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reptilien - unsere freunde aus langst vergangener zeit.
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1 Einleitung und Ziele

Reptilien werden von den Menschen weltweit aus verschiedenen Grinden
gehalten und genutzt. Reptilien sind als Terrarientiere zunachst nichtkommerzielle
Nutztiere. Die Motive fur die Reptilien-Terraristik sind vielschichtig: Rituelle
Uberlieferungen, Erhaltungszucht, Dekoration, Selbstdarstellung, Liebhaberei und
Freude an der Gestaltung eines artifiziellen Naturausschnittes, sind eine kleine
Auswahl der Beweggriinde. Ferner werden Reptilien als Labor- und Schautiere in
wissenschaftlichen Instituten und Zoologischen Garten gepflegt. Zunehmende
Bedeutung gewinnt die Reptilien-Haltung im Rahmen von Artenschutz- und
Nachzuchtprojekten in Schutzstationen. Rein kommerzielle Nutztiere sind sie fur
die extensive und intensive Agrowirtschaft und den Handel, die Labors, Zoo-,
Lebensmittel- und Rohstoffmarkte (z.B. Schlangengift als Pharmarohstoff)
versorgen. In allen Fallen sind sie durch Fang, Handling, Crowding, Grouping,
Shipping und suboptimale Haltungsbedingungen immunsuppressivem Distress
und gleichzeitig starkem mikrobiellen Druck ausgesetzt. Dartiberhinaus gehen von
den Reptilien selbst mikrobielle Gefahren fir den Menschen im Sinne von

Zooanthroponosen aus.

Der Erfolg dieser Nutzungs-Prozesse konnte durch eine paraspezifische Impfung
zum Wohl fur Reptil und Mensch verbessert werden. Paramunitatsinducer aus
attenuierten Tierpockenviren, die direkt das paraspezifische Immunsystem
aktivieren und regulieren, stellen mdglicherweise den einzigen "Impfansatz" zur
Abwehr von Infektions-Gefahren dar und kdnnten spater durch Kombination mit
spezifischen Vakzinen einen Weg fur die Zukunft der Reptilienimmunsierung
aufzeigen. Demgegeniber sind die Erfolge mit Paramunitatsinducern bei Reptilien
bisher nur empirisch und ein systematischer Nachweis ihrer Unschadlichkeit und
Wirksamkeit steht aus. Ziel dieser Studie ist es, dem fraglichen Sachverhalt durch
einen Vergleich paramunisierter und ungeimpfter Reptilien-Importgruppen

naherzukommen.



2 Schrifttum
2.1 Stellung d er Reptilien und ihres Abwehrsystems im Tierreich

Die Phylogenese der Reptilien, ihre Einordnung in den Stammbaum des Lebens,
gibt der vergleichenden Immunforschung die Mdglichkeit, die Evolution lebender
Materie und die Entstehung des Immunsystems nachzuvollziehen und letztlich das
menschliche Immunsystem besser zu verstehen. Beachtenswert ist, dass diese
Erkenntnisse sich auf die modernen Reptilien beziehen, die sich natirlich nach
ihrer Abspaltung von ihren ausgestorbenen Vorfahren weiterentwickelt haben. Auf
die tatsachlichen stammesgeschichtlichen Merkmale des Immunsystems damals
l&sst sich also nur indirekt schliessen. Die Klasse der Reptilien befindet sich an
einer Schliisselstelle, genau am Ubergang zwischen niederen und hoheren
Vertebraten (36). Einige zoologische Besonderheiten unterstreichen diese
Transitstellung. Im Unterschied zu den Amphibien sind Reptilien die ersten
Amniota und die ersten echten Landtetrapoden der Entwicklungsgeschichte. Nach
innerer Befruchtung machen sie, ohne eine Larvenform, eine direkte
ontogenetische Entwicklung durch. Die Parthenogenese ist bei den Reptilien
immer noch erstaunlich haufig verbreitet. Sie sind die letzte ektotherme Tierklasse,
also von der Umgebungstemperatur viel abhangiger als Vogel und Séauger. Bei der
Betrachtung des Reptilien-Immunsystems muss man bedenken, dass hier in
moglicherweise unzuléassiger Vereinfachung von einzelnen untersuchten Spezies
auf eine ganze Tierklasse mit Gber 8000 hochspezialisierten Arten geschlossen
wird (89,196). Die ersten Amniota entwickelten sich aus Urlurchen vor knapp 400
Millionen Jahren. Vor ca. 300 Millionen Jahren entstanden die ersten Urreptilien
und teilten sich bald, je nach Temporal6ffnung, in Synapsida und Diapsida. Aus
den Diapsida entwickelten sich schlielich die heutigen Schildkréten,
Schuppenkriechtiere, Briickenechsen, Krokodile und Vogel, die zu den
Sauropsida zusammengefasst werden. Die enge Verwandtschaft mit den Vogeln
kommt in der Anatomie und Physiologie einiger Organe wie den Nieren, der
Lunge, der Haut, dem Schadel, dem Blutkreislauf sowie der Ontogenese zum



Ausdruck (202). Die Klasse der rezenten Reptilien ist demzufolge eine kiinstliche,
paraphyletische Gruppe, da sie einerseits die Vogel ausschliel3t und andererseits
die Krokodile ndher mit den V6geln verwandt sind als mit den restlichen Reptilien.
Neue gentechnische Untersuchungen riicken die Schildkroten wieder in den Kreis
der modernen Reptilien: Schildkroten sind lediglich sekundar-anapsid und nicht
die Relikt-Nachfahren langst ausgestorbener, echter Anapsida (101, 258).

Das relativ junge spezifische Immunsystem ist auf das viel altere paraspezifische
System angewiesen, dessen Ursprung mit dem ersten Auftreten von
eukaryotischen Zellen und ihrer Fahigkeit zur Phagozytose vor ca. 1,5 Milliarden
Jahre zusammenféllt. Damit ist das paraspezifische Immunsystem um
mindestens Faktor 10 alter als das funktionelle spezifische Immunsystem und hat
entsprechend schon viel langer allein das Uberleben ganzer Tierklassen getragen.
Es ist bis heute bei den hochstentwickelten S&ugetieren einschlie3lich dem
Menschen, die Voraussetzung fur ein Funktionieren des spezifischen
Immunsystems. Ohne das "primitive", paraspezifische System ist kein Uberleben
maoglich (151).

Die Tabelle 1, Seite 9 gibt einen Uberblick dartiber, wann und wo erstmals
bestimmte immunologische Schltiisselmerkmale aufgetaucht sein kdnnten. Das
"kbnnte" bezieht sich in diesem Zusammenhang darauf, dass an rezenten
Tiergruppen nur rezente Merkmale untersuchbar sind. So konnten die ersten
Anféange eines spezifischen Immunsystems mit dem Auftreten der Vertebraten vor
ca. 500 Millionen Jahren zusammengefallen sein. Richtig in Schwung kam dieses
System allerdings erst vor ungefahr 100 Millionen Jahren bei den endothermen
Amniota, durch die Etablierung von Lymphknoten (als "Immunaugen”) mit
follikularen  Keimzentren und Realisierung virtuoser Diversitats- und
Selektionsmechanismen der B-Lymphozyten-Rezeptoren. Die Affinitatsreifung, die
ab jetzt mdglich wurde, steigerte die Wirksamkeit der Antikdrper um mehrere 10er
Potenzen (45, 46, 151). Die T-Matrix Tabelle 1 visualisiert die Entwicklung der
Tierklassen im Kontext der Erdzeitalter und zeigt gleichzeitig den Bezug zu den
Fortschritten des Immunsystems auf (46, 67, 119, 151, 178, 179, 220, 227, 231,

232). Die verwendete Zeitachse ist nicht linear skaliert.
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Tabelle 1: Synopse der Evolution des Reptilien- Abwehrsytems.

Legende zu Tabelle 1: gelb = nachgewiesen vorhanden; — = nachgewiesen nicht vorhanden;
schradg gestrichelt = vermutlich vorhanden; weiss = vermutlich nicht vorhanden; ~ = homologe
Strukturen angedeutet; C = Cluster-Anordnung; T = Transposon-Anordnung; TB = T- und B-
Lymphozyten-Eigenschaften auf einer Zelle angedeutet; T+B = Lymphozyten-Heterogenitét
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2.2 Das Reptilien-Abwehrsystem: Elemente und Besonderheiten

2.2.1 Definitionen und Uberblick

Das ektotherme Reptilien-Immunsytem ist kaum erforscht. Werden in die
bekannteste Internetsuchmaschine GOOGLEL die Begriffe "reptile immune
system" oder der Plural "reptiles immune system" eingegeben, erzielt man rund
30000 Fundstellen. Gibt man dagegen "fish immune system” ein, ist die Anzahl
der Treffer eine 10er-Potenz hoher.

Innerhalb des Abwehrsystems sind auch bei den Reptilien unspezifische
Abwehrmechanismen, wie die natiirliche Resistenz, das Barrieresystem, sowie
die schitzende Keimflora von dem komplexen Immunsystem abzugrenzen.
Das komplexe Immunsystem wiederum wird in einen paraspezifischen und einen
spezifischen Teil gegliedert. Die Aufgabe aller Teile zusammen besteht darin,
das Genom und Proteom in seiner homdostatischen Integritdt vor Noxen
(Gefahren) von aussen und innen zu schitzen. Die anatomischen Auspragungen
sind bestimmte Abwehrorgane bzw. histologisch betrachtet die Infiltration fast aller

Korpergewebe.

Das komplexe Immunsystem ist ein Kommunikations- und Regulationssytem zur
Aufrechterhaltung der Homoéostase und Integritat. Durch das Erkennen von "self",
"altered self", "nonself" und "danger" soll durch angemessene Reaktion eine
symbiontische Beziehung zu fremdem Genmaterial eingerichtet werden. Das
komplexe Immunsystem bildet mit dem neurohormonalen Netzwerk zusammen
das immuno-neuro-hormonale Netzwerk. Manche Autoren sprechen heute wegen
der immer offensichtlicher werdenden kognitiven und regulativen Kompetenz von
einem "mobilen Gehirn" (20, 29, 110, 151, 249).

Das paraspezifische Immunsystem (auch als primitives, angeborenes, innates,
unspezifisches Immunsystem bezeichnet) reguliert gefahrliche Stérungen durch
das angeborene, grobe Erkennen von Fremdstrukturen und reagiert sofort aber
ohne Gedachtnismechanismen ("Memory").
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Das  spezifische Immunsystem (auch als erworbenes, acquired,
vorausschauendes, antizipierendes, adaptives bezeichnet) ist der Regulationsteil,
der nach dem paraspezifischen System reagiert, spéater einsetzt, der geféahrliche
Stérungen vorausschauend und antigenspezifisch erkennt und "Memory”

hinterlasst.

Beide Teile des komplexen Immunsystems agieren mit ihren jeweiligen zellularen
und humoralen (I6slichen) Komponenten eng zusammen und werden nur aus
didaktischen Grinden getrennt behandelt. In der Funktion baut das spezifische
Immunsystem auf den Vorleistungen des paraspezifischen Systems auf (151). Die
Tabelle 2 und die Tabelle 3 stellen die drei Bereiche des Abwehrsytems mit ihren
Komponenten und Effektormechanismen dar und veranschaulichen ihr

Zusammenwirken (42, 80). Die Pfeile deuten funktionelle Zusammenhange an.
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Tabelle 2: Synopse des Reptilien-Abwehrsystems

1.

Unspezifische Abwehrmechanismen

angeboren Resistenz, W}éﬁﬂtzende Keimflora, Endziindung, Fieber

Komplexes Zellen Effektormechanismen Lo sliche Faktoren
Immunsystem
/ Makrophagén ) Phagozytose, Antigen- Interleukine
- Gramﬁ) en Prasentation (Monokine)
Paraspezifisches
Immunsystem /f/ MAC <4—— Komplement
(sofort, Spezifitat gering, ruslinfizierte Zellen Apoptose Interferone
kein Memory) —
NK Lymphozyten Zytotoxizitat durch
‘ T Perforin/ Granzym
+ | B-Lymphozyten mit BCR | Komplementaktivierung, Antikérper =
-~ ADCC, Neutralisation geléster BCR
Spezifisches
Immunsystem TH1-, [TH2-Lymphozyten | Regulation Interleukine
|
(spater, hohe Spezifitat, v ¢ Zytotoxizitat durch Interleukine
Memory) Perforin/ Granzym (Lymphokine)

T-Lymphozyten mit TCR

Tabelle 3: Zellvermittelte und humorale Immun-Effektormechanismen

Typ AK Mechanismus
abhéangig
CTL nein Perforinabhéngiges direktes lysieren
fremder Zellen durch zytotoxische T-
Zell Lysierend Lymphozyten
vermittelt NK-Cells nein Perforinabhangiges direktes lysieren
fremder Zellen durch NK-Zellen
ADCC ja durch Erkennen fremder Zellen, die AK
Uber Fc- Rezeptoren gebunden haben
entzindend DTH nein Zytokinabhéngige Gewebereaktion,
Koch'sches Phdnomen
lysierend Komplement| ja/nein |MAC (Membrane Attack Complex)-
abhéngig abhéngiges lysieren fremder Zellen
Humoral
neutralisierend Direkt ja Ergebnis ist beispielsweise Toxin- oder
Virus- Inhibition bzw. —Beseitigung
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2.2.2 Unspezifische Abwehrmechanismen

Unter Resistenz versteht man die genetisch fixierte Unempfindlichkeit einzelner
Individuen, Arten oder Gruppen gegen bestimmte Noxen (151) . So zeigte schon
METCHINKOFF im Jahre 1901, dass Tetanustoxin fur Alligator mississippiensis
selbst bei Jungtieren nicht toxisch war und temperaturunabhangig schnellstens
aus dem Blut entfernt wurde (161). Salmonellen werden bei bis zu 90% der
Reptilien nachgewiesen, ohne dass sie in ihrer Gesundheit beeintrachtigt waren.
Andererseits besitzen Menschen eine deutlich héhere Empfindlichkeit. ONDERKA
und FINLAYSON (1985) stellten im Rahmen einer Untersuchung bei 7% der
Schildkréten Salmonellen fest, wobei alle asymptomatisch waren. Bei Schlangen
und Echsen lag die Fundrate nahe 50%, dennoch erkrankten weniger als 20% an
Salmonellose (184). Die "reptile associated salmonellosis” bei Kindern und
anderen immungeschwachten Personen wird hauptsachlich von Baby-
Wasserschildkdten und dem Grinen Leguan verursacht — Reptilien, die gern in
den US-Haushalten gepflegt werden. Diese Krankheit wurde in den USA zur
populérsten Reptilien-Anthropozoonose (40, 158, 160, 218, 221).

Das Reptilien-Barrieresystem wehrt konstruktiv und funktionell viele geféhrliche
Keime ab. Die Reptilien-Schuppenhaut, in extremer Auspragung als Panzer bei
den Krokodilen (daher auch der Name Panzerechsen) und Schildkréten (das
Panzertier per se) erschwert Verletzungen und das Eindringen von Pathogenen.
Die Hornschuppen sind dachziegelartig, in Bewegungsrichtung orientiert um das
"Abrutschen" der Keime zu erleichtern. Mechanischer Schutz der Augen ist durch
Augenlider gegeben, die bei Schlangen und einigen subterrestrischen
Eidechsenarten zu einer abweisenden Brille verwachsen sind. Die Augensekrete
spulen Erreger von der empfindlichen Augen-Hornhaut. Regelméassige Hautungen
erneuern nicht nur die Epidermis, sondern auf diese Weise entledigt sich der Wirt,
gleichzeitig und elegant, potentiell pathogener Mikroben. Als Zugestandnis an die
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Wasserdkonomie fehlen allerdings die Schweissdriisen, die bei Saugern einen
Zusatznutzen durch das Wegspulen von Errergern haben. Das Abtrocknen der
Haut und die UV-Exposition beim behavorialen Sonnenbaden haben
keimhemmende Wirkung (196).

Die Schleimhaute der Atem- und Verdauungswege und ihre Makro- und
Mikromotorik verhindern bei den Reptilien, dass sich Erreger anhaften, und
fordern gleichzeitig deren Ausscheidung. Tracheales Zilienepithel und
sezernierende, mukése Granulazellen wurden sowohl bei Lacerta agilis, Lacerta
vivipara und Hausgeckos als auch bei den Schildkréten, Testudo graeca und
Pseudemys scripta, nachgewiesen (189, 235). Morphologische Unterschiede
dieser Zellverbande bei Mauremys caspica, Lacerta lepida und Natrix maura
werden von PASTOR  herausgerabeitet (187, 188). Im Bronchialepithel des
Gecko Rhacodactylus leachianus sind die sezernierenden Zellen deutlich haufiger
als die Zilienzellen vertreten (192). Mukoziliares Epithel im Osophagus ist bei den
meisten Reptilien vorhanden (17).

Die Reptilien-Keimflora schitzt den Wirt vor Pathogenen durch
Stoffwechselprodukte (z.B. Fettsduren), Abschirmung von Zielzellen, Ausdiinnen
von Nahrstoffen und unspezifische Stimulation des Immunsystems (104). Die
schiitzende Keimflora besiedelt sowohl die aussere Haut als auch die mukdsen
und kutanen Schleimh&ute der Reptilien und unterliegt bei vielen Arten einer
jahreszeitlichen Dynamik. Sie setzt sich aus apathogenen und fakultativ-
pathogenen Keimen zusammen. So wurden von klinisch unauffalligen Testudo
hermanni, -graeca und -marginata, sowie Testudo horsfieldii, Kornea-, Rachen-
und Kloakentupfer gewonnen und dabei 79 verschiedene Bakterienarten und 49
artahnliche Gruppen differenziert. Die Bakterienflora der Kornea wurde vor der
Winterruhe von grampositiven Kokken (65% aller Isolate), die des Rachens von
gramnegativen Stabchen (53%) dominiert. In der Flora der Kloake konnte sich
keine Bakteriengruppe besonders durchsetzen. Nach der Winterruhe bildeten,
sowohl im Rachen als auch in der Kloake, gramnegative Bakterien die dominante
Gruppe (62% bzw. 51%). Die Nachweishaufigkeit von grampositiven Kokken war

nach der Winterruhe geringer als vor der Winterruhe. Dies wurde vor allem durch
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den stark verminderten Nachweis von Enterokokken und Staphylokokken
verursacht, wahrend die gramnegativen Bakterien zunahmen. Quantitativ
reduzierte sich die Keimmenge auf Kornea und Rachen nach der Winterruhe um
mehr als 20% (230).

Der Panzer vieler Wasserschildkroten ist nattrlicherweise mehr oder minder von
Algen besiedelt. Einerseits profitiert die Schildkrote vom Tarneffekt; andererseits
konnte die Algenbesiedlung das Eindringen pathogener Keime hemmen oder
fordern. Welche Bedeutung die Algen fiur die Eubiose besitzen und wann dieser
Bewuchs Ausdruck einer Dysbiose wird, ist bisher unzureichend untersucht
worden (41, 156, 205).

Blutgerinnung, lokale Endzindung und Fieber sind Abwehrmechanismen, die

zum paraspezifischen Immunsystem Uberleiten.

Bei Verletzung des Reptilien-Barrieresystems verhindert das
Blutgerinnungssystem nicht nur den Blutverlust, sondern bildet auch die erste
provisorische Abdichtungsbarriere gegen Pathogene. Reptilien besitzen ein dem
Menschen und  Saugetier vergleichbares, kaskadenartig ablaufendes
Gerinnungssystem. Untersuchungen deuten darauf hin, dass das Intrinsic-System
von geringerer Aktivitdt und Bedeutung als das Extrinsic-System ist (200, 201,
259). Der gemeinsame Weg Uber Faktor X und V ist genauso vorhanden, wie
auch natdrliche Gerinnungsinhibitoren, Antithrombin und Antithrombin-ahnliche
Proteine nachgewiesen werden konnten (117, 129, 200). Zusatzliche
reptilienspezifische Inhibitoren mit teilweise temperaturabhangig-unterschiedlicher
Aktivitat sind bei vielen Reptilienarten entdeckt worden (102). Die Bestimmung der
Gerinnungszeit bei Iguana iguana mit heterologen kommerziellen Testsytemen

war unzuverlassig (117).

Die lokale Endzundung, als unspezifische Reaktion auf eine Gewebeschéadigung,
soll potentielle Noxen lokal eingrenzen, elimenieren und schlie3lich nach
Reparatur die Gewebsintegritat wiederherstellen. Auf terpentin-provozierte
Hautschaden bei Alligator mississippiensis konnte nach 4 bis 8 Stunden ein
dermales endzindliches Odem, nach 1 bis 3 Tagen Nekrose und
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Neutrophilenmigration und nach 7 bis 30 Tagen zusatzliche monozytare
Infiltration, lichtmikroskopisch beobachtet werden. Nach 14 Tagen erkennbar, aber
erst nach 30 Tagen prominent, wurde der Nekrosekern vom Rand mit
einsprossenden Kapillaren und Bindegewebe demarkiert (145). Ahnliche
Ergebnisse erbrachten Untersuchungen an Boa constrictor constrictor (238). Die
Heilungsgeschwindigkeit war bei Thamnophis sirtalis temperaturabhangig (226).

