* The
application of newer synthetic high-flux dialyzers allows for the removal of larger
molecules up to 1,000—5,000 Da, depending on pore size.'*'®*=! The molecular
weight of metaldehyde is 176.2 Da."” The extent of plasma protein binding of
metaldehyde is not known. Our results demonstrate effective elimination of
metaldehyde using HD. Therefore, it can be assumed that plasma protein binding

did not substantially limit the efficacy of the method.

Charcoal hemoperfusion was found to be the least effective method for

elimination of metaldehyde. Molecule size and plasma protein binding affect the
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efficacy of HP; but, in comparison to HD, HP can remove larger and more lipid-

14,20-22,28,29
wreesS2" Hence, these

soluble molecules with a higher degree of protein binding.
factors seem an unlikely explanation for a reduced efficacy of HP. It is possible
that metaldehyde has a low binding affinity to charcoal in the cartridge, or that

rapid saturation of the hemoperfusion cartridge led to a decline in toxin

13,20,32
removal. "

In series hemodialysis and charcoal hemoperfusion resulted in the fastest
decrease of metaldehyde in plasma. This result may be explained by the
combination of the diffusive effect of the HD dialyzer and the adsorptive effect of
the HP column, thus providing a higher rate of total metaldehyde extraction than
with either technique alone.'® The combined procedure was successfully applied
to treat baclofen intoxication in a dog.”> Serum elimination half-life was shortened
from 5 to 1.5 hours in the initial 2 hours of treatment. Serum baclofen
concentration declined rapidly with HD/HP, but because it is a case report, no

comparative data between different removal techniques were provided.”

The extracorporeal methods evaluated in the current in vitro study were
designed to closely mimic in vivo conditions. The mean plasma metaldehyde
starting concentration of 90.6 ng/mL was similar to measured levels in severely
intoxicated dogs from an experimental study.?® Of 8 dogs orally dosed with 600
mg/kg body weight of metaldehyde, 1 dog died and had a plasma metaldehyde
level of 90 pg/mL.*® Severe tremors were observed at concentrations of 36 to 90
ng/mL, while mild tremors were noted at concentrations of 8 to 52 pg/mL.%*® Each
extracorporeal method resulted in very low residual metaldehyde concentrations
in vitro, suggesting that, if similar removal could be achieved in vivo, clinical

signs would improve accordingly.
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Results of the current study must be interpreted with caution in terms of
translating them directly to a clinical setting. Molecule size and protein binding
properties likely have similar effects on the removal methods, whether in vitro or
in vivo. However, the condition of the patient and the factors influencing
pharmacokinetic parameters, such as age, liver function, and renal function, have
to be considered. The measured plasma total protein and albumin concentrations
in the canine plasma used in this study were slightly below the reference intervals
for dogs. It cannot be excluded that a higher plasma protein concentration would
have resulted in more protein binding and reduced elimination of metaldehyde in
the current in vitro model. The apparent volume of distribution is not known for
metaldehyde, and the present study does not allow a prediction of the volume of
distribution. Substances with a small volume of distribution (<1 L/kg) can be

1314 The blood volume is the only

effectively removed by extracorporeal methods.
compartment accessible to extracorporeal techniques. A high volume of
distribution is associated with the distribution of a compound out of the vascular
compartment, making the compound inaccessible to removal by extracorporeal
blood purification techniques. In that case, even if 100% of metaldehyde is
removed from the bloodstream, the effect in reduction of total body metaldehyde
may be poor. Such a situation could lead to a rebound effect as a result of
redistribution of metaldehyde from inaccessible body compartments into the
vascular space, resulting in increasing blood metaldehyde concentration after

cessation of extracorporeal treatment.'>'®

In recent years, the awareness, acceptance, and availability of
extracorporeal modalities has increased in veterinary medicine.'®* If proved
successful in vivo, especially in severe cases of metaldehyde intoxication, the

benefit of extracorporeal techniques is expected to be significant in terms of
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patient outcome and costs for treatment. Conventional treatment incurs
considerable costs from several days of intensive care management, sometimes
requiring general anesthesia. A single HD session requiring 1 day of

hospitalization is likely to be more affordable.

In conclusion, this in vitro study demonstrated a significant elimination of
metaldehyde from canine plasma by extracorporeal blood purification techniques.
If proved successful in vivo, these techniques are expected to be life saving for
patients acutely poisoned with metaldehyde, to hasten recovery, and to potentially

decrease complications and costs associated with metaldehyde intoxication.
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Footnotes

4 Metaldehyde Pestanal, analytical standard, Sigma-Aldrich

Laborchemikalien GmbH, Seelze, Germany

Chloroform Emsure, Merck KGaA, Darmstadt, Germany

¢ RCT B Magnetic Stirrer, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany

Cobas Integra 400 plus, Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Switzerland

Nutrimix 0.5/0, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany
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4008S classic, Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg, Germany

AV-Set FMC Paed R, Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg,

Germany

Fresenius FX paed, Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg,

Germany

Adsorba 150 C Hemoperfusion Cartridge, Gambro Dialysatoren GmbH,

Hechingen, Germany

Accessory Adaptor circuit SP-390, Gambro Dasco S.p.A., Medolla, Italy

Heparin-Natrium-2500-ratiopharm Injektionslosung, 25000 I.U./S mL,

ratiopharm GmbH, Ulm, Germany

Reax 3 Shaker, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,

Germany

Bibag 650 g, Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg, Germany

SK-F 419, Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg, Germany

Micro tube 2 mL with cap, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Germany

California Animal Health and Food Safety Toxicology Laboratory, School

of Veterinary Medicine, University of California, Davis, CA

Kimax-51 culture tubes 16 x 100 mm, Gerresheimer Kimble Chase,

Rockwood, TN

Ethyl Acetate Optima, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Reax 2 Overhead Shaker, Heidolph Instruments GmbH & Co., Elk Grove

Village, IL
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aa

ab

ac

ad

ac

af

ag

Beckman Coulter Avanti J-E Centrifuge, Brea, CA

2 mL clear crimp top vial, Agilent Technologies, Santa Clara, CA

Crimp top cap, 11 mm, PTFE/red rubber septa, Agilent Technologies,

Santa Clara, CA

Hewlett Packard, HP 6890 Series GC System, Agilent Technologies, Santa

Clara, CA

Hewlett Packard, HP 5973 Mass Selective Detector, Agilent Technologies,

Santa Clara, CA

7683 Automatic Liquid Sampler, Agilent Technologies, Santa Clara, CA

Agilent HP-1 GC Column (15 m, 0.25 mm, 0.25 pm, 7 inch cage), Agilent

Technologies, Santa Clara, CA

Fluka, Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO

Methanol Optima, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Heparin sodium, 50,000 USP Units/10 mL, APP, Fresenius Kabi USA,

LLC, Schaumburg, IL

Chloroform, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Nalgene System Cryogenic vials, 1.5 mL, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA

Graph Pad Prism 5, GraphPad Software, San Diego, CA

SPSS Statistics 21.0, IBM Corp., Armonk, NY
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Table 1: Statistically significant differences in plasma metaldehyde
concentration at specific sampling points (SP) between applied
extracorporeal blood purification techniques (HD, HP, HD/HP). HD,
hemodialysis; HD/HP, in series hemodialysis and charcoal hemoperfusion;
HP, charcoal hemoperfusion; SP, sampling point; n.s., no statistically
significant difference (P > 0.05); *, statistically significant difference
(P <0.05); **, statistically significant difference (P < 0.001); ***, statistically
significant difference (P < 0.0001).

Procedures SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 SP7 SP8 SP9 SP10

HD versus HP n.s. ww ko kR % ns. ns. ns. ns. ns.

HD versus HD/HP  #%%  *%% & ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.

HP versus HD/HP  ***  ##%% k% dddk %% ns. ns. ns. nS. ns.
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Figure 1: GC-MS repeatability: Bland-Altman plot of differences for

measurement 1 and measurement 2 of duplicate analyzed samples

(n = 38).

The x-axis represents plasma metaldehyde concentration obtained from
measurement 1. The relative difference of measurement 1 and measurement
2 is plotted on y-axis. Lines represent the mean difference (Mean) and the
95% limits of agreement (= 1.96 SD). GC-MS, gas chromatography-mass

spectrometry; SD, standard deviation.
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Figure 2: Changes in relative plasma metaldehyde concentration (%) during
extracorporeal techniques. The x-axis represents the SP during
extracorporeal procedures. Each SP equals 1 time processed plasma volume.
The y-axis represents the residual relative plasma metaldehyde concentration
in percent. Lines represent mean values from triplicate procedures including
error bars £ 1 SEM. The dotted line represents relative metaldehyde
reduction of 95%. HP, charcoal hemoperfusion; HD, hemodialysis; HD/HP,
in series hemodialysis and charcoal hemoperfusion; SE, standard error of the
mean; SP, sampling point.
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IV. DISKUSSION