Abszesse bei Reptilien sind eher k&sig-pastds als rahmig-viskos (72).

Fieber, die unspezifische Abwehrreaktion bei Allgemeininfektionen, soll den
Stoffwechsel anregen und die weitere Mikroben-Vermehrung durch ungunstigere,
hohe Temperatur hemmen. Reptilien erhéhen bei generalisierten Infektionen ihre
basale Stoffwechselrate, so dass ihre Kdrpertemperatur ca. 2 ° C hoher liegt, als
diejenige gleichgehaltener, gesunder Tiere. Zuséatzlich zeigen sie ein verstarktes
Sonnenverhalten, verschieben also ihren Vorzugstemperaturbereich nach oben.
Infolge einer Antibiotika-Therapie wurden wieder niedrigere Temperaturen
bevorzugt (164, 168, 169, 242).
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2.2.3 Paraspezifisches Immunsystem

Werden die chemischen und mechanischen Barrieren von einem Pathogen
uberwunden, stellt das paraspezifische Immunsystem die "First Line"-Verteidigung
des Makroorganismus. Wichtige Charakteristika sind sofortiges Einsetzen,
fehlende Spezifitatt und Memory sowie die Abwesenheit adaptiver Elemente. Es
gibt zellulare und humorale Faktoren. Das paraspezifische Immunsystem ist die
Voraussetzung fur eine spezifische Immunantwort. Es moduliert und reguliert das

spezifische Immunsystem (42, 151).

2.2.3.1 Makrophagen und Granulozyten

Bei der Betrachtung der Reptilien-Leukozyten muss folgende Bemerkung
vorangestellt werden. Die Differenzierung und Nomenklatur dieser Zellen ist bis
heute uneinheitlich, die Zellverhéltnisse unterliegen starken natirlichen
Schwankungen und unterscheiden sich dartiberhinaus von Spezies zu Spezies, so
dass die bisherigen quantitativen Angaben als Referenzwerte im Kklinisch-
diagnostischen Gebrauch mangels Kontext untauglich sind (112). So wird in einer
Vorlesung von Lisa Maag Miller, Department of Pathology and Microbiology des
Atlantic Veterinary College, folgender Hinweis gegeben: "Note: Differentiating
neutrophils from eosinophils in rabbits, guinea pigs, rats, reptiles, fish and birds is
difficult because the neutrophils have prominent eosinophilic granules and are
called heterophils” (162). Die Konfusion ergibt sich also nicht nur aus
labortechnischen Grinden, sondern auch aus der Unterschiedlichkeit der
Leukozytenmuster je nach Spezies, Geschlecht und ektothermie-bedingter
Saisondynamik. Zusatzlich werden die farbungstechnisch charakterisierten
Zellpopulationen Eosinophile, Neutrophile, Azurophile und Monozyten den in der
Humanmedizin eingefihrten Zellklassen nicht standardisiert zugeordnet.
ALLEMAN und GARNER z.B. ordneten azurophile Granulozyten sogar den
Monozyten zu (5, 6, 13, 77, 111, 237).
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Die Myelopoese findet bei unterschiedlichen Schlangenspezies im Knochenmark
statt. Die Peripherisierung erfolgt durch Protrusionsruptur in den vendsen Sinus
und in geringerem Mal3e durch Transzytose, wie bei den Saugern ublich (216).

Monozyten und Makrophagen (Mononukleare Leukozyten):

Die Monozyten/ Makrophagenlinie entsteht aus myelopoetischen Stammzellen des
Reptilien-Knochenmarks. Die Monozyten zirkulieren im Blut, die Makrophagen
sind Gewebsdifferenziate, teilungsfahig und phagozytar. Diese Zellen formen das
mononukledre-phagozytare-System (MPS), das friher als retikuloendotheliales
System (RES) bezeichnet wurde. Die Gewebsvarianten werden als Kupfersche-
Sternzellen, Mikrogliazellen, dendritische Zellen (Thymus) und Langerhans'sche-
Zellen bezeichnet. Die phagozytare Fahigkeit dient hier, im Gegensatz zu den
neutrophilen Granulozyten, zunachst vor allem der Antigenprasentation (deshalb
auch Antigen Presenting Cells; APCs) (108) und stellt die Verbindung zum
spezifischen Immunsystem her. Bei Mauremys caspica finden sich
interdigitierende Zellen (interdigitating cells, IDCs) am Rand des Thymus-Marks.
Diesen IDCs kommt vermutlich bei der Lymphozytenedukation und Antigen-
Prasentation eine zentrale Rolle zu (126). In den Maschen der Retikularzellen der
Milz-PELS bei Python reticulatus finden sich viele dendritische Makrophagen, die

nahe an das Kapillarlumen reichen und dem "Antigen-Trapping" dienen (116).

Reptilien-Monozyten besitzen eine unregelmassige Zellform und einen
polymorphen Kern. Histochemisch sind sie bei den Reptilien nicht einheitlich. So
reagieren Monozyten von Mauremys japonica, Agama agama und Gekko gekko
sowohl mit saurer als auch alkalischer Phosphatase positiv, wahrend Elaphe
climacophora, Eumeces latiscutatus und Krokodile negativ auf alkalische
Phosphatase reagierten. Hervorzuheben ist eine schwache bis gar keine Reaktion
auf Peroxidase bei den untersuchten Spezies (37). Der Anteil der Monozyten an
den Blutleukozyten liegt bei 0% bis 10%. In der Literatur werden auch Werte bis
zu 35% angegeben, da teilweise Monozyten und Azurophile zusammengezahit
wurden (113). Die Zahl der Monozyten ist im Verlauf des Jahres bei Reptilien
weitgehend konstant (37, 233).
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Granulozyten:

Reptilien-Granulozyten besitzen ebenfalls PRRs (allerdings eingeschrankt im
Vergleich zu den Makrophagen), CRs und FcRs. Sie sind polymorphnuklear,
kurzlebig, phagozytoseféahig, aber nicht teilungsfahig. Als Phagozyten besitzen sie
zur Migrationsférderung Integrin-Rezeptoren und nutzen den Perforin-Granzym-
Apoptose Weg zur Abtétung der Mikroben. Die Komplementkaskade liefert durch
den C5a-Gradienten und Opsonierung das Migrations- und Erkennungssignal. Sie
bilden das polymorphnukleare-phagozytare-System, abgekirzt PPS (42). Die
Granulozytenpopulation wird auch bei Reptilien im Knochenmark aus einer
eigenen Zelllinie gebildet (37).

Neutrophile Granulozyten:

Wie weiter oben angesprochen, herrscht in der Literatur grosse Unsicherheit, wie
die unterschiedliche Anféarbbarkeit bei den Reptilien mit sauren, basischen und
blauen Farbstoffen zu interpretieren ist und welcher Zellgruppe eine solche Zelle
zugeordnet werden sollte. Das hat auch die Entwicklung brauchbarer

Referenzwerte fir die Klinik unmdglich gemacht.

Von SAINT GIRONS wurden die blaufarbenden Leukozyten der Reptilien als
azurophile Granulozyten von den Neutrophilen abgegrenzt und diese in der
spateren Literatur teilweise den Monozyten (also der Makrophagenlinie)
zugeordnet (214). Um die Konfusion perfekt zu machen, wurde und wird der
neutrophile Granulozyt in der amerikanischen Literatur eben wegen dieser
unterschiedlich farbbaren Granula als "Heterophiler" bezeichnet und dann
fallweise wegen der "pseudoeosinophilen Erscheinung” den Eosinophilen
zugeordnet. COOPER sieht in den beiden Populationen lediglich unterschiedliche
Reifestadien ein und derselben Zelllinie und bezeichnet sie zur Beendigung der
Konfusion als Neutrophile (37, 237). Leider wird auch in neueren Arbeiten

weiterhin die alte Nomenklatur verwendet (6, 215).

Die Reptilien-Neutrophilen sind 10-23 pm gross, der Kern ist gelappt und das
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Zytoplasma fein oder fusiform granuliert. Die zahllosen feinen Vesikel des
Zytoplasma werden bei reifen Formen weniger. Die Zellmembran kann
Pseudopodien ausbilden. Sie sind die haufigsten Granulozyten im Reptilienblut,
die professionellen "Fresszellen" (37, 233) und erstaunlich kortisonstabil (121).

Eosinophile Granulozyten:

Es sind in der Regel runde Zellen, je nach Reifegrad 9 - 20 um gross, mit einem
variablen, exzentrischen Kern und kugelférmigen, intra-zytoplasmatischen Granula
(37). Der Anteil an den Gesamtleukozyten liegt zwischen 0% und 20%, wobei
Eidechsenblut viel, Schildkrétenblut wenig Eosinophile enthélt (233). Bei Caiman
crocodilus yacare konnte keine alkalische Phosphatase-Reaktion, bei pH7 geringe
Myeloperoxidase-Aktivitdt (MPA) und bei pH10 starke MPA beobachtet werden.
Eosinophile sind im Gegensatz zu Basophilen bei Reptilien Peroxidase-negativ;
positive Affinitdt zu Peroxidase kann testspezifische Ursachen haben (182).
Zytochemisch konnten "Typl"- und "Typ2"-Eosinophile im Blut von Chrysemys
dorbignih differenziert werden, die funktionell den S&uger-Eosinophilen bzw.
-Neutrophilen zugeordnet werden mussen (13).

Basophile Granulozyten:

Die kugeligen, kompakten, 7 - 20 pum grossen Reptilien-Basophilen enthalten
basophile Histamin-Granula. Der runde Kern positioniert leicht exzentrisch. Der
Anteil an den Blutleukozyten liegt bei 0 bis 40%, bei Chelydra serpentina und
Chrysemys picta bis 50% (159). Von Spezies zu Spezies differieren diese Zellen
in ihrer Reaktivitat auf alkalische Phophatase, PAS, Sudan-Black-B-Test, sind
aber alle saure-Phophatase-positiv. und werden von der Jahreszeit nicht
beeinflusst (37). Schildkroten-Basophile haben anloge Immunkapazitat wie
Sauger-Basophile bzw. Sauger-Mastzellen. Im Gegensatz zu Basophilen von
Kontrollschildkréten formten gewaschene Basophile immunisierter Schildkréten in
vitro basophile-SRBC-Rosetten (Sheep red blood cells). In dieser Studie wurde
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erstmals die Existenz eines "reagenic antibody”, der hier als IgE (lUber

Immunglobuline siehe 2.2.4.2) bezeichnet wurde, bei einem Reptil festgestellt
(159). Die Phagozytosefahigkeit und die mikrobioziden Fahigkeiten der Alligator-
Monozyten und -Neutrophilen und in geringerem Mal3e auch der -Eosinophilen

wurde nachgewiesen (144).

Eine beispielhafte tabellarische Zusammenstellung zytochemischer und

morphologischer asiatischen  Krokodilen

erarbeiteten KANCHANAPANGA et al. 1999 (105), siehe Tabelle 4.

Leukozytencharakteristika  von

Tabelle 4: Zytologische Charakteristika der Leukozyten von Crocodylus siamensis, Crocodylus
porosus und ihrer Kreuzungen.

Granulozyten | Grosse Zellkern Granula Alkalische | Peroxidase
(um) Gramféarbung [ Phosphatase
Heterophile 9-10 rund oval, meist Azidophil, + ++
exzentrisch
Eosinophile 8-9 Rund oval, Azidophil, rund - +++
exzentrisch und gebuchtet,
manchmal
tranenférmig
Basophile 10-11 rund zentral rund - -
lokalisiert unterschiedliche
Grosse
Azurophile 8-10 rund oval fein azurophil +++ -
nierenférmig,
zentral lokalisiert
Agranulozyten Zytoplasma
Monozyten 10-16 nierenférmig, | gross blaugrau, - -
exzentrisch schaumig
Lymphozyten 6-7 nierenférmig, Schmal, - -
exzentrisch blaugrau
Thrombozyten 5-6 rund, oval Schmal - -
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2.2.3.2 NK-Zellen

Die Aktivitat der Reptilien-NK-Zellen (englisch: "natural killer cells") beruht im
Gegensatz zu der Aktivitat der zytotoxischen T-Lymphozyten nicht auf
spezifischen Antikérpern. NK-Lymphozyten tragen keinen TCR und reagieren
unspezifisch im Kontext des paraspezifischen Immunsystems. Beim Menschen
liegt ihr Anteil bei 5 bis 10% der zirkulierenden Lymphozyten. lhre zytolytische
Aktivitat richtet sich gegen Tumorzellen und vireninfizierte Zellen, die sie

unspezifisch mit lektinartigen Rezeptoren binden (42).

1992 konnten SHERIF und EL RIDI erstmals bei Psammophis sibilans natirliche
Killeraktivitit gegen humane Tumorzellen (K562) nachweisen und im
Zusammenhang mit NK-Zellen diskutieren. Die spontane Zytotoxizitat von
Thymozyten, Milzzellen und mononukleé&ren Blutzellen wurde durch das Entfernen
der Makrophagen kaum und durch Beseitigen der B-Lymhozyten nicht vollstandig
unterdrickt. Die Autoren schlossen daraus, dass moglicherweise NK-Zellen fur
diese unspezifische Reaktion verantwortlich waren (222). Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen stehen frihere Untersuchungen an Chelonia mydas, bei der keine
unspezifische Zytotoxizitat durch Blutlymphozyten, dafir ADCC nachgewiesen
wurde (157). Neuerdings konnte bei Mauremys caspica die ADCC- und NK-
Aktivitat der Blutlymphozyten im saisonalen Verlauf verfolgt werden. Die Aktivitat
war weitgehend steroid-unbeeinflusst (171). Thymozyten bei der gleichen Tierart
vermochten Tumor-Zielzellen sowohl durch ADCC als auch durch NK-Zytotoxizitat

zu zerstoren (170).
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2.2.3.3 Unspezifische antimikrobielle Proteine

Lysozym

Lysozym, auch Muramidase genannt, ist ein Enzym in Serum, Speichel,
Gewebsflussigkeit, Tranenflissigkeit und Eiklar, welches glykosidische Bindung in
den Mureinen (Glykoproteine der Bakterienwande) spaltet. In den Granulozyten-
Lysosomen gehort es zu den sauerstoffunabhéngigen Abbau-Enzymen. Auf diese
Weise werden einige grampositive, apathogene Bakterien abgetttet; anders
ausgedruckt: gerade diese Lysozym-Empfindlichkeit begrindet deren
Harmlosigkeit. Unter Beteiligung von Komplement oder Antikdrpern kann Lysozym
auch gramnegatve Bakterien eliminieren (95).

Bei Lacerta viridis bewirkte eine experimentelle Infektion mit Leishmania agamae
promastigotes, bei subkutaner und oraler Applikation, weniger bei
intraperitonealer, einen zwei- bis vierfachen Anstieg der Serum-Lysozymwerte
(96). Ahnliche Ergebnisse erzielten die Untersucher bei Agama caudospinosum
(97). GAYEN konnte Lysozym im Eiklar von Trionyx gangeticus und anderen
Schildkroten beschreiben (78). Schildkréten-Lysozym zeigte, im Gegensatz zu
Huhner-Lysozym, keinen Unterschied in der Wirksamkeit gegen a- und [-
anomerische Formen des N-acetyl D-Glucosamins (33). ASCHAFFENBURG et al.
konnten erstmals die Kristallstruktur eines Schildkréten-Lysozyms aus dem Eiklar
analysieren und folgerten aus seiner speziellen Struktur eine beachtenswerte
Kélte-Unempfindlichkeit (12).

Transferrin

Transferrin in  Plasma, Interstitialfliissigkeit und Sekreten, das wichtigste
eisentransportierende Protein bei Vertebraten, konkurriert um essentielles Eisen
und behindert das Bakterienwachstum bei Infektionen. Unter LEM (Leukocyte-

Endogenous Mediator) wird die Eisenaufnahme gehemmt, Ferrine werden
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verstarkt gebildet und Eisen im Plasma reduziert (104). LIM et al. konnten bei zwei
Reptilienspezies die Aufnahme von transferringebundenem Eisen Uber spezifische
Rezeptoren und Endozytose, wie es auch bei anderen Vertebraten blich ist,
nachweisen (131). Transferrine weisen eine so hohe Artspezifitat auf, dass sie

Verwandschaftsbeziehungen von Arten aufklaren kénnen (139, 172).

Alpha-2-Makroglobulin

Der Protease-Inhibitor Alpha-2-Makroglobulin ist der Vorfahre der C3-artigen
Proteine der Komplement-Kaskade (142). Er wurde im Serum von Alligator
sinensis, Varanus niloticus, Boa constrictor und Python molurus mit einem
Molekulargewicht von 725 kDa, also doppelt so schwer wie bei Fischen und
ebenso schwer wie bei hoheren Vertebraten, nachgewiesen. STARKEY und
BARRET sehen in der Verdoppelung der Molekilmasse einen Vorteil fir Stabilitat
und Wirksamkeit des Enzyms (227).

Akute-Phase-Proteine

Diese Proteine werden von Hepatozyten produziert, die durch Zytokine stimuliert
wurden. Akute-Phase-Proteine (u.a. C- reaktives Protein; CRP) erscheinen in der
akuten Phase einer Endzindung und steigen im Serum um das Hundertfache
ihres Ausgangswertes an, binden Ca'*-abhangig LPS-Phosphorylcholin und
Phospholipide der Mikroben-Zellwand, opsonieren Mikroben und starten den
Classical-Pathway der Komplement-Kaskade (42). CRP konnte weder bei
Leishmania-immunisierten noch bei nicht-immunisierten Lacerta viridis und Agama

caudospinosum nachgewiesen werden (96, 97).
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2.2.3.4 Komplement System

"Le sérum de nombreux animaux renferme de l'alexine, c'est-a-dire une matiere
mal définie... les sérums, d'exercer une influence destructive sur diverses cellules
et sur certaines microbes." Diese Beschreibung der antimikrobiellen Wirkung des
Komplementsystems - hier Alexine genannt - durch BORDET und GENGOU 1901
stellt eine der ersten Vero6ffentlichungen tber das Komplementsystem dar. Das
Reptilien-Komplementsystem ist Teil des paraspezifischen Immunsystems und an
der Sofortabwehr beteiligt. Nach drei unterschiedlichen Aktivierungsmoglichkeiten
ist ein kaskadenartiger Ablauf von Enzymreaktionen auch bei Reptilien typisch
(Komplement-Kaskade), der immer zu einem amplifizierenden zentralen
Reaktionsschritt fuhrt: C3-Konvertase spaltet C3 in C3a (kleines Teilstiick) und
C3b (grosses Teilstlick) (siehe Abbildung 1).

Abbildung 1: Schema der gemeinsamen Zentralreaktion der Komplementkaskaden

Komplement - "Pathways"

Klassisch Lektin Alternativ

C3a « C3 » C3b

¥

C5a «—C5— C5b + C6-C9
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Die Komplement-Proteine werden in der Leber und den Makrophagen
synthetisiert. Die Erkennung von typischen Mikrobenstrukturen erfolgt durch
unspezifische  Rezeptoren  mit tulpenstraussahnlicher  Struktur.  Drei
Aktivierungswege sind bei den Reptilien verifiziert: antikdrperunabhangig der
Alternative-Weg (alternative pathway) und der Lektin-Weg (lectin pathway),
antikérperabhangig (also phylogenetisch der jingste) der Klassische-Weg (classic
pathway). Ergebnis aller drei Reaktionswege sind Effektorproteine zur
Opsonierung, Lyse, Chemotaxis und Leukozytenaktivierung (42, 73, 74, 135, 260).

"Naturliche"” hamolytische Aktivitat konnte bei Schildkroten, Schlangen und
Eidechsen nachgewiesen werden. Die Existenz des Alternative-Pathway und MAC
bei Reptilien wird durch Hamolyse unter Verwendung bekannter pathway-
spezifischer Aktivatoren bei der Inkubation von Kobra-Plasma angedeutet (244,
245). Auch Schildkroten-Serum lysierte humane RBCs allein unter Anwesenheit
von Mg"™. Eine Verstarkung der Lysis der RBC, homolog sensibilisiert mit
Antikorpern, konnte bei Schildkroten nicht nachgewiesen werden (114). Ein Indiz
dafir, dass zumindest bei einigen Reptilienfamilien, der Alternative-Pathway der
einzige ist? Neuere Arbeiten belegen, dass das Reptilien-Komplementsystem in
allen drei Pathways ausgebildet ist. MASP3 findet sich schon bei den einfachsten
Vertebraten und die komplette Staffel MASP1-3 wird erstmals bei Amphibien
gefunden (119). C3-Isotypen, die eine grofRere Bindungsbreite haben und damit
Schwéchen des spezifischen Immunsystems auf der paraspezifischen Seite
kompensieren konnten, wie dies bei Fischen postuliert wird, konnten funktionell
bei Reptilien noch nicht nachgewiesen werden. Bei Naja haje wurden allerdings
drei C3-Gene entdeckt. Ein Gen kodiert ein funktionelles C3. Zwei weitere Gene
kodieren den CVF (Cobra Venom Factor), eine sehr stabile C3-Konvertase (231).
Crotalidengift-Komplement war bei DIAS DA SILVA bei 37° C am wirksamsten —
nicht verwunderlich, soll es doch warmblitige Beuteséduger téten. Das Serum-
Komplementsystem funktioniert bei Amphibien und Fischen auch bei niedrigen
Temperaturen (114). Solche temperaturbezogenen Untersuchungen bei Reptilien
stehen aus. Dies hatte fur die ektothermen Reptilien insofern Bedeutung als
unterschiedlich-temperatursensitive Isotypen die antimikrobielle Wirksamkeit der



27

Kaskade verbessern wirden. So konnten Schwéchen des spezifischen
Immunsystems bei niedrigen Temperaturen kompensiert werden. Ein
komplementabhangiges, bakterizides Anti-Ra-Effektorsystem (RaRF= Ra-reactive
factor = MBL) gegen Ra-Salmonellen und Ra-Enterobacteriacea findet sich schon
bei den Reptilien und ist bis zu den Saugetieren seit 300 Millionen Jahren
konserviert. Die Eigenschaften Bindungsspezifitdt, Abhangigkeit von zweiwertigen
Kationen, Hitze- und Reduktionsempfindlichkeit waren dem Maus-RaRF &hnlich
(207).

KUO et al. konnten im Jahr 2000 die bakterizide Aktivitdt des Alternative-Pathway
mit Sauger- und Reptilienserum gegen Borrelia burgdorferi in vitro untersuchen.
Komplement-vermittelte Abtétung der Spirochaeten wurde mit Eidechsen-Serum
von Sceloporus occidentalis und Elgaria multicarinata nachgewiesen, nicht aber
mit Serum der Deer-Maus, Peromyscus maniculatus. Blockierten die Untersucher
die Komplement-Aktivitat vollstandig, versagte auch der bakterizide Mechanismus.
Nach gezielter Blockade des Classic Pathway wurden immer noch 85% der
Bakterien innerhalb einer Stunde abgetotet. Ein klarer Hinweis fiur die Bedeutung
des Alternative Pathway, als Teil der paraspezifischen Immunabwehr bei diesen
zwei Eidechsenarten (119). Auf der Oberflache von Entamoeba invadens, einem
bedeutenden Reptilienparasiten, wird im Gegenzug ein Gallectin (Galactose and
N- acetyl-Galactosamine-inhibitable-adherence-Lectin) exprimiert, welches gegen
Wirt-Komplement Resistenz verleiht (49).
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2.2.3.5 Zytokine

Unter dem Oberbegriff Zytokine werden Lymphokine, Monokine, Interleukine,
Chemokine und Interferone zusammengefasst. Sie sind als molekulare
Botenstoffe des paraspezifischen Immunsystems Regulationsproteine, denen
korrespondierende Rezeptoren-Familien gegeniber stehen. Die Rezeptor-Zytokin-
Reaktionen steuern den Endzindungablauf, das Immunsystem und die
Hamatopoese. Sie wirken in der Regel kurz, Uber geringe Distanzen und in
kleinsten Mengen. Zytokine sind pleiotrop und redundant, oft synergistisch,
manchmal auch antagonistisch, was es nicht gerade einfach macht, ihre spezielle

Wirkung im interzellul&ren Regulationsnetzwerk der Reptilien zu bewerten (42).

Infizierte Zellen und Interferon

Virusinfizierte Zellen mit ihrem Effektorsystem, der interferon-induzierten
Apoptose, sind ein Bestandteil der paraspezifischen Abwehr. Das interferon-
bedingte Ringzonenphanomen wurde 1956 von MAYR beschrieben (147, 155),
der Name "Interferon” ein Jahr spater von ISAACS und LINDENMANN gepréagt
(99). Klasse-1-Interferone (IFNa und IFNB) werden von virusinfizierten Leukozyten
(IFNa) und anderen virusinfizierten Zellen z.B. Fibroblasten (IFNP) synthetisiert
und inhibieren die Virusreplikation in gefdhrdeten Nachbarzellen, die
entsprechende Interferon-Rezeptoren tragen. Im Gegensatz hierzu werden
Klasse-2 Interferone (mit eher regulatorischer Wirkung) vor allem von Virus-
aktivierten T-Lymphozyten produziert (z.B. IFNy), verstéarken die Exprimierung von
MHCI und MHCII Rezeptoren und stimulieren Makrophagen. Weitere Interferone

und neue immunregulatorische Aspekte sind seitdem entdeckt worden  (
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253). Erst seit 1994 die Sauger-Interferone weitgehend charakterisiert waren,
werden in zunehmendem Masse auch Nichtsauger- und Reptilien-Interferone
untersucht (219).

Eine interferonartige Aktivitat wurde in primarer Schildkroten-Nierenzellkultur von
Testudo graeca nach Virusinfektion beobachtet. Der Saure- und Hitze-stabile
Faktor hatte ca 33 kDa Masse und schitzte normale Schildkréten-Zellen nach
Virus-Challenge. Durch Stimulierung von Schildkréten-Peritoneal-Leukozyten mit
Newcastle-Disease Virus wurden hohermolekulare Mediatoren sezerniert (45).
Antivirale Faktoren wurden ferner in einer anderen Schildkréten-Zellkultur unter
Verwendung von Saint-Louis-Enzephalitis Virus induziert (75). Das Reptilien-
Interferon war physikalisch und chemisch dem Sauger- bzw. Vogel-Interferon
ahnlich. IFNy konnte von SHRESTHA bei Chelonia mydas nachgewiesen und
charakterisiert werden (146). Bis heute wurden keine Reptilien-IFN-cDNAs geklont
(223). Die Sauger-(2'-5)-Oligoadenylat-Synthetasen (2'-5'OASs) sind fur die
interferoninduzierte antivirale Immunantwort bei Saugern essentiell. 2'-5'OAS ist in
drei Reptilienspezies, Agama caudospinosa, Gekko gekko, and Mabuya brevicollis
nachgewiesen und deutet die Mdoglichkeit an, dass Reptilien diesen
interferonabhhangigen antiviralen Mechanismus nutzen (118).

Weitere Zytokine

Wahrend es einige Arbeiten Uber Reptilien-Interferone mit Zielrichtung
Immunsystem gibt, ist die Beschreibung weiterer Reptilien-Zytokine in diesem
Kontext selten oder beschrankt sich allein auf den Reproduktionsbereich. AHNE
fand im Serum von Paramyxoviren-infizierten Boa constrictor IL-1a, IL-2, IL-3, IL-6
und TNF-a (3). Einen gewissen Hinweis fir die Unterschiedlichkeit von Reptilien-
Zytokinen versus Human-Zytokinen liefert ein Aufsatz zur Optimierung von
Schildkroten-Lymphozyten Kulturen, bei der es nicht gelang, mit humanem IL-2
die Mitoserate der Lymphozyten zu steigern (240). Andererseits verhielten sich mit

humanem IL-1-3 behandelte Sceloporus occidentalis wie malariakranke Tiere. Die
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Autoren schlossen daraus, eine von Saugetieren bekannte IL-1-B-bedingte
Verhaltensanderung ausgeldst zu haben, genausogut koénnte allerdings das
humane Protein IL-1-3 wie ein kdrperfremdes Antigen gewirkt haben (47). EL RIDI
et al. schlossen aus einer Con A-vermittelten Mitogenese von Thymus- und
Milzzellen bei Spalerosophis diadema und charakteristischer Gel-Elektrophorese-
Peaks, auf ein IL-2-Analogon der Reptilien. Sommer- und Winterzellkulturen
waren inaktiv, konnten aber mit Kulturiiberstdnden von Fruhjahr- und
Herbstzellkulturen aktiviert werden. Das 15-kDa-Lymphokin wurde IL-2-&hnlich
eingestuft. Mdglicherweise sind Reptilien-Lymphozyten zu bestimmten Jahreszeit
unfahig IL-2 zu bilden und tragen zur saisonalen Immunsuppression bei Reptilien
bei (58). Die kinstliche Zufuhr von Sexualsteroiden reduzierte die Freisetzung
IL-1-artiger Molekile und die zytotoxische Aktivitat von Milz-Makrophagen bei
Hemidactylus flaviviridis. Unbehandelte weibliche und kastrierte Tiere zeigten
hohere Aktivitdten als mannliche Tiere (166). Nicht nur Sexualsteroide sondern
auch die Temperatur modulierte die IL-1 Expression (165). Fir den ovoviviparen
Skink, Chalcides chalcides konnte die Plazenta-Expression von IL-1-a, IL-1-f3 und
TGF-B in der Peri-Implantationsperiode nachgewiesen und untersucht werden
(191, 203).
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2.2.4 Spezifisches Immunsystem

Wichtige zellulare Komponenten des spezifischen Immunsystems der Reptilien
sind die Lymphozyten und ihre auf Antikdrperproduktion spezialisierten
Nachfolger: die Plasmazellen. Hauptakteure des humoralen Arms sind die
Immunglobuline (lgs). Das spezifische, adaptive Immunsystem bindet Antigene mit
spezifischen B-Zell-Rezeptoren (BCR = B cell receptor) bzw. ihren sezernierten
Antikdrpern, den Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren (zellstandige T-Zell-
Antikdrper; TCR = T cell receptor), deren Diversitat und Spezifitdt durch V(D)J-
Rearrangement und klonale Selektion entsteht und Memory hinterlasst (42, 79,
82). So sind die Proteinprotagonisten des spezifischen Immunsystems der
Reptilien TCR, BCR, Ig und MHC-Molekule und fur Ihre Diversitat RAG-Enzyme
(recombinase activating gene, RAG) und das Enzym AID (activation-induced
cytidine deaminase) (67). Immunglobuline binden freie, intakte Antigene, wahrend
TCR nur vorbereitete Antigenfragmente in Assoziation mit MHC-Molekdilen binden
kann. Die T-Lymphozytenlinie wird zusammen mit antigenprasentierenden Zellen
zum Trager der zellularen Abwehr fir intrazellulare Pathogene, wéhrend die B-
Lymphozytenlinie mit den Immunglobulinen die humorale Abwehr fur extrazellulare
Antigene bestreitet. T-Helferzellen (eine Subpopulation der T-Lymphozyten)
modulieren beide Abwehrmuster. Die TH1-TH2-Balance charakterisiert eine mehr
zellulare bzw. mehr humorale Immunreaktion (15, 67, 79, 82).

2.2.4.1 Lymphozyten

Da sich Reptilien-Thrombozyten in der Zdahlkammer schwer, insbesondere von
den kleinen Lymphozyten, unterscheiden lassen und ausserdem keine
Agglutination zeigen, wurden sie von einigen Autoren in die Leukozytenzdhlung
integriert. Daher ergeben sich bei quantitativen Angaben sehr grof3e Unterschiede
in der Literatur (112, 113).
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Die Lymphozyten von Agrionemys horsfieldii haben einen Durchmesser von ca. 6
um, besitzen einen kompakten, dunklen Kern und einen schmalen, blau bis
violetten Plasmasaum. Ihr Anteil an den Leukozyten betrug z.B. bei Agrionemys
horsfieldii 47% (111). KOLLE gibt 2004 einen Referenzbereich fiir
Landschildkroten von 18 bis 50% an. In der gesamten Literatur schwanken die
Angaben bei unterschiedlichen Reptilienspezies zwischen 2 und 83% (112).

Die Lymphozyten der Reptilien zeigen T- und B-Heterogenitat: Die
Blutlymphozyten von Alligator mississippiensis konnten je nach Adharenz an eine
Glaswattesaule in zwei Fraktionen aufgeteilt werden. PHA- und Con A-positiv,
aber LPS-negativ, reagierten die nicht-adharenten Zellen. Die adharente Gruppe
differenzierte nach LPS-Stimulation zu antikdrperbildenden B-Lymphozyten. Nach
Beschichtung mit Antiserum verminderte sich die LPS-Reaktion, im Gegensatz zur
T-mitogenen PHA-Reaktion (39). ULSH et al. konnten fir Reptilien-Lymphozyten
optimierte Kulturanleitungen erarbeiten (240).

Milzzellen von Psammophis sibilans proliferierten nach Stimulation mit Con A vor
allem im Frdhjahr und Herbst. Der Thymus war in der gleichen Zeit gut mit
Thymozyten besiedelt. Das Nicht-Vorhandensein von Makrophagen wirkte sich
nicht auf diese Stimulationsfahigkeit aus. Entweder ist diese Reaktion
makrophagenunabhangig oder von sehr wenigen "Ubersehenen" Makrophagen
abhangig. Desgleichen konnten auch bei Spalerosophis diadema und Chalcides
ocellatus Lymphozyten mit Con A stimuliert werden (54, 58, 65).

Die mitogene Stimulierbarkeit bei Chelonia mydas war insgesamt niedrig,
tierindividuell sehr unterschiedlich und saisonal verschieden. Das ganz Jahr war
eine Stimulierbarkeit mit PHA und Con A zu beobachten, mit Pokeweed-Mitogen
und LPS vor allem im Frihjahr (157). Ebenfalls bei mit EWL-immunisierten (egg
white lysozyme) Chelonia mydas, und erstmals konnte ADCC und humorale
Immunantwort  nachgewiesen  werden.  Vollblut-  und Peripher-Blut-
Mononuklearzellen, PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) proliferierten mit
PHA und Con A oder geléstem EWL-Antigen. Die humorale Reaktion wurde mit

ELISA (indirect enzyme linked immunosorbent assay) bestimmt. Die messbare
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humorale Immunantwort nach einmaliger Injektion setzte nach 6 Wochen ein, hielt
mindestens 14 Wochen an und zeigte nach Zweitinjektion anamnestischen
Charakter. Die zellvermittelte Immunitat konnte bei allen Impflingen im PBMC-
Test, weniger im Vollblut festgestellt werden. Unabhangig vom verwendeten
Adjuvans (FAK, GERBUL oder ISA-700) reagierten die PBMC-Testgruppe immer
besser als die Vollblut-Gruppe. Insgesamt waren die Zellproliferationstests
weniger verlasslich als der ELISA (251).

Die Ontogenese der Thymozyten konnte bei dem viviparen Skink Chalcides
ocellatus von EL DEEB und SAAD erarbeitet werden: Demnach wurde in Stadium
36-37 eine Con A Reaktion bei embryonalen Thymozyten beobachtet, die in den
sukzessiven Stadien kontinuierlich zunahm, um dann nach der Geburt
abzunehmen. Die Thymozyten im MLR waren in allen Stadien responsiv. Die Art
der T-Zell Reifung ahnelt der der Amphibien und Sauger (54).

Ebenfalls bei Chalcides ocellatus wurde die Entwicklung von Reptilien-
Lymphozyten mit T- und B- Membran-Determinanten bei Embryonen dargestellt.
Das Antiserum gegen Adult-Thymozyten oder Embryonal-Thymozyten und gegen
Serum-lg  wurde in  Kaninchen gezichtet. In  Adulten konnten
Membranantigensysteme bei Thymozyten und thymusabgeleiteten Milzzellen, wie
auch bei den  vermutlichen B-Lymphozyten, gefunden  werden.
Immunofluoreszenz-Tests wahrend der T- und B- Zelllinien-Entwicklung zeigten,
dass der T-Lymphozytenanteil von Stadium 37 bis 41 von 35% auf 96% anstieg
und frihzeitig in die embryonale Milz wanderte. Den embryonalen Thymozyten
fehlten die Oberflachen-Immunglobuline vollstandig, wahrend 40 - 50% der
Milzzellen Membrandeterminanten trugen. Die Daten zeigten, dass eine
Unterpopulation der Milzzellen die spezifischen Marker beider Lymphozytenlinien
tragen (53). Nach Thymektomie zeigte Chalcides ocellatus verzdgerte
Transplantatabstossung,  wéhrend  T-Zell-unabhangige Immunreaktionen
unbeinflusst blieben. Thymektomierte Calotes versicolor verloren die
periarteriolaren Milz-Lymphozyten. Daraus schlieen die Autoren auf T-Helper-
Zell-abhangige Milzregionen (194, 254). Die weil3e Pulpa ist bei Reptilien erstmals
in PALS und PELS (periarteriolare lymphatische Scheide; periellipsoidale
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lymphatische Scheide) differenziert, wie ZAPATA bei Mauremys caspica und
TISCHENDORF bei Krokodilen nachweisen konnten (236, 255). Diese
morphologische Differenzierung ist bisher fur Schlangen und Echsen nicht
verifiziert worden (116, 254). Verschiedene Untersuchungen weisen daraufhin,
dass die Lymphozten der PALS thymusabhangig sind, wahrend in der PELS B-
Lymphozyten vorherrschen.

Es gibt einige Untersuchungen mit heterologen Antikdrpern zur Erforschung der
Oberflachenstrukturen von Reptilien-Lymphozyten. Bei Agrionemys horsfieldii
wurde festgestellt, dass 15,4% der Blutlymphozyten und 39,2% der
Milzlymphozyten IgM auf der Zelloberfache exprimieren und 6,6% respektive
12,2% 1gY positiv sind. Die Thymozyten trugen kein slg. Die kombinierte
Anwendung beider Antiseren ergab keine hoheren Werte als die Anwendung von
Anti-lgM-Serum allein. Daraus schlossen die Autoren, dass ein Teil der
Lymphozyten beide Ig-Klassen gleichzeitig exprimiert (9).

Weitere Erkenntnisse Uber Ontogenese und Heterogenitat wurden bei Calotes
versicolor gewonnen: Bei diesen Agamen tragen die slg-positiven Zellen in Milz,
Blut und Knochenmark fast ausschliesslich IgM, selten IgY; im Thymus sind fast
keine slg-positiven Zellen zu finden. Thymektomie bei Adulten fihrte zur
Proliferierung der slg-positiven Zellpopulation, wéahrend hohe Dosen
Cyclophosphamid diese reduzierte. Die Autoren vermuten, mit diesen slig-
positiven Zellen B-Lymphozyten beobachtet zu haben (174). In bestimmten
ontogenetischen Stadien zeigten die Untersuchungen eine Anreicherung von IgM-
positiven Zellen in der embryonalen Leber. Die Leber kommt somit als
Differentiationsorgan der B-Zelllinie dieser Echsenembryos in Frage. Die IgM- und
IgY-Masse war den entsprechenden Isotypen von Vogel- bzw. Amphibien-IgM/
IgY &hnlich. IgM dissoziierte in schwere und leichte Ketten von 70 und 23 kDa, die
IgY in 59 kDa und 26 kDa Teilketten (173).

Die Milzzellen bei Calotes versicolor konnen auch dber die unterschiedliche
Adharenz an einer Nylonwattesaule getrennt werden. Die adharente Population
enthalt vor allem B-Lymphozyten, wéhrend die nichtadharente Gruppe von einem
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Anti-Thymozyten-Serum erkannt wird. Eine Thymektomie verringerte die
nichtadharente Population; die adharente Population nahm stark zu (137, 138).

Bei den GALT-losen Agama stellio exprimieren 7% der Thymozyten slg. Dieser
unerwartet hohe Prozentsatz lasst vermuten, dass der Thymus auch B-Zellen
beherbergt und Funktionen eines sekundéren Lymphorgans ubernimmt. (175,
176). Die Autoren beobachteten eine Dichotomie in T- und B-Lymphozyten auf der
Basis von Anti-Agamen-Thymozyten Antigen.

Reptilien zeigen B- und T-Zell-immunantwort. Ob die Milz letzlich daran allein
beteiligt ist bleibt unklar, zumindest ist das speziesabhangig. Die AK-Kinetik in der
Milz ist bei Eidechsen und Schlangen untersucht worden und besitzt hohe
Variabilitdét je nach Antigen-Dosis, Applikation, Saison, Spezies, Assay und
Temperatur. Da Splenektomie zu uneinheitlichen Ergebnissen bei humoralen als
auch zellvermittelten Testreaktionen fiuhrte, teilen sich die Milz und andere
Organe, moglicherweise GALT, die Aufgaben redundant (253, 254).