In der durchgefiihrten in-vitro-Studie wurde die Effektivitdit von Hdmodialyse
(HD), Hamoperfusion (HP) und die Kombination beider Verfahren (HD/HP) zur
Elimination von Metaldehyd aus caninem Plasma untersucht. Mit allen drei
Methoden wurde ein signifikanter Abfall der Metaldehydkonzentration in
caninem Plasma erreicht. Vergleicht man die drei Methoden untereinander, war
die HD/HP am effektivsten, gefolgt von der HD und zuletzt der HP. Ungeachtet
der unterschiedlichen Effektivitit erzielten alle drei Methoden in vitro einen

Abfall der Giftstoffkonzentration von iiber 95 %.

Der Einsatz der HD resultierte in vitro in einem schnelleren Abfall der Plasma-
Metaldehydkonzentration als die HP. Damit die zu eliminierende Substanz
effektiv mittels HD entfernt werden kann, sollte sie ein Molekulargewicht von
unter 500 Dalton haben und einen geringen Proteinbindungsgrad (< 80 %)
aufweisen, um die Poren der semipermeablen Membran in dem Dialysator
passieren zu konnen (ELLIOTT, 2000; DE PONT, 2007; KENO & LANGSTON,
2011; COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Im Zuge der Entwicklung
synthetischer High-Flux-Dialysatoren ermdglicht die HD heutzutage auch die
Elimination groere Molekiile. Abhéngig von der Grofle der Membranporen
konnen die Substanzen 1.000—5.000 Dalton aufweisen (MATZKE, 2002;
FISCHER et al., 2004; GOODMAN & GOLDFARB, 2006; DE PONT, 2007;
KIM & GOLDFARB, 2010). Metaldehyd hat ein Molekulargewicht von 176,2
Dalton und ist damit ein geeigneter Kandidat zur Elimination mittels HD
beziiglich der MolekiilgroBe (VON BURG & STOUT, 1991). Der Grad der
Proteinbindung von Metaldehyd ist nicht bekannt. Die Ergebnisse der
durchgefiihrten Studie zeigen eine effektive Elimination von Metaldehyd mittels
HD, daher kann davon ausgegangen werden, dass der Grad der Proteinbindung

von Metaldehyd die Effektivitét dieser Methode nicht wesentlich limitiert.

Der Einsatz der HP resultierte in dem am wenigsten effektiven Abfall der Plasma-
Metaldehydkonzentration. Der Grad der Proteinbindung und die Molekiilgrof3e
der Substanz beeinflussen die Effektivitit der HP, wie auch der HD. Allerdings
konnen mittels HP, im Vergleich zu der HD, gréfere und auch stirker Protein-
gebundene Molekiile entfernt werden (GARELLA, 1988; MATZKE, 2002;
SHALKHAM et al.,, 2006; GIL et al., 2010; KENO & LANGSTON, 2011;
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COWGILL & GUILLAUMIN, 2013). Daher scheinen diese Kriterien nicht fiir
die geringere Effektivitdt der HP im Vergleich zu der HD verantwortlich zu sein.
Eine denkbare Erkldrung fiir die geringere Effektivitit der HP ist eine
moglicherweise aufgetretene Sattigung der Hamoperfusionskartusche. Dies wiirde
zu einem Abfall der Giftstoffelimination fiihren. Ein solches Problem wurde
bereits bei Vergiftungen mit Theophyllin und Valproinsdure beschrieben. Eine
weitere mogliche Erkldrung wire eine geringe Affinitdit von Metaldehyd zu der
Aktivkohle, dem Adsorptionsmedium in der Kartusche (GARELLA, 1988;
BORKAN, 2002; AL ALY et al., 2005).

Das kombinierte Verfahren von HD und HP ergab den schnellsten Abfall der
Metaldehydkonzentration in vitro. Dieses Ergebnis resultiert vermutlich aus dem
Zusammenspiel der zwei verschiedenen Extraktionstechniken. Die Elimination
von Metaldehyd mittels Diffusion durch den Dialysator kombiniert mit der
Adsorption durch die Himoperfusionskartusche ergab einen schnelleren Abfall
der Metaldehydkonzentration im Vergleich zu den separat eingesetzten Verfahren.
Das kombinierte Verfahren wurde bereits erfolgreich zur Therapie einer
Baclofenvergiftung bei einem Hund eingesetzt (SCOTT et al., 2007). In dem
Fallbericht wird angegeben, dass in den ersten zwei Stunden dieses Verfahrens die
Serumhalbwertszeit von flinf Stunden auf eineinhalb Stunden verkiirzt wurde.
Mittels HD/HP wurde ein rascher Abfall der Serum-Baclofenkonzentration
erreicht. Allerdings wurden in dem Fallbericht keine Vergleiche zu anderen

extrakorporalen Techniken angegeben (SCOTT et al., 2007).

In der Literatur stehen nur begrenzt Informationen tiber den Metabolismus und die
Pharmakokinetik von Metaldehyd zur Verfiigung. Die Halbwertszeit von
Metaldehyd bei Hunden ist nicht bekannt. Ein humanmedizinischer Fallbericht
tiber einen 37 Jahre alten Mann mit Metaldehydintoxikation gibt eine
Halbwertszeit von 26,9 Stunden an. Im Serum des Patienten war Metaldehyd bis
zu fiinf Tagen nachweisbar (MOODY & INGLIS, 1992). In einer experimentellen
Studie wurde Hunden 600 mg/kg Metaldehyd oral zugefiihrt. Erhohte
Metaldehydkonzentrationen im Plasma der Tiere wurden bis zu 30 Stunden nach
Verabreichung festgestellt (BOOZE & OEHME, 1986). Aufgrund dieser Daten ist
davon auszugehen, dass Metaldehyd im Organismus erst nach mehreren Stunden
bis Tagen vollstindig metabolisiert und eliminiert wird. Dadurch bietet sich die

Moglichkeit nach neuen therapeutischen Ansdtzen zu forschen, die eine
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Beschleunigung der Ausscheidung von Metaldehyd aus dem Korper erreichen
sollen. Es wird erwartet, dass die Verfahren auch bei klinischen Patienten einen
Abfall der Metaldehydkonzentration im Blut erwirken und somit zu einer

schnelleren Genesung der Patienten beitragen konnten.

Welches der drei extrakorporalen  Verfahren zur Reduktion der
Metaldehydkonzentration Anwendung finden sollte, hidngt von verschiedenen
Faktoren ab. Die Ergebnisse der durchgefiihrten in-vitro-Studie zeigen, dass
HD/HP die schnellste Elimination von Metaldehyd erwirkt. Wenn ein moglichst
schneller Abfall der Giftstoffkonzentration erreicht werden soll, ist daher der
Einsatz von HD/HP der HD oder der HP alleine vorzuziehen. Allerdings miissen
fiir die Anwendung von HD/HP die ndtigen Materialen verfiigbar sein. Sollte
HD/HP nicht zur Verfiigung stehen, kann auch durch den alleinigen Einsatz von
HD oder HP ein signifikanter Abfall der Giftstoftkonzentration erreicht werden.
Mittels HD wurde im Vergleich zu HP eine statistisch signifikant schnellere
Entfernung von Metaldehyd aus dem caninen Plasma erreicht. Die HD ermdglicht
auBBerdem durch variable Zusammensetzung des Dialysats eine Korrektur von
Elektrolyt- und Siure-Basen-Abweichungen (ELLIOTT, 2000; FISCHER et al.,
2004). Da Metaldehydvergiftungen héufig mit der Entwicklung einer
metabolischen Azidose einhergehen, kann dies von Vorteil fiir den Patienten sein
(YAS-NATAN et al., 2007). Des Weiteren sind an veterindrmedizinischen
Kliniken Dialysatoren fiir die HD héufiger verfiigbar als die zur Durchfiihrung der
HP nétigen Adsorptionskartuschen.