Fungiert die Bursa in der Ontogenese bei Vogeln als Ort der B-Zell Maturierung,
so bleibt dieser Punkt bei den Reptilien noch im Dunkeln (37, 253):

GALT (Teil des MALT) wurde fir die meisten Reptiliengruppen nachgewiesen
(55), und Reptilien sind die erste Klasse ektothermer Vertebraten mit guter
Auspragung dieser lymphatischen Ansammlungen im Darmgewebe (253, 254).
Aufbau und Lage einer protrierenden, lymphoepithelialen Aggregation im Colon
des Walzenskinks, Chalcides ocellatus erinnert an die Bursa. Bei Schlupflingen
von Chelydra serpentina konnte im Kloakalbereich &hnliches Lymphgewebe
festgestellt werden. Dieser Reptilien-Kloakal-Komplex wurde ferner bei Mauremys
caspica, Natrix maura und Chalcides ocellatus beschrieben. Diese Gewebe sind
allerdings einfacher strukturiert als bei Voégeln, und der immunologische
Stellenwert ist nicht dem der Vogel gleichzusetzen (92, 224, 256). Die Aggregate
im lleum von Mauremys caspica und die bei allen Arten vorhandenen lleocaecal-
Klappen-Verdichtungen konnten Vorlaufer der Peyer'schen Platten bzw. des
Appendix sein (256). GALT konnte weder bei Chamaeleo chamaeleon noch

Agama stellio nachgewiesen werden. Diese GALT-losen Spezies zeigten eine
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geringere  humorale, aber unbeeintrdchtigte zellulare  Immunreaktion.
Lokalimpfungen, oral oder kloakal, fuhrten bei Lacerta viridis und Mauremys
caspica zu lokalen Proliferationen und die AK-Produktion war bei der ersten
Spezies einer subkutanen bzw. intraperitonealen Impfung tberlegen. Cortison und
Thymektomie supprimierten oesophagale, nicht jedoch intestinale Aggregate
(254). Wenn auch der Ort der Reptilien B-Zell-Maturierung noch unklar ist, so kann
mit einer gewissen Berechtigung behauptet werden, dass GALT fur die humorale
Immunantwort der Reptilien eine besondere Bedeutung hat (55). Keimzentren
oder "Germinal Centers", wichtig fir die Affinitatsreifung der Lymphozyten,
konnten bei Reptilien bisher nicht gefunden werden (67). Filtern die
Lymphaggregate bei den Amphibien noch Blut und Lymphe, so ist die Situation bei
Reptilien fortgeschrittener. Spezialisierte Lymphgefal3e, zwar ohne Lymphknoten,
aber mit Nodulen, transportieren und filtern ausschlie3lich Lymphe, bevor diese
wieder dem Blutkreislauf zugefuhrt wird. Bei Gehyra variegata wurde ein
Axilarkorper beschrieben, der die Lateralvene umschlief3t, so dass die Venenwand
in Lymphe "gebadet" wird. Dieser Retikularfaser-Schwamm enthélt reichlich
Lymphozyten. Die Verhdaltnisse erinnern an die Situation monotremer Saugetiere
(254).
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2.24.2 TCR, BCR, IG, MHC

Diese Rezeptorengruppe gehort wegen ihres &hnlichen Bauplans zur
Immunglobulin-Gen-Superfamilie. Die T - und B -Zell-Rezeptoren (T Cell Receptor
= TCR und B Cell Receptor = BCR) sind die molekulare Auspragung der Spezifitat
des adaptiven Immunsystems und besitzen als einzige eine hypervariable Region.
Es sind Glykoproteine zur Erkennung des Antigens, die von den Lymphozyten
exprimiert werden. Sie sind zellstandige und / oder freigesetzte Rezeptoren fir
das Antigen. Der freigesetzte B-Zell-Rezeptor ist der Antikdrper oder das
Immunglobulin  (Ig). Jeder Lymphozytenklon produziert Igs einer einzigen,
bestimmten Spezifitat. Die Diversitat (fur fast jedes denkbare Antigen wird
antizipatorisch ein passendes Ig synthetisiert) wird genetisch durch zufélliges
V(D)J-Rearrangement realisiert. Die Forderung des passenden Ig-Repertoires und
der Schutz des eigenen Proteoms wird durch klonale Selektion und die Kopplung
der Effektorwirkung von TCR und Major-Histocompatibility-Complex (MHC)
Proteinen der Zelloberflachen sichergestellt (42).

Reptilien-Immunglobuline

Zwei prinzipielle Isotypen der Immunglobuline sind fiir Reptilien nachgewiesen: ein
"High-Molecular-Weight" HMW-Ig und ein "Low-Molecular-Weight" LMW-Ig (9, 34,
57, 87, 91, 173). Vor LESLIE und CLEM wurden diese zwei Fraktionen in
Anlehnung an die Sauger-Homologe und ihrer funktionalen Analogie IgM bzw. IgG
genannt. Dieses Autorenpaar pragte dann fur das wegen der "verlangerten" H-
Kette, etwas schwerere LMW-Ig der Reptilien (Séduger-IgG: ca. 150 kDa, 7S) den
Begriff IgY (128). Der Typ des Reptilien-IgY hat eine weite Verbreitung bei den
Nicht-Saugern. IgY ist das typische LMW-Ig bei Amphibien, Reptilien und Vogeln.
Radioimmunchemische Vergleichsuntersuchungen der LMW-Igs bei niederen und
hoheren Vertebraten von AMBROSIUS und HADGE lieRen diese zum Schluss
kommen, IgY sei Vorlaufer der Sauger-IgA (88). Molekularbiologische Techniken
und funktionelle Vergleiche haben neuerdings klar ergeben, dass IgY Vorfahre des
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Sauger-1gG und IgE ist. IgY hat zwei H-Ketten und zwei L-Ketten mit ca. 180 kDa
Molekulargewicht bzw. 7S Sedimentationskoeffizient. Die H-Ketten bestehen
typischerweise aus einer variablen (V) und vier konstanten (C) Doménen. Bei
einigen Reptilien lasst sich zusatzlich eine verkirzte Isoform des IgY mit ca. 120
kDa bzw. 5,7S beschreiben und wird IgY(AFc) bezeichnet. Diesen IgY(AFc)
fehlen die vier terminalen H-Ketten-C-Doméanen. IgY und IgY(AFc) kommen bei
Pseudemys scripta, Agrionemys horsfieldii und Ophiosaurus apodus
nebeneinander vor, wahrend bei Chelydra serpentina, Calotes versicolor und
Alligator mississippiensis nur IgY nachgewiesen wurden. IgY(AFc) hat
vorteilhafterweise eine geringere anaphylaktische Reaktivitéat als IgY, vermag
aber keine Fc-Bindung einzugehen, so dass die Fahigkeit zur Opsonierung und
Komplement-Aktivierung stark eingeschrankt ist. Unbeeintréchtigt bleibt die
Neutralisationskapazitat gegenuber zirkulierenden Viren. IgG der Sauger mit
seiner flexiblen Gelenkregion zwischen Fab und Fc gegeniber Reptilien-1gY, mit
seiner starren Verbindungsregion, erscheint funktionell geschmeidiger und
folgerichtig immunologisch wirksamer (247). Das Antikorper-Repertoire der
Reptilien zeigt dartiberhinaus eine eingeschrankte Affinitatsreifung und geringere
Diversitat als bei Saugetieren (45). Den prinzipiellen Strukturunterschied der
LMW-Immunglobuline der Reptilien im Vergleich zum Sauger-IgG zeigt die
Abbildung 2, Seite 40 (247).

Der zweite lg-Isotyp, das HMW-Ig IgM, ist das verbreiteste Immunglobulin der
Vertebraten und wurde bei allen Reptilien-Ordnungen nachgewiesen. Das
pentamere Molekll hat bei Sphenodon puncatatum, Trachemys scripta, Chelydra
serpentina, Testudo hermanni , Psammophis sibilans, Calotes versicolor und
Alligator mississippiensis eine molekulare Masse von 850-900 kDa und einen
Sedimentationskoeffizienten von 17-19S (8, 32, 57, 128, 140, 173).

Die J-Kette ist ein charakteristisches Protein der polymerisierten Ig-Monomere
(der Di- oder Pentamere) und spielt eine entscheidende Rolle im Aufbau
Schleimhaut-assoziierter, sekretorischer Antikdrper. IWATA et al. konnten bei
Trachemys scripta sowohl die entsprechend cDNA klonen als auch das Protein
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beschreiben. Die Schildkroten-J-Kette ist der von Vogeln &hnlicher als der von
Froschen. J-Ketten-mRNA wurde im Gewebe von Lunge, Magen, Milz und Darm
nachgewiesen. Ob sowohl pentameres IgM wie auch dimeres IgY als

sekretorische Antikorper fungieren, bleibt noch unklar (100).

"Naturliche" IgM-Antikdrper (Immunglobuline mit beschrénkter Affinitat, die ohne
initialen Antigenkontakt entstehen) passend zu ubiquitdrer Mikroben-LPS wurden
bei Alligatoren beobachtet. Ohne irgendeine vorausgegangene Immunisierung
konnte ein IgM-Titer gegen Chicken-Red-Blood-Cells nachgewiesen werden (133).
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Abbildung 2: Vergleich von Sauger-1gG und Reptilien-IgY bzw. Reptilien-1gY (AFc)
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Reptilien-MHC

Der Major-Histocompatibility-Complex (MHC) ist ein Genabschnitt zur Kodierung
alleler, individualcharakteristischer Proteine, die auf Zelloberflachen exprimiert
werden. Reptilien sind zu deutlichen Allo-Immunantworten féahig, die auf MHC-
artige Proteine schlieBen lassen. Reptilien-MHC-Proteine spielen eine Rolle bei
der Sexualpartnerwahl (183), bei der T-Zell-vermittelten Immunantwort (MHC-
Restriktion) und bei Transplantatabstof3ungsreaktionen, sind polymorph und den
Sauger-MHC-Molekulen sehr &hnlich (59, 66, 210). Bei Psammophis sibilans,
Trachemys scripta und Caiman crocodilus konnten MHC-II Proteine durch Xeno-
Antiseren immunoprazipitiert werden. MHC-I a-Ketten existieren bei Reptilien in
zwei unterschiedlichen Auspragungen (106). MHC-I und MHC-II-Hetrogenitét
konnte bei Alligator mississippiensis nachgewiesen werden (48, 84). Ist der
Sauger-MHC auf einem einzigen Gen-Cluster zu finden, so ist bei Liasis fuscus
aufgrund RFLP-Analyse (restriction fragment length polymorphism) zu schliel3en,
dass deutlich mehr als zwei Cluster die MHC-Proteine kodieren (250). Jingst
wurde der MHC-II-assoziierte APC-Rezeptor, CD74 bei Testudo hermanni,
Testudo graeca, Testudo marginata und Gopherus agassizii identifiziert und
charakterisiert. Der Vergleich von Homolog-Regionen der vier Spezies zeigte
grosse Einheitlichkeit. Derzeit wird die Verteilung des Rezeptors im lymphatischen
Gewebe kranker und gesunder Tiere Uberpruft, um eventuell in Zukunft einen

diagnostischen Marker fiir endzundliche Krankheiten zu finden (185).

Zellvermittelte Immunreaktionen bei Reptilien

Mit APCs, Lymphozyten, TCR und MHC wurden die wichtigsten Beteiligten der
zellularen Abwehr bei Reptilien vorgestellt. Auf die unterschiedliche Dynamik der
zellularen Reptilien-Abwehr, abhéangig von 6kologischen Umgebungsparametern,
soll weiter unten eingegangen werden (siehe 2.3, Seite 45). Hier die wichtigsten

zellvermittelten immunologischen Phdnomene:
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Transplantatabstol3ungsreaktion (Host versus Graft Reaction, HYGR):

Auch bei Reptilien werden Allo- und Xenotransplantate nicht akzeptiert, sondern
abgestoRen. Bei Chelydra serpentina (24, 25), Caiman crocodilus (26),
Psammophis sibilans (63), Chalcides ocellatus (207, 210) und Agama stellio (186)
wurden Transplantate je nach Temperatur akut, subakut oder chronisch
abgestol3en. Die im Vergleich zu Séugetieren teilweise verzégerte HVGR ist nicht
durch das Fehlen eines MHC verursacht (35), sondern wohl eher der

ektothermalen Dynamik des Reptilien-Immunsystems zuzuschreiben (37, 207).

Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft versus Host Reaction, GVHR):

Allogene Splenozyten fuhrten bei Chalcides ocellatus als Empféangertier meistens
zum Tod, wahrend allogene Nephrozyten keine Beeintrachtigungen hervorriefen.
Im Versuchsmodell mit Chelydra serpentina fiel die GVHR umso heftiger aus, je
grol3er die geografische Distanz zwischen Spender- und Empfangertieren war. Bei
30° C verlief die Reaktion akut bis chronisch, bei 10° C wurde sie vollstandig
unterdriickt (27, 207).

Gemischte Lymphozytenreaktion (Mixed Lymphocyte Reaction, MLR):

Die MLR-Untersuchungen bei Reptilien lieferten, unabhéngig von der
jahreszeitlichen Dynamik, unterschiedliche Ergebnisse. Bei Psammophis sibilans
lagen kraftige Reaktionen bei 88% ( two-way-Ansatz) bzw. 78% (one-way-Ansatz)
der Tiere vor. Positive Reaktionen waren unabh&ngig von adhéarenten Zellen,
wahrend Nicht-Reagentenpaare eine begrenzte Diversitat der blastogenen
Faktoren andeuteten (64). Dagegen konnten bei Spalerophis diadema
adharentzell-freie Splenozyten keine T-Zellen zur MLR stimulieren (51). Kraftige
MLR wurde bei Chalcides ocellatus nachgewiesen, wohingegen mit Chelonia-
mydas-Ansétzen keine MLR gelang, aber erstaunlicherweise die Lymphozyten auf
PHA blastogen reagierten (157, 207). Die GALT-losen Agama stellio zeigten in
den Versuchskulturen erwartungsgemass eine schwache MLR (186).
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Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spéttyp (Delayed type of hypersensivity, DTH):

Tarentola annularis reagierten nach Stimulation mit Bacillus Calmette Guerin
(BCG, ein boviner Tuberkolosestamm) und intradermaler Tuberkulininjektion nach
21 bis 34 Tagen mit einer kutanen Hypersensitivitdt. Die lokalen Erscheinungen
traten allerdings nicht, wie bei Saugetieren, nach ein paar Stunden, sondern erst
nach 5 bis 6 Tagen auf und verschwanden dann ebenso langsam (14). Nach UV-B
Belastungsversuchen, vorher mit Krabben-Hamocyanin stimulierter Anolis

carolinensis, konnte keine DTH-Suppression festgestellt werden (38).
Makrophagenmigrationshemmung:

Diese zelluare Reaktion wurde bei Calotes versicolor verifiziert. Heterologes Anti-
Thymozytenserum verhinderte die Migrationshemmung und legte den Schluss
nah, dass T-Lymphozyten an der Reaktion beteiligt waren (137).

Zelluare Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC):

Erste Hinweise fur eine Reptilien-ADCC stammen aus dem Jahr 1977, als in einer
Arbeit mit Lacerta viridis ein Nachweis mittels des tiblichen *'Cr-Freisetzungstests
gefuhrt wurde (103). OSMAN et al. stimulierten Agama stellio durch
Hauttransplantate mit antigenen Zellen und provozierten nachfolgend starke
zytotoxische Splenozyten-Reaktionen gegen allogene Lymphoblasten (186).
Mauremys-caspica-Splenozyten zerstorten Tumor-Zielzellen, wie Ublich saisonal
unterschiedlich, sowohl ADCC- als auch NK-vermittelt (170). Thymozyten der
gleichen Schildkrétenart vermochten Tumorzielzellen sowohl durch ADCC als
auch durch NK-Zytotoxizitat zu zerstéren (170). Eine untersuchte Gruppe Chelonia
mydas reagierte einheitlich ADCC-vermittelt, eine "natirliche”, spontane
Zytotoxizitat konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (157).
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Diversitats- und Spezifitdtsmechanismen:

RAG-abhéngiges VDJ-Rearrangement und  AlD-abhé&ngige  somatische
Hypermutation, Genkonversion und Klassen-Switch sowie klonale Selektion und
Affinitatsreifung begriinden bei den Saugern Diversitat und Spezifitéat der B-und T-
Zell-Rezeptoren (67, 79, 82, 132, 181). RAG1 und RAG2 (recombination activating
gene; DNA-Code fur die Start-Proteine des VDJ-Rearrangements) wurden bei
Python reticulatus und "Schildkréte" (hier lassen uns die Autoren Uber die Art im
unklaren) vollstandig sequenziert und ihre Verwandschaft zu anderen Vertebaten
herausgearbeitet (243). Die VDJ-Gene liegen wie bei den Vogeln in Transposon-
Stellung und nicht in Cluster-Formation wie bei den Fischen vor (67). Bei
Pseudemys scripta wurden an einem Vy-Lokus 22 Sequenzvarianten festgestellt.
Daraus musste geschlossen werden, dass entweder viele verschiedene J-
Segmente (nicht zu verwechseln mit der J-Kette, der sezernierten Antikorper)
vorkommen oder somatische Hypermutation stattfindet. Die Autoren vermuteten
eher letzteres, da auf dem antigenbindenden Bereich CDR3 (complementarity
determining region, CDR) und auf der stabilisierenden Region FWR3 (framework
region, FWR) Punktmutationen gefunden wurden (239). Reptilien wie Vogel
reagieren zunachst mit IgM, um dann spater nach einem Klassenwechsel (class
switch) mit IgY gleicher Spezifitat zu reagieren. Das Fehlen von echten
Lymphknoten und "Germinal Centers" lassen es unwahrscheinlich erscheinen,
dass bei Reptilien vergleichbar hochaffine Antikorper wie bei Saugern gebildet
werden. Wahrend die Maus-Mensch-Gruppe, die "PR-Gruppe" (primate rodent
group) ihr Repertoire vor allem Uber VDJ-Rearrangement erzielt, gibt es viele
Sauger und die Vogel, die sogenannte "GALT-Gruppe", die starker AlD-abhangige
Verfahren zur Diversifikation nutzen. Bei Reptilien ist diese Situation génzlich
unklar. Unbekannt ist auch, ob intestinale Superantigene fir die B-Zell Reifung

notwendig sind (67).
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2.3 Besond ere Immunod ynamik bei Reptilien

Die drei grossen Steuerungssysteme Nerven-, Endokrin- und Immunsystem, sind
auch bei den Reptilien vernetzt und voneinander abhéangig, deshalb spricht man
auch von einem immuno-neuro-endokrinen Netzwerk (154). Ein kognitives System
verarbeitet Eingabedaten in Ausgabedaten. In diesem Sinn sind alle drei Systeme
kognitive Systeme, also "gehirnartig”, nehmen Aussen- und Innenreize auf und
regulieren in Richtung einer Homdostase (29). Ist diese Vernetzung fir sich nichts
Neues, so unterliegt das Reptilien-Abwehrsystem durch die Ektothermie dieser
Tierklasse einer besonderen Dynamik (197). Bei den endothermen
Vertebratenklassen lassen sich zwar auch Einflisse des neuroendokrinen
Systems und neuroendokriner Rhythmen auf das Immunsystem beobachten, ihre
Korpertemperatur jedoch konnen sie endogen durch "Heizen" und "Kuhlen"
nahezu konstant halten. Ektotherme Reptilien sind also unmittelbarer den
taglichen und jahreszeitlichen Temperaturschwankungen zuséatzlich ausgeliefert
und kdnnen sich diesen Situationen nur begrenzt entziehen. Sie steuern zwar der
exogenen Temperaturfluktuation soweit wie moglich behavorial entgegen und
limitieren auf diese Weise ihre Korper-Temperaturschwankung auf +/-5 °C
innerhalb ihres bevorzugten Temperaturbereichs. In temperaturextremen
Situationen, z.B. in der Nacht oder im Winter, stdsst diese behavoriale Regulation
an ihre Grenzen. Diese Verhéltnisse zwingen sie in grossen Teilen ihres
Verbreitungsgebietes zu taglicher bis monatelanger auf3erer und innerer Stase mit
impliziten Auswirkungen nicht zuletzt auf das Immunsystem. Liegt also der Vortell
des "Solarbetriebs" in einer ca. 90%-igen Energieeinsparung, in effizientester
Biomasse-Umsetzung fur Wachstum und Reproduktion und in extremsten
Korpergestalten, so liegt ein moglicher Nachteil in der phasenweisen "Lahmung”
des Homoostase-Netzwerks und insbesondere des spezifischen Immunsystems
(18, 19, 37, 60, 81, 86, 195). Dartiberhinaus deutet eine interessante schwedische
Arbeit an, dass eine paraspezifisch-lastige Abwehr energieaufwandiger ist als eine

verzahnte Kooperation paraspezifischer und spezifischer Elemente. So scheint die
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Evolution bei den ektothermen Reptilien wegen der angesprochenen direkten
Solarnutzung und der damit verbundenen Ressourceneinsparung ein
paraspezifisch-lastiges Immunsystem gerade noch zu tolerieren. Oder anders
ausgedriickt: Endothermie ist nur mit zunehmender Verlagerung der Abwehr auf
das modernere, spezifische Immunsystem moglich, da der erhéhte
Energieaufwand fir den Unterhalt eines paraspezifisch-lastigen Abwehrsystems
selektiv wirkt (199). So ist die Dynamik der Immunantworten bei den Reptilien
auch auf Modulatoren zurickzufihren, die speziell durch ihre ektotherme

Lebensweise provoziert werden.
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2.3.1 Saisonale Dynamik der Immunantworten