In den letzten zwanzig Jahren hat in der Humanmedizin der Einsatz der HD
kontinuierlich zugenommen, wihrend der Einsatz der HP abgenommen hat (DE
PONT, 2007; HOLUBEK et al., 2008; GIL et al., 2010). Vergleichbare Studien
tiber den FEinsatz extrakorporaler Blutreinigungsverfahren sind in der
Veterindrmedizin nicht verfligbar. Zu dem Trend des vermehrten Einsatzes der
HD und nicht der HP fiihrten vermutlich folgende Gegebenheiten: Die
Héamodialyseverfahren wurden in den letzten Jahren stetig verbessert, unter
anderem durch den FEinsatz neuer Materialien und die Entwicklung von
effektiveren High-Flux-Dialysatoren. Die heutzutage verwendeten Dialysatoren
bestehen aus synthetischen Materialen, wie zum Beispiel Polysulfon, mit einer
hoheren Biokompatibilitdt. Die frither verwendeten Zellulosemembranen waren

biologisch ~ weniger gut  vertrdglich und durch die  mogliche
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Komplementaktivierung mit einem hdheren Komplikationsrisiko verbunden.
High-Flux-Dialysatoren haben im Vergleich zu den herkdmmlichen Dialysatoren
groflere Membranporen und erlauben die Entfernung groBerer Molekiile und die
Einstellung hoherer Ultrafiltrationsraten (MATZKE, 2002; FISCHER et al., 2004;
SHALKHAM et al., 2006; HOLUBEK et al., 2008; GIL et al., 2010). AuBBerdem
weist die HP weitere Nachteile gegeniiber der HD auf; dazu zdhlen die im
Vergleich zu den Dialysatoren hoheren Kosten und die begrenzte Haltbarkeit der
Héamoperfusionskartuschen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit der Sattigung
der Kartuschen mit dem Giftstoff. Eine mogliche Sattigung tritt in der Regel ab
zwei Stunden Behandlungsdauer auf und resultiert in einer reduzierten
Elimination der zu entfernenden Substanz. In diesem Fall wére ein Austausch der
Héamoperfusionskartusche wihrend der Behandlung notig (GARELLA, 1988;
BORKAN, 2002; SHALKHAM et al., 2006; DE PONT, 2007).

In der vorliegenden Studie wurden  verschiedene  extrakorporale
Blutreinigungsverfahren in einem in-vitro-Modell untersucht. Es wurde
angestrebt, bei der Durchfiihrung des Experiments in-vivo-Konditionen so gut als
moglich zu simulieren. Die Parameter der Dialysemaschine wurden
weitestmdglich klinischen Gegebenheiten angepasst. Die Ausgangskonzentration
von Metaldehyd in caninem Plasma lag bei einem Mittelwert von 90,6 pg/ml.
Diese Konzentration ist vergleichbar mit Werten einer experimentellen Studie bei
Hunden (BOOZE & OEHME, 1986). Im Zuge dieser Studie wurde acht Hunden
oral jeweils 600 mg/kg Metaldehyd eingegeben. Einer dieser acht Hunde verstarb
an den Folgen der Vergiftung mit einer gemessenen Plasma-
Metaldehydkonzentration von 90 pg/ml. In Konzentrationen von 36 bis 90 ng/ml
wurde bei den Tieren starker Tremor und in Konzentrationen von 8 bis 52 pg/ml
schwacher Tremor beobachtet (BOOZE & OEHME, 1986). Auch bei
experimentellen Studien mit Mdusen wurde eine positive Korrelation zwischen
dem Schweregrad der klinischen Symptome und der Metaldehydkonzentration im
Blut der Tiere nachgewiesen (SPARKS et al., 1996). Ein humanmedizinscher
Fallbericht iiber eine Vergiftung mit Metaldehyd gibt eine maximal gemessene
Serumkonzentration von 125 pg/ml an. Dieser Wert wurde elf Stunden nach
Einlieferung des Patienten in das Krankenhaus ermittelt. In diesem Stadium zeigte
der Patient Krampfanfille, Fieber und befand sich in einem komatdsen Zustand.

An Tag fiinf war die Serum-Metaldehydkonzentration auf 18 pg/ml abgefallen
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und am nachfolgenden Tag hatte sich der Patient ausreichend erholt, um in eine
psychiatrische Anstalt zur weiteren Betreuung iiberwiesen werden zu konnen
(MOODY & INGLIS, 1992). In einem weiteren humanmedizinischen
Vergiftungsfall wurde eine Serum-Metaldehydkonzentration von 21 pg/ml
nachgewiesen. Die Patientin zeigte keine gravierenden Vergiftungssymptome und
wurde nach zwei Tagen Krankenhausaufenthalt entlassen (SAITO et al., 2008).
Diese = Untersuchungen legen die =~ Annahme  nahe, dass  die
Metaldehydkonzentration im Blut mit der klinischen Symptomatik korreliert. Alle
drei angewendeten extrakorporalen Techniken in der vorliegenden in-vitro-Studie
resultierten in sehr geringen Rest-Metaldehydkonzentrationen gegen Beendigung
der Verfahren. Es wird angenommen, dass sich die klinische Symptomatik in
Vergiftungsfillen entsprechend verbessern wiirde, wenn ein entsprechender

Abfall der Metaldehydkonzentration in vivo erreicht werden konnte.