Die Auspragung der Reptilien-iImmungewebe unterliegen aussergewdhnlich
grossen saisonalen Schwankungen. Charakteristisch fir Arten aus gemassigten
und subtropischen Breitenzonen ist eine Proliferation der meisten Gewebe im
Frihjahr und eine Involution im Winter. GALT und Knochenmark zeigen die
geringsten jahreszeitlichen Anderungen. Speziesabweichungen von diesem
saisonalen Winter-Sommer-Muster sind begriindet in besonderen artspezifischen
Lebensumstanden: Sommerdastivation, Stressantworten auf Reproduktion,
Nahrungs- und Wassermangel (37, 254). Teilweise besteht eine Korrelation der
Immunantworten mit der saisonalen Auspragung der Immunorgane. Der humorale
Response war bei Scincus scincus und Eumeces schneideri im Fruhjahr und
Herbst sehr ausgepragt und korrelierte mit der Immungewebskondition,
dementsprechend war die humorale Immunantwort im Winter sehr schwach. Bei
Chalcides chalcides konnten im Spatherbst und Winter zusatzlich kaum zellulare
Immunreaktionen provoziert werden, in einer Jahreszeit, wo Thymuszellen und B-
und T-Zellen in Blut und Milz stark vermindert waren (52, 92, 94, 207).
Andererseits scheint bei manchen Arten keine Korrelation zwischen Morphologie
und Funktion zu bestehen. Beispielsweise zeigte Mauremys caspica und
Psammophis schokari im Sommer gute humorale Antwort, obwohl Milz und
Thymus verkleinert waren. Allerdings war bei der letzten Art erwartungsgemass
die zellulare Immunreaktion reduziert (56, 127, 171). Zusammenfassend kann
folgender Sachverhalt dargestellt werden: Die Immunorgane durchlaufen je nach
Okologischen Rahmenbedingungen mehrere Phasen im Jahr, in denen sie sich
degenerativ verandern. In den immunsuppressiven Phasen verschlechtern sich
die spezifischen Abwehrmechanismen und die friilhe Phase der Antikdrperbildung
wird gehemmt. Die zellvermittelte Immunitat ist beeintrachtigt, was sich in einer
verlangsamten Transplantat-Abstol3ungsreaktion und einer schwachen MLR zeigt.
Moglicherweise liegt die Ursache in einer Suppression der T-Helferzellen und
Zytokinwirksamkeit (59). Die bei Kalte eintretenden Anderungen der
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Zellmembranreaktivitat konnte an einer verminderten Membranfluiditat liegen und
die Wirksamkeit der Zytokine reduzieren (86, 127).
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2.3.2 Exogene und endogene Immunmodulatoren

Auch bei Reptilien ist die Stressantwort, als Reaktion auf einen Stressor, durch
das Ausschutten von Corticosteroiden charakterisiert. Dieses hypothalamisch-
hypophyséare-immunmodulierende System ist ein Paradebeispiel fir die Integration
des Homoostase-Netzwerks. Hohe Corticosteroid-Konzentrationen supprimieren
das Reptilien-Immunsytem. Dabei wird der humoral-spezifische Teil starker
beeintrachtigt als der zellular-spezifische und paraspezifische Teil des Reptilien-
Immunsytem (171). Es gibt Anzeichen dafir, dass die Ektothermie-bedingte
Immunsuppression der Reptilien als Stressantwort zu interpretieren ist. Die
negative Korrelation zwischen Corticosteroid-Konzentration und Immunkompetenz
konnte bei Reptilien vielfach nachgewiesen werden (208). Beispielsweise wurde
durch Unterdriickung der adrenalen Steroidgenese mit Metyrapone bei Herbst-
Eidechsen, die Lymphozytendestruktion kontrasaisonal gemindert (209). Saisonal
naturlicherwise immungeschwachte Reptilien hatten hohe Steroidspiegel (208).
Durch Corticosteroid-Verabreichung konnte bei anderen Reptilien eine
Immunsuppression provoziert werden (167). GUILLETTE zieht insgesamt den
Schluss, dass die Immunmodulation, bedingt durch ungiinstige Variablen wie
Temperatur, Saison, Erndhrung, Manipulation, Gefangenschaft, Geschlecht und
Sozialfaktoren, vor allem auf die entsprechende Stressantwort, also
Corticosteroid-Ausschittung zuriickgefiihrt werden muss (86). Die Untersuchung
der Corticosteroid -Verlaufe hat eine intrinsische Problematik: Die Messung selbst
beeinflusst das Messobjekt wunglnstig: Manipulieren, Fixieren und die
Blutentnahme an sich provozieren eine Stressantwort. Ein unkonventioneller
Ausweg konnte die schonende Blutgewinnung mit Raubwanzen sein, die derzeit
bei Warmblutern getestet wird (246). Ob schon kurze Steroidpeaks nachteilige
Spatfolgen auf das Immunsystem der Reptilien haben, ist ungekért (86).
Stressinduzierte, langfristig hohe Corticosteroid-Konzentrationen supprimieren das
Reptilien-Immunsytem und unterdricken in der Regel gleichzeitig und rasch
Sexualsteroide (121, 130, 136, 208, 257). Bei Schildkroten scheint Stress,
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Corticosteroid und Testosteron jedoch positiv korreliert zu sein; die Interpretation
dieser Ausnahme bleibt noch spekulativ (122, 123). Einerseits wird von direkten
immunsuppressiven Wirkungen von naturlichem und kunstlich verabreichtem
Testosteron berichtet (206, 211, 212, 213, 241), andererseits konnten
Rangkampfe, Verlust von Korperkondition, ein "male behavior" und die
Manipulation an sich Stressantworten provoziert haben und nur eine indirekte
Testosteron-Wirkung beobachtet worden sein. Diese Vermutung wird gestitzt
durch neueste Arbeiten im Zusammenhang mit der ICHH, in denen
immunsupprimierende Effekte eher auf Corticosteroide, nicht aber auf Testosteron
direkt zurtickgefuhrt werden konnten (21, 22). Eine niedrige Temperatur hatte
unabhéngig von der Jahreszeit negativen Einfluss auf die spezifische
Immunreaktivitat bei Eumeces schneideri, Chalcides ocellatus und Tiliqua rugosa,
obwohl das zellulare und gewebliche Immunpotential vorhanden gewesen ware
(52, 93, 248). Wahrscheinlich wirken also simple chemische (chemische
Reaktionen sind temperaturabhéangig) und komplexere endokrine Mechanismen
(Corticosteroid-Ausschuittung) bei der temperaturbedingten Immunsuppression der
Reptilien zusammen (86). Eine interessante Beobachtung machten WORLEY und
JURD, als sie eine verstarkte zellulare Immunreaktion bei Lacerta viridis
feststellten, wenn die Tiere nicht in Laborterrarien, sondern in Freilandterrarien
gehalten wurden. Ob dabei der natirliche Temperatur- und Lichtwechsel einen
"belebenden Eustress” bewirkte, unbekannte andere Parameter eine Rolle
spielten oder die Tiere einfach "glucklicher" waren, wurde nicht untersucht (252).
Anlehnend an diese Beobachtung fallt auf, dass es zwar einige Untersuchungen
uber Licht, Epiphyse und Melatonin bei Reptilien gibt, in keiner einzigen Arbeit
aber der Einfluss der Beleuchtungsqualitat und —Rhythmik auf das Reptilien-
Immunsystem untersucht wurde, obwohl andere Veroffentlichungen bei Vogeln
(Sauropsidae!) und weiteren Tierklassen einen grossen Einfluss vermuten lassen
(85, 109, 257). Zweitens kann man an dieser Arbeit besonders sehen, dass viele
Einflisse auf das Reptilien-Immunsystem erst allmahlich verstanden werden und
die Umgebungsparameter sorgfaltigst gelenkt werden missen, um zu

reproduzierbaren Ergebnissen zu gelangen. Ebenfalls unklar sind die Immun-
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Auswirkungen der Sommerastivation, die manche Reptilienspezies durchmachen.
Eine metabolische Ruhephase in der Hitze- und Dirrezeit, die unter deutlich
hoheren, keimfreundlicheren Temperaturen als im Winter ablauft, sollte andere
regulatorische und immunologische Herausforderungen stellen als die Kalte-
Hibernation.



52

2.4  Paramunitatsinducer und bisherige Anwendung

2.4.1 Geschichte der Paramunitatsinducer

Paramunitatsinducer sind neuartige, nicht-immunisierende, biologische Wirkstoffe
aus attenuierten und abgetdteten Tierpockenviren zur Regulation von
paraspezifischen Immunmechanismen bei Mensch und Tier. Sie nutzen die alten,
vor der Entwicklung des spezifischen Immunsystems  wirksamen,
Abwehrmechanismen (150). Seit EDUARD JENNER (1796) wurden gegen die
Menschenpocken (small pox, Variola) mit einer vom Tier stammenden Orthopox-
Lebendvakzine geimpft. Diese Impfung war mit Nebenwirkungen behaftet. Die
Entwicklung einer Vakzine aus inaktivierten Viren scheiterte, weil jede
Inaktivierung von Pockenviren zum Verlust der spezifisch immunisierenden
Wirkung fiihrte (16, 148). Die Attenuierung unterschiedlicher Tierpockenstamme in
hunderten von Passagen Uber 20 Jahre fuhrte zum stabilen Verlust der
terminalen, variablen Genombereiche, deren Proteine immunogen wirken. Die
zentralen Genomregionen, die die paraspezifischen Wirkungen kodieren, blieben
jedoch erhalten (115, 152, 153). Zur Verifizierung in vitro wurden die Parameter
Zytokin-Freisetzung, Phagozytose-Aktivierung und die Aktivitat von nativen T-
Zellen, NK-Zellen sowie dendritischen Zellen bewertet (4, 62, 68). Die Ergebnisse
zeigten, dass insbesondere das paraspezifische Immunsystem und seine
entsprechenden Regulationsmechanismen aktiviert wurden (150). Immun-
Regulation bedeutet in diesem Zusammenhang, im Gegensatz zu Immun-
Modulation, die Stabilisierung von immunsupprimierten Parametern in Richtung
einer Homoostase. Beim Menschen hatten diese regulatorischen Effekte auch
glinstige  Auswirkungen auf das Gefass- und Hormonsystem (149).
Konsequenterweise miussen die hier angesprochenen Paramunitatsinducer wegen
ihrer umfassenden Wirkung zu den Bioregulatoren gezahlt werden. Diese
Entwicklung fuhrte schliel3lich zu marktreifen Praparaten in der Human- und
Tiermedizin (z.B. Duphapind®, Duphamun(], Baypamunell). Die Unterschiede

zwischen konventionellen Vakzinen und Paramunitatsinducern werden in der
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Tabelle 5 zusammengefasst (150).

Tabelle 5: Eigenschaften und Besonderheiten konventioneller Vakzinen versus
Paramunitatsinducer
Art Wirkstoffe Schutzstoffe Ergebnis Eintritt/ Dauer | Postvakzinale Begriffe
im Impfling der Wirkung Schaden
Konventionelle, Spezifisch Antikorper, Spezifische Beginn: nach 5-8 | Impferkrankungen, Aktive
erregerspezifische immunisierende Immunzellen Schutzimpfung, Tagen Allergien, Schutzimpfung
Vakzine Epitope spezifische Autoimmun-
Immunitat Dauer (je nach krankheiten,
immunisierend Erreger) tber Immunkomplex-
Monate und Jahre krankheiten
Paramunitats- Nicht Makrophagen und | Paramunisierung, Eintritt: sofort

indu cer

regulatorisch

immunisierende,
regulative Proteine

lymphoretikulére
Zellen, Zytokine

Paramunitat,
unspezifischer
Schutz

Dauer:10-12 Tage

keine

Paramunisierung

2.4.2 Anwendung und Indikationen

Die Anwendung eines Paramunitatsinducers ahnelt einer konventionellen Vakzine.

Sie erfolgt bei Mensch und Tier systemisch oder lokal und ist regelmafig, auch

uber Jahre, ohne postvakzinale Schaden mdoglich, da hauptséchlich die Tnhl-

Subpopulation stimuliert wird (150). Die bisherige Anwendung bei endothermen

Spezies und ihre Wirksamkeit wurde vielfach publiziert, siehe Tabelle 6 (154).

Tabelle 6: Bisherige Anwendungsgebiete von Paramunitatsinducern bei Tieren.

Tierart Anwendungsgebiet
Pferd Infektibse Atemwegserkrankungen, Transportstress
Rind Infektidse bovine Rhinotracheitis (IBR), Mastitis, Crowding assoziierte
Infektionen, Atemwegserkrankungen

Schwein Ferkelsterblichkeit, Enzootische Pneumonie, MMA-Komplex

Vogel Flugleistung von Reisetauben, Kokzidien-Oozysten Ausscheidung

Kaninchen Transportbedingte Krankheiten

Hund Welpensterblichkeit, Canine Herpesvirus Infektion, Mamma-Tumore

Katze Felines Atemwegssyndrom, Feline Rhinotracheitis, Chronische
Stomatis, Feline Leukamie (FeLV), Feline Infektitse Peritonitis (FIP)
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Bewahrte und potentielle

Indikationen  fir

den prophylaktischen und

therapeutischen Einsatz von Paramunitatsinducern bei Mensch und Tier sind
nach MAYR in Tabelle 7 aufgefiihrt (154). Ubersetzt auf die besonderen

Lebensumstande der Reptilien lassen sich demzufolge Anwendungsmaoglichkeiten

denken, wie sie in Tabelle 34, Seite 115 zusammengestellt sind.

Tabelle 7: Bewahrte Indikationen von Paramunitéatsinducern bei Mensch und Tier.

Prophylaktische Indikationen

Therapeutische Indikationen

Schnelle Aktivierung des paraspezifischen
Immunsystems bei Neonaten

Virus und Bakterienerkrankungen, infektiose
Faktorenkrankeiten, Vergiftungen, Endotoxikosen

Vor zu erwartenden Stresssituationen allgemein

Immunschwéache

Vor Klinikaufenthalten

Chronisch rezidivierende Erkrankungen

Bei akuter Infektionsgefahr

Unterstiitzende Tumortherapie

Zur Vermeidung von Impfkomplikationen

Rekonvaleszenz

Reduzierung der Gefahr von Krebserkrankungen
und Metastasierung

Chemotherapie und Antibiotikatherapie

Unterstiitzung der Bioregulation

Lebererkranungen unterschiedlicher Atiologie

Verlangerung der Lebenserwartung

Chronische Hauterkrankungen

Immunpathogene Sekundarerkrankungen




55

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Tiere, Material und Method en

3.1.1 Plan

Zunachst war ein Vorversuch mit Doppelinjektion geplant, der die Vertraglichkeit
der Inducer PIND-AVI und CONPIND (Europ.Patent N0.0669133; Dtsch.Patent
No0.4405841) aufzeigen sollte. Dazu war geplant, dass zuféllig verteilte, "stabile"
Reptilien-Gruppen im Abstand von 24 h jeweils 0,1 ml Inducer bzw. physiologische
Kochsalzlosung intramuskular verabreicht bekommen und auf nachteilige lokale
und systemische Wirkungen beobachtet werden. Im Hauptversuch an labilen
Gruppen sollte dann der Mortalitatsunterschied von Verum- und Kontrollgruppen
festgestellt werden. CONPIND wurde spater aus praktischen Grinden, um die
Probandenzahl fir PIND-AVI zu vergrossern, nicht weiterverwendet.
Daruberhinaus wurde in der Versuchsreihe auf die Zweitinjektion mit Inducer und
die Kontrollinjektion mit physiologischer NaCl-Losung verzichtet, um die Reptilien
nicht unndtigem Manipulations-Distress auszusetzen. Die Tierarten schienen
zunachst frei wahlbar. Die im Uberfluss vorhanden Wasserschildkréten-
Schlipflinge schieden jedoch, wie viele andere potentielle Reptilienarten, als
Studientiere aus, da ihre Mortalitat so niedrig lag, dass an ihnen kein
erfolgversprechender Gruppen-Vergleich innerhalb ein bis zwei Wochen hatte
durchgefuhrt werden koénnen. So fokussierte sich die Arbeit hauptséchlich auf
labile Echsengruppen. Um die Probandenauswahl durch das Einbeziehen stabiler
Gruppen zu verbreitern, wurde schliel3lich zusatzlich der Indikator "Reptilien-
Fithess-Score" (siehe 3.1.6) verwendet, um mogliche Unterschiede der Gruppen

herauszuarbeiten.
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3.1.2 PIND-AVI

3.1.2.1 Allgemeines

PIND-AVI ist ein paraspezifisch wirkender, nicht immunsierender, biologischer
Wirkstoff aus hochattenuierten (avirulenten) und inaktivierten Avipockenviren
(Stamm HP-1). Im Gegensatz zu Impfstoffen reagiert das Praparat nicht mit dem
antigenspezifischen, sondern mit dem unspezifischen, das heisst paraspezifischen
Teil des Immunsystems. Es fihrt zu einer optimalen Regulation des vernetzten
Immunsystems  durch  Aktivierung der Makrophagen, NK-Zellen und
lymphoretikularen Zellen sowie durch die Bildung, Freisetzung und das
Zusammenwirken einer Vielzahl von Zytokinen (Zytokinkaskade). Durch die
Zytokinkaskade kommt es Uber entsprechende Rezeptoren zu einer funktionellen
Verbindung mit dem Nerven- und Hormonsystem sowie Uber die Steuerung durch
Selektine zu einer Leukozyten-Endothel-Interaktion im Gefal3system.

Fur die paramunisierende Wirkung von PIND-AVI sind miteinander verbundene
Proteinkomplexe in der Hille der Pockenviren verantwortlich. Es handelt sich um
Uber 20 verschiedene Proteine, z.B. das Adsorbtionsprotein, wirtsspezifische
Strukturproteine, das Fusionsprotein sowie ein weiteres, nicht immunogenes
Hullprotein. Einige dieser Proteine konnten inzwischen isoliert und Uber die
entsprechenden DNA-Abschnitte des Virusgenoms in einem geeigneten System
exprimiert werden. Als Einzelkomponenten besitzen sie leider eine sehr geringe
und in der Regel nur "in-vitro", teilweise jedoch auch "in-vivo" nachweisbare
Wirksamkeit. Fur die komplexe bei Mensch und Tier erforderliche Wirksamkeit und
Unschadlichkeit sind dagegen die in der unversehrten Hille des intakten
Viruspartikels enthaltenen, nicht immunsierenden Proteinkomplexe (in dem
kybernetischen Sinne "das Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile")
notwendig. Ein Verstandnis fur die komplexe Wirksamkeit des Préparates liefert
die sogenannte  "Systemtheorie”, die auf Verbundstrukturen und

Wechselwirkungen und Vernetzungen zwischen den einzelnen Teilen basiert.
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Aus historischen und didaktischen Grinden wird das immuno-regulative,
paraspezifisch wirkende Tierpockenpréparat als Paramunitatsinducer bezeichnet.
Danach sind Paramunitatsinducer aus Pockenviren neuartige Arzneimittel, die
nicht-immunsierende, intakt-vernetzte Hullproteine attenuierter Pockenstdmme
enthalten und dazu bestimmt sind, bei Mensch und Tier zur Paramunisierung

angewendet zu werden.

Unter Paramunisierung versteht man die medikamentbse Aktivierung der
zellularen Elemente des paraspezifischen Immunsystems und der damit
verbundenen Bildung von Zytokinen mit dem Ziel, im Impfling den Zustand eines
gut regulierten und optimal funktionierenden unspezifischen Abwehrsystems,
verbunden mit einem schnell entstandenen, zeitlich limitierten, erhéhten Schutz

gegenuber einer Vielzahl unterschiedlicher Pathogene zu erreichen (Paramunitat).

Im Gegensatz zur erregerspezifischen Immunisierung kann die Paramunisierung
prophylaktisch wie therapeutisch zur Verhinderung bzw. Behebung von
Dysfunktionen des Immunsystems und damit zu einer Optimierung der
unspezifischen korpereigenen Abwehr eingesetzt werden. Sie fordert z.B. die
Bildung von Twl-Subpopulationen und verhindert dadurch die Entwicklung von
Tw2-Zellen, Gber die schnell reagierende Allergien induziert werden kénnen.

Die Pockeninducer werden sofort metabolisiert und hinterlassen keine

Ruckstande.