Allerdings ist es nicht moglich, die Resultate dieser in-vitro-Studie
uneingeschriankt auf in-vivo-Situationen zu libertragen. Der allgemeine klinische
Zustand und patientenbezogene Einflussfaktoren wie Alter, Leber- und
Nierenfunktion des Patienten miissen beriicksichtigt werden. Die Molekiilgrofie
und der Grad der Proteinbindung der zu eliminierenden Substanz haben
vermutlich in vitro und in vivo denselben FEinfluss auf die Effektivitat
extrakorporaler Verfahren. Die Werte von Totalprotein und Albumin in dem
verwendeten caninen Plasma lagen geringgradig unterhalb der Referenzwerte fiir
Hunde. Es wire mdglich, dass hohere Plasma-Proteinwerte in einer hoheren
Proteinbindung von Metaldehyd und mdglicherweise reduzierten Elimination
resultiert hétten. Zu berticksichtigen ist aulerdem, dass fiir den in-vitro-Versuch
Plasma und kein Vollblut verwendet wurde. Vollblut hitte in-vivo-Konditionen
niher simuliert. Aus ethischen Griinden wurde kein Vollblut, sondern Plasma mit
einer Lagerdauer von mindestens einem Jahr und somit nur noch begrenzter
klinischer Einsetzbarkeit herangezogen. Die fehlende Hauptkomponente von
Plasma im Vergleich zu Vollblut sind Erythrozyten. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass in Vollblut ein gewisser Anteil von Metaldehyd in Erythrozyten
umverteilt wird. Durch die Elimination von Metaldehyd aus dem Plasma mittels
extrakorporaler Techniken wiirde in diesem Fall Metaldehyd entsprechend der
Konzentrationsverhiltnisse wieder aus den Erythrozyten in das Plasma gelangen.

Die Verwendung von Vollblut konnte somit durch die Umverteilungsprozesse in
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einer etwas langsameren Elimination von Metaldehyd im Vergleich zu dem
verwendeten Plasma fiihren. Des Weiteren kann eine potentielle Metabolisierung
von Metaldehyd in den Erythrozyten nicht ausgeschlossen werden. Ob
Metaldehyd in Erythrozyten umverteilt wird oder in Erythrozyten metabolisiert

wird, ist nicht bekannt.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Effektivitdt extrakorporaler Verfahren ist das
Verteilungsvolumen. Substanzen, die ein geringes Verteilungsvolumen aufweisen,
konnen effektiv mittels extrakorporaler Methoden entfernt werden (BORKAN,
2002; KENO & LANGSTON, 2011). Das Verteilungsvolumen von Metaldehyd
im Organismus ist nicht bekannt und die Resultate der vorliegenden in-vitro-
Studie geben diesbeziiglich keinen Aufschluss. Daher konnte das
Verteilungsvolumen die Anwendung extrakorporaler Verfahren zur Elimination
von Metaldehyd in vivo limitieren. Zur Simulation des Patienten in vitro wurde
ein Plasmabeutel, also ein einziges Kompartiment verwendet. /n vivo kann sich
der Giftstoff von dem Gefdllsystem in andere Korper-Kompartimente
umverteilen. Das Gefdllsystem ist das einzige fiir extrakorporale Verfahren
zugingliche Kompartiment. Ein hohes Verteilungsvolumen impliziert einen hohen
Anteil an Umverteilung der Substanz aus dem Blutkreislauf in andere Korper-
Kompartimente und macht die Substanz damit unzugénglich fiir extrakorporale
Blutreinigungsverfahren. In diesem Fall wére es moglich, dass die insgesamte
Giftstoftbelastung fiir den Korper nur geringgradig reduziert wird, selbst wenn
durch extrakorporale Verfahren 100 % des Giftstoffes aus dem Blutkreislauf
eliminiert werden. Eine solche Situation kann zu einem Rebound-Effekt fiihren,
indem es erneut zur Umverteilung des Giftstoffes aus unzuginglichen
Korperkompartimenten zuriick in den Blutkreislauf kommt und folglich zu
ansteigenden  Giftstoftkonzentrationen im Blut nach Beendigung der
extrakorporalen Methode. Dieser Effekt wurde bereits bei der Behandlung einer
Valproinsdure- und einer Theophyllinvergiftung beschrieben (HIGGINS et al.,
1995; AL ALY et al., 2005). Der klinische Zustand des Patienten sollte auch nach
Beendigung des extrakorporalen Verfahrens iiberwacht werden. Wenn moglich,
sollte eine erneut Messung der Giftstoftkonzentration im Blut erfolgen. Sollte ein
Rebound-Effekt auftreten, konnte die Anwendung wiederholt werden (BORKAN,
2002; GOODMAN & GOLDFARB, 2006; DE PONT, 2007; KIM &
GOLDFARB, 2010).
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In den vergangenen Jahren nahm das Bewusstsein und die Akzeptanz der
Tierbesitzer und die Verfiigbarkeit extrakorporaler Blutreinigungsverfahren in der
Tiermedizin deutlich zu (FISCHER et al., 2004; COWGILL & GUILLAUMIN,
2013). Sollten sich die in dieser in-vitro-Studie erhaltenen Resultate in klinischen
Situationen bestétigen, konnten extrakorporale Verfahren im Gegensatz zu der
herkdmmlichen alleinigen symptomatischen und unterstiitzenden Therapie
Vorteile in Bezug auf die Behandlungsdauer und die Komplikationsrate
aufweisen. Der Giftstoff konnte schneller aus dem Korper des Tieres eliminiert
werden und so, insbesondere in Féllen einer schweren Metaldehydintoxikation,
der Entwicklung eines drastischen Krankheitsverlaufes entgegengewirkt und die
Symptome frither gelindert werden. Es wire mit einer Verbesserung der Prognose
und einer Senkung der Mortalitétsrate zu rechnen. Durch die Reduktion der
intensivmedizinischen Malnahmen und die Verkiirzung der
Klinikaufenthaltsdauer = konnte auBlerdem eine Verringerung der

Behandlungskosten erreicht werden.

Parallel zu der Erforschung neuer und effektiver potentieller
Behandlungsmethoden zur Metaldehydvergiftung beim Hund sollten auch
priventive MaBnahmen verfolgt werden, um der hohen Anzahl an
Vergiftungsfillen bei Tieren entgegenzuwirken. Die bisher durchgefiihrten
MaBnahmen zur Reduktion der Vergiftungsfille, wie zum Beispiel neue
Kennzeichnungsvorschriften oder der Zusatz von Bitterstoffen, zeigten bislang
keinen nachweislich zufriedenstellenden Effekt (VAN PELT & MOSTIN, 2010;
BATES et al., 2012; BUHL et al., 2013). Die Metaldehydvergiftung bleibt eine
hiufig auftretende und weit verbreitete Intoxikation beim Hund. Oft verwenden
Tierbesitzer die Schneckenkornkdder selbst und sind sich der damit verbundenen
potentiellen Gefahr fiir ihren Hund nicht bewusst (ZIMMERMANN et al., 2010;
BATES et al., 2012). In einer retrospektiven Studie mit 18 Vergiftungsféllen bei
Hunden erfolgte die Giftauthahme bei 13 der 18 Hunde auf dem eigenen
Grundstiick (YAS-NATAN et al., 2007). Dies zeigt, dass weiterhin und verstarkt
Aufklarungsarbeit notwendig ist, um vor allem Tierbesitzer auf die mit dem
Einsatz von Schneckenkornkddern verbundenen Gefahren fiir ihre Haustiere
aufmerksam zu machen. AuBlerdem sollte weiterhin an der Verbesserung der
Beschriftung von Giftverpackungen gearbeitet werden und zudem nach

Alternativen, wenn mdglich fiir andere Spezies ungiftigen Losungen, zur
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Bekdampfung von Schnecken geforscht werden.