3.1.2.2 Herstellung

PIND-AVI 3. Charge basiert auf in 444 FHE-Passagen attenuiertem, hoch
gereinigtem AVIPOX-Virus, Stamm HP1. Als "Ausgangsmaterial” fir die Praparate
diente in Hihnerembryo-Fibroblasten (FHE) vermehrtes Virus. Die Reinigung der
Pockenviren erfolgte Uber die Dichtegradientenzentrifugation. Die gereinigten
Viruspraparate wurden quantitativ auf ihren Virusgehalt untersucht (in
empfangliche Zellkulturen titriert) und anschlieend einem Inaktivierungsverfahren

durch [B-Propiolakton-Behandlung (0,05%) unterzogen. Nach diesem Verfahren
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war kein vermehrungsfahiges Virus mehr nachweisbar. Die Kinetik der
Titerreduktion wurde untersucht und bei jeder Charge die
Virusvermehrungsfahigkeit Uberprift. Qualitativ nach Identitat und Reinheitsgrad
und grob quantitativn. wurde jede Pockenvirus-Inducercharge  durch
elektronenmikroskopische Untersuchung beurteilt. Die Wirksamkeitsprifung im
VSV-Babymaustest fur PIND-AVI 3.Charge, lyophilisiert 5 ml, gel6ést in 5 ml Aqua
ad injectabilia, verdinnt mit NACL-Phosphat-Puffer und Behandlung der
Babymause mit 0,1 ml verdinnter Testsubstanz ergab am 7. Tag post infectionem
(mit VSV 15.Passage 1:30000 verdunnt) folgende Auswertung (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Auswertung VSV-Babymaustest fiir PIND-AVI 3.Charge

PIND-AVI Verdinnung Challenge-

3.Charge Kontrolle
) 1:2 1:8 1:16 1:32

Mortalitat 3/30 2/27 0/27 5/28 31/31

Mortalitat % 10 7 0 18 100

Wirkungsindex 90 93 100 82 0

Als Ergebnis enthielt PIND-AVI > 320 Wirkungseinheiten/ml. Da im durchgefuhrten
VSV-Test nur bis zu einer Verdinnung von von 1:32 titriert wurde, kann bei
weiterer Verdinnung noch ein hoherer Wert fur die Wirkungseinheiten-
Konzentration erwartet werden. Das Flussdiagramm in Abbildung 3

veranschaulicht schematisch den Ablauf des Herstellungsprozesses.
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Abbildung 3: Flussdiagramm des standardisierten Herstellungsprozesses von PIND-AVI
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3.1.3 Importfirma

Die Importfirma ist ein mittelstandischer Betrieb in Stddeutschland mit Firmensitz
in einer Gewerbe-Halle und existiert seit ca. 10 Jahren. Der Chef und ein halbes
Dutzend auch teilbeschéftigter Mitarbeiter bilden den Personalstamm. Alle
Mitarbeiter besitzen einen Bezug zu Reptilien und sind schon seit Jahren
begeisterte Terrarianer. Der Chef kennt die Szene und einschlagigen
Organisationen seit den Kindertagen. Den Hauptgeschaftsbereich bildet der
Tierhandel, einen kleineren Anteil der Futtertierhandel. Der Zubeho6r- und
Ausriistungsbereich  wird in  neuerer Zeit ausgebaut und mit eigenen
Entwicklungen vorangetrieben. Die angebotetenen Arten sind Terrarientiere mit
dem Schwerpunkt Reptilien. Daneben werden Spinnen, Skorpione, Schnecken,
Amphibien und Kleinsduger vermarktet. Der Reptilien-Umschlag belauft sich auf
durchschnittlich 13 Tage. Die Verlustzahlen und Reklamationen liegen unterhalb
der branchentypischen Werte, im Jahr 2003 z.B. bei 1,7%. Fur Reptilien wird die
Postexport-Mortalitdt beim Grosshandel ansonsten mit etwa 3 bis 4% angegeben
und liegt damit gleich mit der Transportmortalitat (125, 229). Gefahrliche Gifttiere
werden nicht gefiihrt. Die gehandelten Reptilien sind hauptsachlich "gefarmed/
geranched" und Wildfange, zum kleineren Teil Nachzuchten aus Deutschland. Die
Hauptschwierigkeit der Tatigkeit liegt bei der Import- und Versandlogistik, weil sie
nur zum Tell direkt beeinflussbar sind. Zunehmende Sorgen bereitet in den letzten
Jahren, dass immer weniger Fluggesellschaften bereit sind, lebende Tiere zu
transportieren. Der Transfer vom Ankunft-Flughafen, Unterbringung, Versorgung
und Versand-Verpackung sind hingegen direkt beeinflussbare Betriebsprozesse
und entsprechend leichter zu lenken. Die Firma importiert weltweit aus funf
Kontinenten und exportiert europaisch. Die Terrarienanlage der Reptilien-
Importfirma wird in Tabelle 9 beschrieben
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Tabelle 9: tabellarische Beschreibung der Terraristik in der Reptilien-Importfirma

Anlagenelemente und Prozesse

Anmerkung en

Industriehalle, beheizbar mit Seitenlicht und
Kunstlicht

Problem stellt die Uberhitzungsgefahr im
Sommer durch dieTerrarienbeleuchtung dar;
Neubau mit Freilandanlage geplant.

Fir Wasserschildkoten: Flache Wasserbecken
mit Kunstefeu und direktem Ablauf

Sehr leicht zu reinigen.

Fir Landschildkréten: Offene Bodenterrarien mit
Bodenheizung und Stroh

Guter Temperaturgradient

Fur Wirbellose und Amphibien:
Vollkunststoffbehalter

Sehr leicht zu reinigen.

Fur alle Ubrigen Reptilien: Regalterrarien aus
weiss beschichteten Spanplatten mit
Schiebeglasscheiben und seitlich runden
Offnungen mit Liftungsgaze

Werden ersetzt durch Eigenentwicklung:
geschaumte PU-Terrarien.

typische Einrichtung: Blumenuntersetzer als
Wassernapf, Korkrinde als Versteck, Kletteraste
von heimischen Strauchern, Holzspane oder
Kunstrasen als Substrat

Die Einrichtung ist leicht zu reinigen. Die
Holzspéne ist einfach zu ersetzen, saugfahig
und mikrobiozid.

Beleuchtung: Vollspektrum-Energiesparlampen
mit UVB, Spotstrahler, Ultravitaluxd bei Bedarf

Energiesparlampen reduzieren Uberhitzungs-,
Verbrennungs- und Brandgefahr.

Terrariengrésse

100X50X50 cm

Reinigung/ Desinfektion

Nach Bedarf und Neueinrichtung mit Haushalts-
Spulmittel und Sagrotan®.

Gruppieren

Tiere werden artgemass einzeln oder in
angepassten Gruppen gehalten; ein Terrarium
eine Art.

Fittern: Heimchen, Mause, Wiesenkrauter,
Salat, Gemuse, Obst

Die Futterung erfolgt artgemass 1 bis 3x pro
Woche.

Entsorgung

Tierkorperbeseitigung und Hausmdill
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3.1.4 Reptilienarten

Die in dieser Studie hinzugezogenen Reptilien-Spezies werden in den folgenden

Tabellen steckbriefartig beschrieben. Die Speziescharakteristika in Natur und

Terrarium entstammen eigenen Erfahrungen, Hinweisen des Betriebsleiters der

Importfirma und einschlagiger Terraristikliteratur (177, 180). Es handelt sich fast

ausschlie3lich um Echsen, da sie die Auswahl-Kriterien Verfigbarkeit und

Gefahrdung am meisten erfillten.

Abbildung 4: Spezies-Steckbrief Agama agama bzw. atricollis; Studiengruppe S1, S6, S10

Art Okologische Anmerkung Terraristische Anmerkung
Agama spez. Bewohnt semaride Landschaften; Scheu und schreckhaft; starker
vorwiegend insektivor; ovipar; lebt Bewegungsdrang; lebhaft; anfangs
Herkunft territorial in Familienverbanden. stressempfindlich; starker Tag-Nacht-
Afrika und Rau_m-Temperaturgradien_t
notwendig; Achtung bei Gruppierung
Gesamtgrosse wegen Territorialaggression; UV-B und

30-40 cm

hohe Lichtintensitat erforderlich.
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Abbildung 5: Spezies-Steckbrief Acanthosaura capra; Studiengruppe S2, S11

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Acanthosaura capra

Herkunft

Sidostasien

Gesamtgrosse

30 cm

Arboreal; insektivor; ovipar;
Hochlandbewohner

Sehr ruhig und vertraglich;
Anspriiche an Wasserversorgung
und Luftfeuchtigkeit hoch; Tag-Nacht
Temperaturgradient notwendig;
relativ kihl halten; UV Bestrahlung
mit Energiesparlampe; Winterruhe
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Abbildung 6: Spezies-Steckbrief Basiliscus vittatus; Studiengruppe S3

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Basiliscus vittatus

Herkunft

Mittel/Stidamerika

Gesamtgrosse

75 cm

Feuchthabitate; arboreal an
Gewasserrandern; territorial; ovipar;
teilweise parthenogenetisch;
vorwiegend insektivor; flichtet auf
den Hinterbeinen auch ber das
Wasser.

sehr lebhaft; Territorialaggression;
hohe Raumanspriche;
Verletzungsgefahr; Wasserteil, UV-
Bestrahlung und hohe Lichtintensitat
ndtig; nachts Zimmertemperatur;
hohe Anspriiche an Luftfeuchtigkeit;
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Abbildung 7: Spezies-Steckbrief Sceloporus variabilis; Studiengruppe S4

Art Okologische Anmerkung Terraristische Anmerkung

Sceloporus variabilis | Bewohnt semaride Landschaften; Scheu und schreckhaft; anfangs

Herkunft vorwiegend insektivor; ovipar stressempfindlich; lebhaft; Verstecke,
erkun

Temperaturgradient und UV-

Mittelamerika Bestrahlung sind essentiell.

Gesamtgrosse

15-20cm
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Abbildung 8: Spezies-Steckbrief Callisaurus draconoides; Studiengruppe S5

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Callisaurus
draconoides

Herkunft

Sidwestliche USA,
Mexiko

Gesamtgrosse

20 cm

semiaride Bodenbewohner;
vornehmlich insektivor; ovipar;
territorial; Fluchtverhalten auf den
Hinterbeinen mit erhobenem
Schwanz.

Hoher Bewegungsdrang;
Territorialaggressivitét; leicht feuchte
Verstecke; Tag-Nacht und Raum-
Temperaturgradient; Winterruhe;
hohe Anspriiche an UV-B und
Lichtintensitat und lokale Wéarme;
Wasserversorgung nicht ganz
vernachlassigen.
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Abbildung 9: Spezies-Steckbrief Sauromalus obesus; Studiengruppe S7

Ofritz wathrich

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Sauromalus obesus

Herkunft

Sidwestliche USA,
Mexiko

Gesamtgrosse

40 cm

Bodenbewohner arider Gebiete;
vorwiegend vegetarisch; ovipar;

territorial; Aestivation; Hibernation.

ruhig; territorialaggressiv; héchste
Anspriiche an UV- und
Lichtintensitat; Bodenhdhlen;
Sommer und Winterruhe
ermdglichen; Wasserversorgung
nicht ganz vernachlassigen.
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Abbildung 10: Spezies-Steckbrief Bronchocela jubata; Studiengruppe S8

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Bronchocela jubata

Herkunft

Sidostasien

Gesamtgrosse

40 cm

Arboreal; insektivor; ovipar; Tiefland
und Hohenbewohner

Anspriiche an Wasserversorgung und
Luftfeuchtigkeit hoch; Tag-Nacht
Temperaturgradient fir Hohentiere;
UV Bestrahung mit Energiesparlampe;
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Abbildung 11: Spezies-Steckbrief Graptemys kohnii; Studiengruppe S9

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Graptemys kohnii

Herkunft

Sidostliche USA

Gesamtgrosse

25 cm

Bewohner langsam flieRender und
stiller Gewasser mit reichlich
Vegetation; omnivor; ovipar.

Stressempfindlich; relativ klein
bleibend; Wassertemperatur
unerheblich; heisser Sonnenplatz mit
hoher Lichtintensitat und UV
Bestrahlung; Freilandhaltung
empfehlenswert; Winterruhe; keine
Steineinrichtung; RegelmaRiger
Wasserwechsel; auf Bodengrund
aus hygienischen Griinden
verzichten;
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Abbildung 12: Spezies-Steckbrief Iguana iguana; Studiengruppe S12

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Iguana iguana

Herkunft

Mittel/Stidamerika

Gesamtgrosse

200 cm

Busch und Baumbewohner;
vorwiegend Blattesser; territorial;
ovipar; wird zur Fleischgewinnung
gemastet.

ruhig; gross; anhanglich;
gemutsstabil; nicht zu nass halten;
Vorsicht bei Gruppierung wegen
Territorialaggression; UV-
Bestrahlung und hohe Lichtintensitat
erforderlich; Zimmer-Terrarium;
nachts Raumtemperatur.
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Abbildung 13: Spezies-Steckbrief Crotaphytus collaris; Studiengruppe S13

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Crotaphytus collaris

Herkunft

USA; Mexiko

Gesamtgrosse

30 cm

terrestrisch; Felslandschaften;
vorwiegend insektivor; ovipar.

lebhaft; hoher Tag-Nacht
Temperaturgradient erforderlich; UV
Bestrahlung essentiell; Winterruhe.




72

Abbildung 14: Spezies-Steckbrief Physignathus cocincinus; Studiengruppe VS1, S14

Art

Okologische Anmerkung

Terraristische Anmerkung

Physignathus
cocincinus

Herkunft

Sidostasien

Gesamtgrosse

80 cm

Arboreal; vorwiegend insektivor;
ovipar; Tiefland- und
Flussrandbewohner; fliichtet ins
Wasser.

Lebhaft; Anspriiche an
Wasserversorgung und
Luftfeuchtigkeit hoch; UV -
Bestrahung notwendig; hohe
Fluchttendenz und Rostral-
Verletzungen haufig.
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3.1.5 Gruppen

Die Reptilien-Importfirma hat fur diese Studie den Vorteil, dass kontinuierlich eine
grossere  Anzahl von Tieren mit gleicher Vorgeschichte, gleichen
Importbedingungen und gleichen Haltungsstandards zur Verfigung stehen. Das
erleichtert das Zusammenstellen aussagekraftiger Gruppen. Andererseits sind nur
solche Gruppen verwendbar, bei denen der Verkauf mindestens eine Woche
zuruckgestellt werden kann, ohne den Betriebsablauf unverhaltnisméafiig zu
beeintrachtigen. Fur den Nachweis der Wirksamkeit ist demzufolge der kurze
Beobachtungszeitraum fur verzogert einsetzende Krankheitserscheinungen von
Nachteil. Der Indikator Mortalitat setzt besonders empfindliche und labile Gruppen
voraus, um in einem Uuberschaubaren Zeitraum von ein bis zwei Wochen,
Unterschiede zwischen Behandelten und Unbehandelten feststellen zu konnen.
Der Anteil gefahrdeter, labiler Gruppen lag erstaunlich niedrig. So liegt die Zahl
der Ausfélle bei Wasserschildkroten-Schlupflingen nahe Null. Fur Reptilien
allgemein soll die Postexport-Mortalitat beim Handel etwa gleichauf mit der
Transportmortalitat bei etwa 3 bis 4% liegen (125, 229). Die Erfahrung des
Betriebsleiters ermoglichte es, solche labilen Gruppen zu selektieren. Es wurde in
den Studienreihen darauf geachtet, dass das Pflegepersonal und der
Betriebsinhaber nicht wussten, welche Gruppen behandelt oder unbehandelt
waren. Im einzelnen wurden alle betreffenden Reptilien aus den verschiedenen
Terrarien in eine grosse Kunststoffbox plaziert. Nach dem Gesetz der zufalligen
Zuteilung wurden die Tiere von dort entnommen und jedes zweite behandelt und
gleichméssig auf vorbereitete, gleich-ausgestattete Terrarien verteilt. Diese
Terrarien wurden dann mit Haftetiketten verschlisselt gekennzeichnet. Die
Haftetiketten waren gleichzeitig Signal fur die Mitarbeiter, keine Reptilien aus
diesen Terrarien zu verkaufen. Um die Probandenbasis zu verbreitern, wurden
auch stabile Gruppen in die Untersuchung einbezogen. Die Bewertung erfolgte in
diesen Fallen mit dem Reptilien-Fitness-Score, der weiter unten beschrieben wird
(siehe 3.1.6, Seite 75). Fur die Gruppen, die mit dem fallweise gewéhlten Indikator
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"Fitness" bewertet werden sollten, galten die gleichen Verteilungskriterien wie bei
den Mortalitatsgruppen, nur musste in besonderer Weise die Anonymitéat
gegenuber dem Bewertenden gewahrt bleiben. Die Vertraglichkeit kann bei allen

behandelten Reptilien gepriift werden.
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3.1.6 Indikatoren

Vorgehen beim Indikator Mortalitat:

Die Terrarien wurden mit Haftetiketten verschlisselt gekennzeichnet und per
Strichliste die Todesfalle dokumentiert. Das Ergebnis wurde dann durch
Differenzrechnung am Bewertungstag verifiziert und weitere Besonderheiten
besprochen. Nur in Einzelfallen und ohne auf eine Studien-Relevanz abzuzielen,

wurden verstorbene Tiere einer weiterfuhrenden Untersuchung unterzogen.

Vorgehen bei der RFS-Bewertung:

RFS ist die Abkirzung fur Reptilien-Fitness-Score und drtickt die Verkaufsfahigkeit
abziglich nicht gesundheitsrelevanter Merkmale wie Schdnheitsfehler, alte
Narben, Regenerate, Hautung, Grosse und Geschlecht aus. Dazu wurde nach
Einzeladspektion jedem Tier ein Punktewert zwischen 1 und 5 vergeben. Die
Gruppen wurden dabei dem Betriebsleiter anonym vorgestellt und von diesem
dann Tier fur Tier bewertet. Die Methode war schnell durchzufihren, unkompliziert
und wurde sofort verstanden. Die Klassifikations-Merkmale kénnen der Tabelle 10

entnommen werden.

Tabelle 10: Gegenilberstellung RFS und adspektorische Klassifikations-Merkmale.

RFS Merkmale

5 Agilitat, Augen, Haut, Bauchflllung, Schwanzwurzeldicke arttypisch sehr gut,
Becken sehr gut mit Gewebe (berbaut; das Reptil entspricht dem Ideal.

4 Agilitat, Augen, Haut, Bauchfillung, Schwanzwurzeldicke arttypisch gut,
Becken gut mit Gewebe Uberbaut; das Reptil kommt dem Ideal nah.

3 Agilitdt, Augen, Haut, Bauchfillung, Schwanzwurzeldicke arttypisch mittel,
Becken leicht aber sichtbar eingedellt; das Reptil ist nicht ideal, nicht gefahrdet,
bedarf aber aufmerksamer Pflege.

2 Agilitat, Augen, Haut, Bauchfillung, Schwanzwurzeldicke arttypisch schlecht,
Becken stark sichtbar eingedellt; das Reptil erscheint krank, geféhrdet und
bedarf intensiver Pflege.

1 Agilitét, Augen, Haut, Bauchfillung, Schwanzwurzeldicke arttypisch sehr schlecht,
Becken sehr stark eingedellt; das Reptil ist sehr krank, sehr stark gefahrdet und
wahrscheinlich trotz intensivster Pflege nicht zu retten.
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3.1.7 Anwendung

Zunachst wurden Wassernapf und Kletteréaste entfernt, die Korkréhren-Verstecke
jedoch im Terrarium belassen. Vorteilhaft war es, die Strahler harauszuschrauben
und die Reptilien im Halbdunkeln zu fixieren, um das Flucht- und Abwehrverhalten
zu reduzieren. Die Tiere wurden dann in eine Kunststoff-Sammelbox verbracht
(siehe Abbildung 15).

Abbildung 15: Kunststoff-Sammelbox zur Unterbringung vor der Injektion und vor Aufteilung der
Gruppen

Der Inducer wurde lyophilisiert, bei 4 bis 6 ° C transportiert und unmittelbar vor der
Applikation mit Injektionswasser AMPUWAD aufgel6st. Die Losungsmenge bei
PIND-AVI betrug 5 ml bei CONPIND 1 ml pro Lyophylisat-Flasche. Die
Nadelstarke zur Aufbereitung und Entnahme war 0,9 mm. Die Injektionsnadeln
hatten die Starke 0,3 mm. Die Dosis von 0,1 ml wurde aus einer 1 ml
Tuberkulinspritze verabreicht. Da die Kanulen fir die Einhand-Injektion zu lang

waren, also die Einstichtiefe schwer kontrollierbar war, wurde mit einer passend
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abgeschnittenen Kunststoff-Euterkantle die Injektionstiefe auf 2 mm begrenzt.
Die Applikation erfolgte intramuskular. Die Injektionsstelle war bei Injektionl immer
der rechte Oberarm, fallweise nach 24 h bei Injektion2 dann der linke
Oberschenkel. Die Injektion erfolgte jeweils in Schuppenrichtung, um den Reflux
des Injektionsvolumens zu verhindern. Die Tiere wurden dazu mit der linken Hand
fixiert und mit der rechten Hand geimpft. Fir die teilweise durchgefuhrte Injektion
mit physiologischer Kochsalzlésung wurde in gleicher Art wie mit dem Inducer
verfahren. Das verwendete Injektions-Equipment kann der Abbildung 16

entnommen werden.

Abbildung 16: Tuberkulinspritze mit 0,3 mm Nadel und abgeschnittener Euterkaniile
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3.1.8 Statistik

Die Kalkulationen des Signifikanzniveaus wurde mit dem Statistikprogramm SAS-
System® Version 8.2 durchgefuhrt. Fur die Gruppen mit dem Indikator Mortalitat
wurde der Chi-Quadrat-Test zum Vergleich von Haufigkeiten aus zwei Stichproben
verwendet. Fur die Gruppen mit dem fallweise verwendeten Indikator RFS wurde
der t-Test zum Vergleich zweier Mittelwerte aus zwei Stichproben angewendet.
Als Nullhypothese wurde jeweils angenommen, dass kein Unterschied zwischen
Verum- und Kontrollgruppe besteht. Ein Unterschied wurde dann als signifikant

betrachtet, wenn p < 0,05 errechnet wurde.
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3.2 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Studienreihen werden in Tabelle 12 bis Tabelle 27
zusammengefasst. Jeder Ergebnis-Tabelle ist zur Orientierung eine Tabelle
"Transporthistorie” der betreffenden Reptiliengruppe vorangestellt. Die Bewertung
"Transport-Verpackung” und "Transport-Umstande" erfolgte durch den
Betriebsinhaber nach dem Schema: 1 = sehr schlecht; 2 = schlecht; 3 = mittel; 4 =
gut; 5 = optimal. Der Aufbau der Ergebnis-Tabellen wird in der folgenden Muster-
Tabelle 11 beschrieben.

Tabelle 11: Mustertabelle fur die Transporthistorie- und Ergebnis-Tabellen VS1 und S1 bis S14.

Abflug Ort Datum Ankunft Ort Datum | Herkunft: Tierzahl gesamt:
Zeit Zeit

Transport-Verpackung: | Tierzahl Spezies:

Transportdauer: Transport-Umsténde: Charakteristik:
Versuch- | Datum Tierart Gruppentyp: L = labil, S=stabil
Nummer Zielrichtung: V = Vertraglichkeit;
W=Wirksamkeit
A= A |Tag 0 Tag X Tag Y Bemerkungen
Injektion | n
mit z | Anzahl Tiere Tot Fitness Tot Fitness - M = Kérpermassen-Spanne
Pind-AVI | a Index: 1-5 Index: 1-5
h Lokal- Lokal- OM = Aritmetischer Mittelwert der
L Reaktion | Sonstiges | Reaktion Sonstiges Kérpermasse
C= d | Anzahl Tiere Tot Fitness Tot Fitness
Injektion | e Index: 1-5 Index: 1-5
mit r Lokal- Lokal-
Conpind Reaktion | Sonstiges | Reaktion Sonstiges
Kontrolle |1 | Anzahl Tiere Tot Fitness Tot Fitness
n Index: 1-5 Index: 1-5
NACL= | Lokal- Lokal-
Injektion | e Reaktion | Sonstiges | Reaktion Sonstiges
mit k
NACL t
i
0 = keine |
Injektion |
e
n

Statistik:

AMortalitat; ARFS; AHautgeschwiire : p des Gruppenunterschieds beziiglich Indikator
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3.2.1 Vorstudie

In der andere Tiere oder Menschen betreffenden Literatur finden sich keine
Hinweise auf lokale und systemische Unvertraglichkeit von PIND-AVI.
Erfahrungen mit den handelstblichen Inducern Duphamun] und Baypamunell in
der eigenen 20-jahrigen Reptilien-Praxis haben keine Anhaltspunkte flr
schadliche Nebenwirkungen ergeben. Mogliche voribergehende Schwellungen
werden im Beipackzettel von Baypamunell erwahnt. Zur Sicherheit wurde
dennoch die Vertraglichkeit zunachst an einer kleinen Gruppe Physignathus
cocincinus gepruft. Nach dem Gesetz der zufalligen Zuteilung wurden die Echsen
der Kunststoff-Sammelbox entnommen, gewogen, mit der linken Hand fixiert und
jeweils 0,1 ml PIND-AVI, CONPIND oder physiologischer Kochsalzlésung
intramuskular injiziert und in drei weitere Sammel-Boxen umgesetzt. Nach der
Applikation wurden sie in vorbereitete, gleich ausgestattete Terrarien verteilt. Die
Ergebnisse sind der Tabelle 12 und Tabelle 13 zu entnehmen.

Tabelle 12: Transporthistorie und Ergebnisse Physignathus cocincinus VS1.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 2000

Saigon/ Vietnam via Miinchen MUC Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Bangkok/ Thailand 13.02.2004 23:00 Spezies: 500

10.02.2004 9:00
Transportdauer: 93 h Transport-Umstande: 2 | Spezies
Charakter: stabil

VS1 26.2.04 Physignathus cocincinus S,V
A 2|Tag0 Tag 7 Tag 14 Bemerkungen
12 0 0 Tag0: ~«M:9-40g¢

0 0 TagO: OM: 22,5 g

C 2|12 1 0
0 0

NACL |2 |12 0 1
0 0
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Tabelle 13: Beobachtung an der Vorstudiengruppe zur Vertraglichkeit VS1

Tag O

Bei Einstich und Injektion wurde kein aussergewdhnliches Abwehrverhalten festgestellt,
obwohl die Injektionsstelle sichtbar anschwillt. Die Injektion wurde ca 2-3 mm in die
Muskulatur plaziert. Die Injektionen erfolgten zunéchst wahlweise in oder gegen die
Schuppenrichtung. Es zeigte sich, dass bei Injektion gegen die Schuppenrichtung durch
Muskelkontraktion Injektionsmaterial austrat. Bei Injektion in Schuppenrichtung wurde
das Injektionvolumen ganzlich aufgenommen.

Tag 1

Bei keinem Tier konnte nach einem Tag eine Schwellung der Injektionsstelle festgestellt
werden. Das Volumen war vollstdndig resorbiert. Bei keinem Tier konnte eine
Beeintrachtigung der Lokomotion oder ein Schonen der Injektions-Extremitat
beobachtet werden. Die zweite Injektion erfolgte in die linke Oberschenkelmuskulatur in
Schuppenrichtung. Im Verhalten konnte zunéchst bei allen drei Gruppen kein
Unterschied erkannt werden.

Tag 7

Es waren bei keinem Tier lokale Veranderungen und Lokomotionsstérungen
festzustellen. Subjektiv erscheint die PIND-AVI Gruppe am lebhaftesten mit deutlicher
Neigung sich zu Sonnen. Die CONPIND-Gruppe und NaCL-Gruppe schienen nicht
krank, aber vergleichsweise im Verhalten etwas reduzierter.

Tag 14

Die Beobachtungen von Tag7 konnten bestatigt werden, und die Tiere wurden zum

Versand freigegeben.

Zusammenfassung der Ergebnisse aus VS1 und weiteres Vorgehen:

Nachdem sich aus VS1 kein Nachteil systemischer und lokaler Art fur die
Injektionsgruppen ergeben hat und gleichzeitig dem Betriebsinhaber und mir die
PIND-AVI Gruppe am vitalsten erschien, wurde der Versuchsplan in Absprache
mit dem Studienleiter wie folgt abgeandert: Die Studie wird nur noch mit PIND-AVI
weitergefihrt. Das Injektionsvolumen soll in der Regel 0,1 ml betragen und zur
Reduzierung von Manipulations-Stressantworten nur einmal durchgefihrt werden.
Die Kontrollgruppe wird aus den gleichen Grinden nur fallweise mit 0,8%iger
NaCl-Lésung 0,1 ml geimpft. Die Gruppen werden zufallig in Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe eingeteilt und auf gleich grof3e und gleich ausgestattete Terrarien
verteilt. Die zu erwartenden labilen Gruppen waren im Versuchzeitraum niedrig, so
dass ausweichsweise auch stabile Gruppen paramunisiert werden sollten. Da
kaum mit Todesfallen in diesen Gruppen zu rechnen war, wurde der Indikator
Reptilien-Fitness-Score, RFS (siehe 3.1.6) definiert und zur Bewertung der
Gruppen herangezogen. Die Kontrollbewertung erfolgt je nach Betriebsablauf
nach ca. einer Woche bzw. ein weiteres mal nach ca. zwei Wochen im Hinblick auf

Lokalreaktionen, Anzahl der Todesfélle und Fitness.
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3.2.2 Vertraglichkeit

Alle injizierten Reptilien der Studien-Gruppen VS1 und S1 bis S14 waren zu jedem
Kontroll-Zeitpunkt frei von lokalen Reaktionen auf die Applikation von PIND-AVI
bzw. CONPIND oder physiologischer Kochsalzlosung. Die teilweise sichtbare
Schwellung unmittelbar nach der Injektion, war am Tagl und allen weiteren
Folgeterminen in keinem Fall mehr sichtbar. Eine Beeintrachtigung der Bewegung
konnte weder sofort nach der Applikation noch bei den spéateren
Beobachtungsterminen festgestellt werden. Dartberhinaus gab es keine
Anzeichen einer nachteiligen systemischen Reaktion. So schnitten die
Inducergruppen nie signifikant schlechter ab als die Kontrollgruppen. Die
intraabdominale Injektion von 0,05 ml PIND-AVI bei labilen Graptemys-kohni-
Schlupflingen  wurde problemlos vertragen. Auch die intramuskulére
Verabreichung von 0,5 ml PIND-AVI bei Sauromalus obesus wurde lokal und
systemisch toleriert. Es wurde kein Unterschied in der Vertraglichkeit bei labilen
und stabilen Gruppen beobachtet (siehe Tabelle 12 bis Tabelle 27).
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3.2.3 Wirksamkeit

Werden die Gruppen betrachtet, in denen viele Todesfélle zu erwarten waren und
auch vorkamen, so ergab sich in der Regel ein signifikanter Vorteil fur die
Injektionsgruppe. Selbst bei S12 zeigte sich nach PIND-AVI-Applikation kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen Verum und Kontrollgruppe, obwohl die
Gruppen urspringlich sehr wohl unterschiedlich waren. Die korrespondierenden
Gruppen waren in diesem Fall nicht zufallig zustande gekommen: Die
Inducergruppe war eine, durch versehentliches Uberstrahlen mit OSRAM-
ULTRAVITALUX", schwer gesundheitlich beeintrachtigte labile Gruppe, wahrend
die Vergleichsgruppe unbelastet und vital war. Hier ist der Schluss angebracht,
dass der Inducer die Todesrate auf das Niveau der gesunden Gruppe dricken
konnte. S7 mit Sauromalus obesus hatte keine Kontrollgruppe - die vorhandene
Tierzahl war in dieser Restgruppe zu klein. Der Schluss "essen besser" als vor der
Inducer-Impfung ist zwar subjektiv richtig, gibt aber keinen wissenschaftlichen
Hinweis auf eine besondere Wirkung. Auf den folgenden Seiten sollen die
Einzelergebnisse im Hinblick auf Wirksamkeit ausgefuhrt werden. Dazu wird der
jeweiligen Transport- und Ergebnistabelle der Studien-Gruppen S1 bis S14 auf
den Seiten 84 bis 97 ein Kommentar nachgestellt.

Der grundsatzliche Tabellen-Aufbau ist der Muster-Tabelle 11 auf Seite 9 zu

entnehmen.
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Tabelle 14: Transporthistorie und Ergebnisse Agama agama S1.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 900
Akkra/ Ghana via London/ | Miinchen MUC 1.3.2004 | Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Grossbritannien 22:00 Spezies: 100
1.3.2004 9:00 Flug-Transportdauer: Transport-Umstande: 4 | Spezies
12h Charakter: labil
S1 4.3.04 Agama agama L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 2130 7
0
0 0|30 15
0

Statistik:

AMortalitat(Tag7): p = 0,0321 signifikant

Agama agama traf nach einer Zwischenlandung in London aus Akkra, Ghana, auf

dem Munchner Flughafen innerhalb 12 h ein. Die Transportumstande waren gut,

da der Zwischenaufenthalt in London sehr kurz gehalten werden konnte. Die

Verpackung war vom Exporteur zur vollsten Zufriedenheit ausgefiihrt worden.

Diese Agamenart gilt als stressempfindlich, und auch bei vorangegangenen

Lieferungen sind zum Teil erhebliche Ausfalle und Reklamationen zu beklagen

gewesen. Die 60 Probanden wurden zufallig geteilt. Die Verum-Gruppe von S1

wurde einer Doppelinjektion mit 0,1 ml PIND-AVI innerhalb 24 h unterzogen, die

Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Am Tag7 waren in der Kontroll-Gruppe 15

Tiere verstorben in der Verum-Gruppe nur 7 Tiere. Das Ergebnis war signifikant.
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Tabelle 15: Transporthistorie und Ergebnisse Acanthosaura capra S2.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 2000

Saigon/ Vietnam via Minchen MUC 13.02.2004 | Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Bangkok/ Thailand 23:00 Spezies: 500

10.02.2004 9:00

Transportdauer: 93 h Transport-Umstéande: 2 | Spezies

Charakter: labil

S2 11.3.04 Acanthosaura capra L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 2118 0 3,66 Tag7: Tiere mit
Hautgeschwiiren haben bei
5> Hautg 0 2 Hautg der Inducer-Gruppe deutlich
0 0121 1 252 abgenomme_l_w; dle_ 2 Tiere mit
Hautgeschwiiren in der A-
6 Hautg 0 11 Hautg Gruppe sind am abheilen.

Statistik:

AMortalitét(Tag7): p = 0,3482 nicht signifikant. AHautg(Tag7): p = 0,0064 signifikant. ARFS(Tag7):
p = 0,0041 signifikant.

Die Transportumstande der Acanthosaura-capra-Gruppe waren durch einen
langen, unkontrollierbaren Aufenthalt in Bangkok, Thailand, unginstig, so dass die
Tiere erst nach 92 h in Minchen eintrafen. Fir diese montane, arboreale Agamen-
Art sind insbesondere hohe Umgebungstemperaturen ein grosser Stressor. Die
Haut der Tiere zeigte nach einem Monat Quarantdne 1-5 mm grosse Erhebungen
unbekannter Atiologie, die zu Geschwiiren aufbrachen. Die Tier erwiesen sich
trotzdem als erstaunlich stabil; so verstarb bis Tag7 lediglich 1 Tier in der
Kontrollgruppe von ingesamt 39 Probanden. Der Tag7-RFS-Unterschied von 1,14
Punkten zugunsten der Verum-Gruppe war signifikant. Hatten an Tag O in der
Verum-Gruppe 28% gegeniber 29% der Kontroll-Tiere Hautgeschwiire, so lag der
Tag7-Wert bei 10% bzw. 55%. Die Verbesserung der Hautsymptomatik war

signifikant.
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Tabelle 16: Transporthistorie und Ergebnisse Basiliscus vittatus S3.

Abflug Ort Datum Zeit | Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 790

San Pedro Sula/ Miinchen MUC Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Honduras via Miami/ USA | 23.02.2004 23:00 Spezies: 50

22.02.2004 9:00 Transportdauer: 31 h Transport-Umstande: 4 | Spezies

Charakter: stabil

S3 18.3.04 Basiliscus vittatus S; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 2112 0 4,16 - M:16-104 g;
0 OM=443g
0 010 0 4,40
0

Statistik:

AMortalitét(Tag7): p = 1 nicht signifikant; ARFS(Tag7): p = 1 nicht signifikant

Die Basiliscus-vittatus-Gruppe wurde nach den gunstigen

Flugtransport-

Verhéltnissen als stabile Gruppe, bei der kaum Todesfalle zu erwarten waren,

eingestuft. Nach Doppelapplikation der Verum-Gruppe mit 0,1 ml PIND-AVI war in

beiden Gruppen an Tag 7 kein Todesfall aufgetreten, also p = 1. Der TAG-7-RFS

wurde fur beide Gruppen sehr hoch mit 4,16 bzw 4,40 eingestuft. Der kleine

Unterschied war nicht signifikant und eine weitere Steigerung, von diesem hohen

Niveau ausgehend, in der kurzen Beobachtungszeit auch nicht erwartet worden.
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Tabelle 17: Transporthistorie und Ergebnisse Sceloporus variabilis S4.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 790

San Pedro Sula/ Munchen MUC Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Honduras via Miami/ USA | 23.02.2004 23:00 Spezies: 50

22.02.2004 9:00 Transportdauer: 31 h Transport-Umstande: 4 | Spezies

Charakter: stabil

S4 25.3.04 Sceloporus variabilis S; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 119 0 3,48
0
0 0|21 0 3,36
0

Statistik:

AMortalitét(Tag7): p = 1 nicht signifikant; ARFS(Tag7): p = 0,7331 nicht signifikant

Die Gruppe Zaunleguane Sceloporus variabilis aus Mittelamerika erreichte ohne

besondere Vorkommnisse die Importfirma. Die Flug-Importbedingungen aus

Amerika werden allgemein als optimal eingestuft. Zaunleguane sind gedrungene

und robuste Kleinechsen, so dass diese Frihjahrs-Importgruppe als stabil

eingestuft wurde. Bei den 40 Studientieren traten keine Todesfalle auf, also p = 1.

Der Tag7-RFS der Kontrollgruppe lag mit 3,36 etwas unter dem RFS 3,48 bei der

einmal geimpften Verum-Gruppe. Dieser Unterschied war nicht signifikant.
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Tabelle 18: Transporthistorie und Ergebnisse Callisaurus draconoides S5.

Abflug Ort Datum Zeit

Ankunft Ort Datum Zeit

Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 1631

Nashville/ USA via
Atlanta/ USA

13.04.2004 9:00

Minchen MUC
15.04.2004 23:00

Transportdauer: 55 h

Transport-Verpackung: 4 | Tierzahl
Spezies: 20

Transport-Umstande: 5 | Spezies
Charakter: stabil

S5 19.4.04 Callisaurus draconoides S; V+W
Tag 0 Tag 14 Bemerkungen
A 110 1 4,00 ~M:13-23g; DM =19,4 ¢
0
0 0|10 1 2,89
0

Statistik:

AMortalitat(Tagl4): p = 1 nicht signifikant; ARFS(Tagl14): p = 0,0444 signifikant

Gitterschwanzleguane, Callisaurus draconoides, sind lebhafte Kleinleguane die via

Nashville, Tennessee, und Miami, Florida, den Minchener Flughafen erreichten.

Obwohl die Praexport-Verhaltnisse unklar waren (die Tiere stammen ja

urspringlich aus dem Sudwesten der USA) wurde die Gruppe als stabil eingestuft.

In den Vergleichsgruppen verstarben bis Tagl4 je 1 Tier. Der Tagl4-RSF

unterschied sich um 1,11 Punkte zugunsten der Inducergruppe. Dieser

Unterschied war signifikant.
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Tabelle 19: Transporthistorie und Ergebnisse Agama agama S6.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 700
Akkra/ Ghana via London/ | Miinchen MUC 7.05.2004 | Transport-Verpackung: 4 | Tierzahl
Grossbritannien 23:00 Spezies: 100
3.05.2004 9:00 Transportdauer: 109 h

Transport-Umstéande: 2 | Spezies
Charakter: labil

S6 10.5.04 Agama agama L; V+W
Tag O Tag 7 Tag 15 Bemerkungen
A 2|41 4 2
0 0
0 0|30 9 4
0 0
Statistik:

AMortalitat(Tag7): p= 0,0293 signifikant; AMortalitat(Tagl5): p= 0,0070 signifikant

Wegen eines langen, zollbedingten Zwischenaufenthalts in London verlangerte
sich der Flugtransport dieser Agama-agama-Gruppe von Akkra, Ghana, nach
Minchen auf 109 h, also mehr als 4 Tage. Diese Spezies wird schon unter
Normalbedingungen als empfindlich angesehen. In Kombination mit den
ungunstigen Transportbedingungen musste sie als sehr labil eingestuft werden.
Dies bestatigte sich auch im Beobachtungszeitraum: Es verstarben von 71 Tieren
insgesamt 19 Tiere also 27%. Allerdings waren in der Doppel-Injektionsgruppe mit
PIND-AVI nach 15 Tagen nur 15%, in der Kontrollgruppe hingegen fast dreimal
soviel, namlich 43% der Tiere verstorben. Der Tag7- und Tagls-
Mortalitatsunterschied war in beiden Fallen zugunsten der Inducer-Gruppe

signifikant.
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Tabelle 20: Transporthistorie und Ergebnisse Sauromalus obesus S7.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 1638
Nashville/USA via Atlanta | Minchen 15.04.2004 Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
10:00 Spezies: 10

13.04.2004 20:00

Transportdauer: 31 h . .
Transport-Umstande: 4 | Spezies

Charakter: stabil

S7 18.5.04 Sauromalus obesus L;V
Tag 0 Tag 8 Bemerkungen
A 1|4 0 Essen Restgruppe ohne
subjektiv Kontrollgruppe;
0 besser Futteraufnahme schlecht;
- M: 151 - 324g
Dosis: 0,5 ml intramuskular

Statistik:

Keine Vergleichsgruppe; Merkmal Futteraufnahme nur subjektiv

Fruhjahrs-Sauromalus-obesus gilt als robust und die Transportbedingungen waren
fast optimal. Diese kleine Gruppe von 4 Tieren mit einem Gewicht von 151 bis 324
g war eine futterlabile Restguppe ohne korrespondierende Vergleichsgruppe. Sie
wurden mit 0,5 ml PIND-AVI behandelt und schienen sich bis zum Kontrolltermin
Tag8 zu erholen und jetzt deutlich futterwilliger zu sein. Die lokale Vertraglichkeit
dieser 5-fachen Applikations-Dosis war ausgezeichnet. Zwischenzeitlich wurden
weiterhin auch palliative Massnahmen durch 30-minitige Bestrahlung mit Osram-
Ultravitaluxd durchgefuhrt und Léwenzahnbliten als Lockfutter eingesetzt. Die
Tiere konnten nach einer Woche als futterfest verkauft werden und wurden bis
zum Abschluss der Studien auch nicht reklamiert. Diesen Ergebnissen sollte in

einer anderen Studienkonstellation mit Kontrollgruppen nachgegangen werden.
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Tabelle 21: Transporthistorie und Ergebnisse Bronchocela jubata S8

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 1500
Jakarta/ Indonesien Frankfurt 15.05.2004 6:00 | Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Spezies: 40
14.05.2004 12:00 Transportdauer: 24 h

Transport-Umstande: 5 | Spezies
Charakter: stabil

S8 26.5.04 Bronchocela jubata S; V+W
Tag 0 Tag 8 Bemerkungen
A 18 0 3,88
0
0 019 3 3,33
0
Statistik:
AMortalitat(Tag8): p = 0,0719 nicht signifikant; ARFS(Tag8): p = 0,3186 nicht signifikant

Bronchocela jubata erreichte von Jakarta, Indonesien, nach 24h ohne
Zwischenlandung Frankfurt am Main und wurde umgehend vom Flughafen in die
Importfirma verbracht. Die Transportumstdnde muissen als optimal bezeichnet
werden. Die Studiengruppe wurde deshalb als stabil eingestuft. Die Tag8-
Mortalitat der Vergleichsgruppe betrug 33%, wéahrend in der Inducer-Gruppe kein
einziges Tier verstarb. Der Tag8-RFS unterschied sich um 0,55 Punkte zugunsten
der Verum-Gruppe. Beide Ergebnisse waren nicht signifikant. Die Tiere zeichnen
sich durch “spinnendirre" Extremitdten aus, trotzdem waren keine

Lokalreaktionen auf die Applikation von 0,1ml PIND-AVI zu beobachten.
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Tabelle 22: Transporthistorie und Ergebnisse Graptemys kohnii S9

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: farmed Tierzahl
gesamt: 1638

Nashville/USA via Atlanta | Minchen 15.04.2004 Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
10:00 Spezies: 146

13.04.2004 20:00

Transportdauer: 31 h . .
Transport-Umstande: 4 | Spezies

Charakter: stabil

S9 26.5.04 Graptemys kohnii S,V
Tag 0 Tag 8 Bemerkungen
A 1|10 0 Intraabdominal 0,05 ml; ~ M:
0 2-59g0M: 369
Statistik:
Keine Vergleichsgruppe! Test auf intraabdominale Vertraglichkeit.