Die im Zuge dieser Dissertation erlangten Kenntnisse konnten auch fiir die
Humanmedizin von Bedeutung sein. Humanmedizinische Fallberichte zu
Metaldehydvergiftungen sind ausreichend dokumentiert. Diese betreffen nicht nur
Erwachsene, sondern auch Kinder und konnen fatale Konsequenzen nach sich
zichen (LEWIS et al., 1939; LONGSTRETH & PIERSON, 1982). Daher wéiren
extrakorporaler Blutreinigungsverfahren als potentielles neues Therapieverfahren

auch fiir die humanmedizinische Anwendung von Interesse.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Metaldehydvergiftungen durch Schneckenkornkdder treten bei Hunden héufig auf
und sind weltweit beschrieben. Die Mortalititsrate wird in der
veterindrmedizinischen Literatur mit bis zu 23 % angegeben. Bisher ist weder eine
spezifische Behandlung noch ein Antidot fiir diese schwere Vergiftung bekannt.
Daher besteht groBes klinisches Interesse an der Erforschung einer effektiven

Therapieoption zur Behandlung der Metaldehydintoxikation bei Hunden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Effektivitit von
Héamodialyse (HD), Hadmoperfusion (HP) und einer Kombination beider
Verfahren (HD/HP) zur Elimination von Metaldehyd aus caninem Plasma. Dies
ist die erste verdffentlichte Studie, die die Effektivitit extrakorporaler

Blutreinigungsverfahren zur Entfernung von Metaldehyd untersucht.

Zunichst wurde eine Stabilitdtsstudie durchgefiihrt. Die Resultate ergaben, dass
Metaldehyd in caninem Serum bei einer Lagerung von -80 °C {iber einen
Zeitraum von finf Wochen stabil ist. Damit wurde moglichen verfilschten

analytischen Resultaten des eigentlichen Forschungsvorhabens vorgebeugt.

Die Ergebnisse dieser Studie basieren auf einem in-vitro-Experiment. In diesem
Experiment konnte ein signifikanter Abfall der Metaldehydkonzentration in
caninem  Plasma  durch alle drei  untersuchten  extrakorporalen
Blutreinigungsverfahren gezeigt werden. Ein iiber 95%iger Abfall der Plasma-
Metaldehydkonzentration wurde mittels HD/HP nach der zweifachen
Bearbeitung, mittels HD nach der vierfachen Bearbeitung und mittels HP nach der
achtfachen Bearbeitung des Gesamt-Plasmavolumens erreicht. Ein signifikanter
Unterschied in der Effektivitit der drei Methoden war vorhanden. Das
kombinierte Verfahren war effektiver als die alleinige Anwendung von HD oder

HP, und HD war effektiver als HP.

Das Studiendesign wurde weitestmoglich in-vivo-Konditionen angepasst. Sollten
sich die hier erhaltenen Resultate in vivo bestitigen, konnen extrakorporale
Blutreinigungsverfahren als neuer Therapieansatz lebensrettend fiir Tiere mit
akuter Metaldehydvergiftung sein, die Genesung der Patienten beschleunigen und

moglicherweise Komplikationen und Therapiekosten reduzieren.
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VL SUMMARY

Incidents of metaldehyde intoxication in dogs are reported worldwide with severe
morbidity and a mortality rate with up to 23 % in veterinary literature. No specific
antidote or causal treatment is available. Therefore, further research to improve

treatment options is of high clinical interest.

The objective of this in vitro study was to evaluate the effect of hemodialysis,
hemoperfusion, and the combined approach on the removal of metaldehyde from
canine plasma. This is the first published study evaluating extracorporeal blood

purification techniques on the removal of metaldehyde.

A preliminary study was performed to assess the stability of metaldehyde in
spiked canine sera. Results showed no evidence of metaldehyde degradation in
serum samples at -80 °C over a five-week period. The stability study was

performed to avoid falsified analytical results in the main trial.

Results of this in vitro study demonstrated a significant elimination of
metaldehyde from canine plasma by all three extracorporeal blood purification
techniques. Reduction of metaldehyde concentration of more than 95 % was
achieved after processing the plasma volume two times applying combined
hemodialysis and hemoperfusion, four times applying hemodialysis, and eight
times applying hemoperfusion. Efficacy in reduction of metaldehyde
concentration differed significantly between the three procedures. Combined
hemodialysis and hemoperfusion was more effective in metaldehyde removal than
hemodialysis or hemoperfusion alone, and hemodialysis alone was more effective

than hemoperfusion alone.

The study was designed to closely mimic in vivo conditions. If proved successful
in vivo, extracorporeal techniques are expected to be life-saving for patients
acutely poisoned with metaldehyde, to hasten recovery, and to potentially

decrease complications and costs associated with metaldehyde intoxication.
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