Die Graptemys kohnii-Schlupflinge wurden binnen 31 h von Nashville, Tennessee,
via Atlanta, Georgia, mit mehr als 1000 anderen Wasserschildkréten-Schltpflingen
nach Minchen eingeflogen. Der Import war bezlglich Verpackung und
Transportumstande optimal. Wie bei Wasserschildkréten-Schlupflingen blich,
waren keine Todesfalle zu erwarten. 10 Tiere, die etwas schwacher erschienen,
wurden ausgewahlt und mit 0,05 ml PIND-AVI inguinal in den caudoventralen
Abdominal-Quadranten geimpft. Die abdominale Anwendung hatte keine
Nebenwirkungen; es verstarb bis Tag8 kein einziges Tier. Eine Applikation in die
Extremitaten war wegen der anatomischen Verhdaltnisse im Millimeter-Bereich
nicht indiziert.
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Tabelle 23: Transporthistorie und Ergebnisse Agama atricollis S10.

Abflug Ort Datum Zeit

Ankunft Ort Datum Zeit

Daressalam/ Tanzania via
Zurich/ Schweiz

14.05.2004 12:00

Minchen/ MUC
15.05.2004 14:00

Transportdauer: 27 h

Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 933

Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Spezies: 25

Transport-Umstande: 5 | Spezies

Charakter: labil

S10 3.6.04 Agama atricollis L; V+W
Tag 0 Tag 8 Bemerkungen
A 1|10 1
0
0 010 3
0

Statistik:

AMortalitat(Tag8): p = 0,2636 nicht signifikant;

Agama atricollis, sehr nah mit Agama agama verwandt, erreichte aus Tanzania

Uber Zurich den Miunchener Flughafen innerhalb 27 h. Die Transportbedingungen

waren optimal, die Empfindlichkeit wird allerdings @hnlich hoch eingeschatzt wie

bei der Schwesterart. Nach Einmal-Injektion mit PIND-AVI verstarben bis Tag 8

nur 10% der Inducergruppe, gegenuber 30% der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis

war nicht signifikant.
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Tabelle 24: Transporthistorie und Ergebnisse Acanthosaura capra S11.

Abflug Ort Datum Zeit

Ankunft Ort Datum Zeit

Herkunft: Wildfang Tierzahl

gesamt: 1574

Hanoi/ Vietnam via
Bangkok/ Thailand

21.06.2004 9:00

Minchen/ MUC
22.06.2004 21:00

Transportdauer: 41 h

Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl

Spezies: 100

Transport-Umstande: 3 | Spezies

Charakter: labil

Si11 24.6.04 Acanthosaura capra L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 121 0 - M: 25-63g; OM =43,5¢g
0 Hautg=0 Tag0: keine Hautgeschwire
bei beiden Gruppen. Tag7:
NaCL |1 /19 6 Hautgeschwiire bei 6 Tieren
0 Hautg=6 der verbliebenen
Kontrollgruppe
Statistik:

AMortalitat(Tag7): p = 0,0052 signifikant; AHautg(Tag7): p = 0,0026 signifikant

Acanthosaura capra wurde im Juni 2004 nochmals importiert, auch im Hinblick auf

die Hautgeschwiire, die schon in der Studiengruppe S2 zu beobachten waren. Der

Transport Uber Bangkok war &hnlich verzogert wie S2 und die Tiere kamen in

Minchen nach 41h in labilem Zustand an. Die Transportbedingungen wurden mit

3 bewertet. Bei der Ankunft waren bei keinem der Tiere Hautgeschwire zu

beobachten, also kein Unterschied der Tag0-Gruppen. Nach Injektion von Inducer

und Kontroll-Injektion mit 0,8%iger NaCl-Losung verstarben bis Tag 7 6 Tiere in

der Kontrollgruppe also 32%, dagegen kein Einziges in der Verumgruppe.

Hautgeschwiire zeigten an Tag 7 46% der Kontrollgruppe, wahrend in der Verum-

Gruppe keine Hautveranderungen beobachtet werden konnten. Die Ergebnisse fur

beide Tag7-Indikatoren waren signifikant.
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Tabelle 25: Transporthistorie und Ergebnisse Iguana iguana S12.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Ranched Tierzahl
gesamt: 100

Sonderfall: Uber anderen | Vor Ort 17.6.2004 9:00 Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl

Grosshéandler, Paketdienst Spezies: 100
Transportdauer: <24 h

Transport-Umstande: 5 | Spezies
Charakter: labil

S12 1.7.04 Iguana iguana L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 1]12 4 Keine Zufallsgruppen! A-

Tiere schwer durch UV-B
Bestrahlung und Uberhitzung
geschadigt;

0
0 012 1
0 A-Gruppe: - M: 8-24 g; OM:
145¢g
0-Gruppe: - M: 13-28 g;
0OM: 22,89

Statistik:

AMortalitat(Tag7): p = 0,1316 nicht signifikant

Diese 24 Iguana-iguana-Jungtiere wurden von einem anderen Grosshandler
Uberstellt. Die Vorgeschichte ist nicht bekannt. Bei der Akklimatisierung wurde die
eine Halfte der Tiere versehentlich mit Osram-Ultravitalux] Uberstrahlt. Diese 12
beeintrachtigten Tiere wurden fir die Verum-Gruppe vorgesehen. Ihr
Durchschnittsgewicht belief sich auf 64% der Kontrollgruppe. Es waren Todesfélle
vor allem in der Verum-Gruppe zu erwarten. Am Beobachtungszeitpunkt Tag 7
waren 4 von 12 Tieren in der Inducer-Gruppe gegenuber einem Tier in der
Kontrollgruppe verendet. Die Verum-Gruppe unterschied sich nach der Inducer-
Injektion bezlglich des Indikators Tag7-Mortalitdt dennoch nicht mehr signifikant
von der Kontrollgruppe, obwohl gerade dies nach der Uberstrahlung zu erwarten

gewesen ware.
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Tabelle 26: Transporthistorie und Ergebnisse Crotaphytus collaris S13.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 912
Miami/USA via Toronto / | Mlnchen 30.06.2004 Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Kanada 11:00 Spezies: 200
. Transportdauer: 21 h
29.06.2004 8:00 P Transport-Umstéande: 4 | Spezies
Charakter: labil

S13 8.7.04 Crotaphytus collaris L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 1|31 3 2 29 -M:8-32g 0OM: 19,8 g
0
0 0|30 |3,46 |7 2,13
0
Statistik:

AMortalitét(Tag7): p = 0,0631 nicht signifikant; ARFS(Tag0): p= 0,1587 nicht signifikant;
ARFS(Tag7): p= 0,0473 signifikant;

Crotaphytus collaris wurde in 21h von Miami, Florida tUber Toronto, Kanada nach
Minchen eingeflogen. Die Flug-Transportbedingungen wurden bis auf die
Zwischenlandung als optimal eingestuft. Crotaphytus gilt, wegen der extremen
Klimabedingungen des Heimatbiotops in dieser Jahreszeit, als immunsupprimiert
und labil. In der Verum-Gruppe betrug die Tag7-Mortalitat 6%, in der
Kontrollgruppe 23%; dieses Ergebnis war nicht signifikant. Der Ausgangs-RFS der
beiden Vergleichsgruppen differierte nicht signifikant. Der Tag7-RFS unterschied
sich schlief3lich mit 0,77 Punkten signifikant zugunsten der PIND-AVI-Gruppe.
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Tabelle 27: Transporthistorie und Ergebnisse Physignathus cocincinus S14.

Abflug Ort Datum Zeit Ankunft Ort Datum Zeit | Herkunft: Wildfang Tierzahl
gesamt: 1574
Hanoi/ Vietnam via Miinchen 22.06.2004 Transport-Verpackung: 5 | Tierzahl
Bangkok/ Thailand 21:00 Spezies: 100
. Transportdauer: 41 h
21.06.2004 9:00 P Transport-Umstéande: 4 | Spezies
Charakter:
stabil
S14 21.7.04 Physignathus cocincinus L; V+W
Tag 0 Tag 7 Bemerkungen
A 1(15 |3 0 3,6 -M:12-37g0OM: 22,4 g
0
0 0|14 |3 3 3
0
Statistik:

AMortalitéat(Tag7): p = 0,0583 nicht signifikant; ARFS(Tag0): p = 0,3754 nicht signifikant;
ARFS(Tag7): p = 0,2053 nicht signifikant;

Physignathus-cocincinus-Jungtiere wurden aus Hanoi, Vietnam, nach einer
Zwischenlandung in Bangkok, Thailand innerhalb 41h nach Minchen eingeflogen.
Die Transport-Verhaltnisse wurden als beinahe optimal eingestuft und die
Speziescharakteristik stabil bewertet. Der Tag0-RFS betrug in den Vergleichs-
Gruppen jeweils 3 und unterschied sich nicht signifikant. Die Tag-7-Mortalitat
differierte nicht sigifikant: allerdings betrug sie in der Verum-Gruppe 0% in der
Kontrollgruppe 21%. Der Tag-7-RFS unterschied sich um 0,6 Punkte zugunsten
der PIND-AVI-Gruppe. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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4 Diskussion

Eine wirksame und vertragliche Immunregulation bei Reptilien, insbesondere der
initialen, paraspezifischen Komponenten, gewinnt im Zusammenhang mit der
besonderen, weil ektothermen Dynamik des Reptilien-Immunsystems, vor dem
Hintergund einer zunehmenden kommerziellen Nutzung (auch als Nahrungsmittel)
und der Gefahren, die dabei fur Reptil und Mensch entstehen, eine besondere
Bedeutung.

4.1 Besprechung der Studienergebnisse

Die Studie umfasste 493 Import-Reptilien mit 12 Arten aus 5 Kontinenten, an
denen die Vertraglichkeit und Wirksamkeit des Paramunitatsinducers PIND-AVI
Uberpruft wurde. Import-Reptilien sind in der gesamten Prozesskette vom Fang
uber den vielstufigen lokalen Transport und die lokale Unterbringung bis zum
internationalen Transport, Grosshandelsaufenthalt, Versand, Einzelhandels-
aufenthalt und schlief3lich der Unterbringung im Terrarium des Endkunden einer
Vielzahl unterschiedlicher Stressoren ausgesetzt, die immunsupprimierende
Stressantworten provozieren. Gleichzeitig steigt der Infektionsdruck in den
immunsupprimierten Gruppen durch Crowding und wechselseitiges Aufschaukeln
der Erregerdichte. Die Praexportmortlitat ist deutlich hoher als die Postexport-
Mortalitéat beim Grosshandel (28, 90). In beiden Fallen ist anzunehmen, dass ein
Grol3teil der Todesfalle auf Infektionskrankheiten und Stoffwechseldysregulationen
zurckzufuhren ist. Die potentiellen Stressoren sind in Tabelle 28 aufgelistet.
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Tabelle 28: Mdogliche Fang-, Transport- und Haltungs-Stressoren nach Stressorenfeldern
gegliedert.

Stressorenfelder Einzel-Stressoren

Klimatisieren Nichtkompensierbare Hitze, Kélte, Zugluft, fehlende
Bellftung, zu niedrige und zu hohe Luftfeuchtigkeit,
Nasse, Trockenheit

Verletzen Mikro- und Makro-Traumen beim Einfangen, bei
gedrangter Unterbringung durch Bisse, Kratzer;
Quetschungen, Verbrennungen, Erfrierungen, StoRe

Gruppieren Psychosozialer Druck durch unterschiedliche
Geschlechter, Grdsse und Spezies auf engem Raum;
infektioser Druck durch Crowding und falsches
Gruppieren unterschiedlicher Spezies.

Ernadhren Nahrungsmangel, Nahrungsumstellung, falsche
Nahrung, Wassermangel und schlechte Wasserqualitét

Beleuchten Falsche Lichtfarbe, UV-B Mangel, falsche Rhythmik,
Uberstrahlung, Verbrennung

Hygiene Laienbehandlung, toxische und falsch konzentrierte
Chemikalien, mangelhafte und seltene Reinigung oder
seltener Austausch von Einrichtungen

Jahreszeit Abrupter Wechsel der nattrlichen Rhythmik

Einrichten Ungeeignetes, traumatisierendes und inkorporierbares
Substrat; mangelnde konstruktive Festigkeit; toxische
Ausdiinstungen, fehlende Verstecke

Bemessen Behaltnisse fallweise zu gross oder zu klein und falsch
proportioniert

Die Vertraglichkeit des Inducers PIND-AVI gel6st in AMPUWAL konnte bei allen
geimpften Reptilien-Spezies bestatigt werden. Im Verlauf der Studie wurde bei
intramuskularer Applikation von 0,1 ml Volumen keine einzige nachteilige lokale
oder systemische Reaktion beobachtet. Die lokale Schwellung unmittelbar nach
Injektion war schon binnen 24 h nicht mehr feststellbar und eine lokomotorische
Beeintrachtigung konnte selbst unmittelbar nach der Injektion nicht verifiziert
werden. Auch die 0,5-ml-Anwendung bei den grosseren Sauromalus obesus oder
die intraabdominale Anwendung bei Graptemys-kohnii-Schlupflingen mit 0,05 ml

wurde problemlos vertragen (siehe Tabelle 20, Seite 90 und Tabelle 22, Seite 92).
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Mogliche systemische Nachteile des Inducers und der Applikationsprozesse im
Beobachtungszeitraum von 7-15 Tagen sind mit p < 0,05 unwahrscheinlich. Die
Applikationsgruppen performierten quantitativ und in der Signifikanz niemals
ungunstiger als die Kontrollgruppen. Dieses Bild ergibt sich auch nach
Wiederholungs-Injektion von 0,1 ml PIND-AVI im Abstand von 24 h. Selbst bei
nicht-signifikanten Gruppenunterschieden waren die Indikatoren der Verum-
Gruppen immer gunstiger, so dass ein langfristiger Nachteil fir die
Injektionsgruppen in diesem Zeitraum ausgeschlossen werden kann (siehe
Tabelle 12 bis Tabelle 27, Seite 80 bis 97). Die Osmolaritat des fertigen Inducers
wird entscheidend durch das verwendete Ldsungsmittel beeinflusst. Eine
Verdinnung mit AMPUWAUO fuhrt zu einer nahezu reizlosen isotonischen Lésung
und ist deshalb einer Verdinnung mit isotonischer Kochsalzldung vorzuziehen.
Das osmotische Potential des Lyophilisats in Kombination mit einer
physiologischen NACL-L6sung wirde zu einer hypertonischen, reizenden

Formulierung fuhren.

Fur den Nachweis der Wirksamkeit des Inducers PIND-AVI war ein mdoglichst
signifikanter ~ Unterschied der Indikatoren in den relativ  kurzen
Beobachtungszeitrdumen wichtig. Der Indikator 7-Tage- oder 14-Tage-Mortalitat
setzte Gruppen voraus, die tatsachlich eine hohe Sterblichkeit innerhalb dieses
Zeitraumes entwickeln. Besonders betroffen waren Agama-agama-Importe (S1
und S6). Hier unterschieden sich bei 131 Individuen (nach Doppel-Injektion)
Verum- und Kontrollgruppen signifikant nicht nur nach einer Woche, sondern auch
noch nach 2 Wochen (siehe Tabelle 14, Seite 84 und Tabelle 19, Seite 89). Bei
der nah verwandten Art Agama atricollis (S10) war nach einmaliger Injektion kein
statistischer Unterschied feststellbar, dennoch lag die Mortalitat der Kontrollgruppe
dreimal so hoch wie die der Inducer-Gruppe. Die Ursachen der statistischen
Insignifikanz liegen eventuell in der niedrigen Tierzahl von je 10 Agamen und dem
Verzicht auf eine Doppelinjektion (siehe Tabelle 23, Seite 93). Ein signifikanter
Mortalitats-Unterschied konnte z.B. bei der Studiengruppe Acanthosaura capra
auch nach Einmal-Injektion beobachtet werden, allerdings bei doppelt so grosser
Probandenzahl wie bei Agama atricollis (siehe Tabelle 24, Seite 94).
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Bei den Gruppen Crotaphytus collaris (S13) und Physignathus cocincinus (S14)
wurde das Signifikanzniveau mit p = 0,0631 bzw. p = 0,0583 fur den Tag7-
Mortalitatsunterschied knapp verfehlt. Der Tag7-Mortalitatsunterschied differierte
mit 6% zu 23% quantitativ zugunsten der PIND-AVI Gruppe erheblich. Die
Mortalitat der jeweiligen Kontrollgruppen lag allerdings mit 23,3% bzw. 21,4%
auch absolut niedriger als bei den Agama-Gruppen (S1 und S6) mit 50% bzw.
43% und hat moglicherweise gerade deswegen den Nachweis eines statistisch
signifikanten Unterschieds erschwert (siehe Tabelle 26, Seite 96 und Tabelle 27,
Seite 97). Einen Sonderfall stellt Studiengruppe S12 mit 24 Iguana iguana dar, bei
der ausnahmsweise keine Zufallsgruppen verglichen wurden. Die PIND-AVI-
Gruppe war strahlungsgeschadigt, hatte ein geringeres Gewicht, und es war eine
hohe Mortalitdtt zu erwarten. Sie wurde einer gesunden Kontrollgruppe
gegenubergestellt. Mit p = 0,1316 war der potentielle und eigentlich zu erwartende
Tag7-Mortalitéatsunterschied zugunsten der Kontrollgruppe nach der Behandlung
mit PIND-AVI nicht mehr signifikant (siehe Tabelle 25, Seite 95). In S13 mit 61
Crotaphytus collaris verstarben in der Kontrollgruppe 5 Tiere mehr als in der
Verum-Gruppe. Dieser Unterschied war allerdings zu klein, um eine statistische
Signifikanz zu kalkulieren (siehe Tabelle 26, Seite 96).

Mit einem gewissen Interesse mussen die Hautpusteln und -Geschwire bei
Acanthosaura capra (S2 und S11) betrachtet werden. Sie wurden zunachst
beilaufig dokumentiert; ihre Kausa ist noch nicht abgeklart, sie erwiesen sich
jedoch als wichtiger Indikator zum Nachweis einer prompten Wirkung von PIND-
AVI bei dieser Spezies. Waren in S2 am Tag O bei 11 von 39 Tieren, Uber beide
Gruppen gleichmalig verteilt, Hautgeschwiire zu diagnostizieren, so waren bei der
Verum-Gruppe am Tag7 nur 2 Tiere (und die waren am Abheilen), bei der
Kontrollgruppe dagegen 11 Tiere mit geschwirigen Hautveranderungen zu
beobachten. Der Unterschied bezuglich dieses Indikators war hoch signifikant
(siehe Tabelle 15, Seite 85 ). In einem zweiten "Anlauf" bei dieser Tierart in S11
waren am Tag O keine Hautgeschwire festzustellen. Am Tag 7 hatten jedoch 6
von 13 verbliebenen Kontrollgruppen-Tieren besagte Geschwiire, und 6 Tiere

waren verstorben. In der Inducer-Gruppe hingegen war kein Tier verstorben und
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keine Geschwire zu beobachten. Der Unterschied zwischen den S11-Gruppen
war fur die beiden Indikatoren Tag7-Mortalitat und Tag7-Geschwire zugunsten
der Injektionsgruppe hoch signifikant (siehe Tabelle 24, Seite 94). In der Literatur
lieBen sich keine Hinweise auf eine kausale Krankheitsursache mit derartigen
Hautveranderungen bei Acanthosaura capra finden. Sie wird jedoch zu einem
Schlusselfaktor fir den weiteren Import dieser an sich interessanten und leicht zu
pflegenden Art. Liegt hinter dieser Symptomatik ein mikrobielles Geschehen, so
konnte gerade die immunregulierende Wirkung von PIND-AVI den ginstigen

Einfluss auf diese "Acanthosaura capra —Pocken" erklaren.

Fallweise, fur prospektiv stabile Gruppen wurde der fir diese Studie entwickelte
RFS (siehe 3.1.6) zur Wirksamkeits-Bewertung des Inducers PIND-AVI
herangezogen. Bei S2, S5 und S13 mit 120 Echsen war der Tag7-Unterschied des
RFS signifikant. In S2 und S5 mit 59 Acanthosaura capra und Callisaurus
draconoides lag der Vorteil mit 3,66 und 2,52 bzw. 4,00 und 2,89 RFS bei den
Verum-Gruppen. In beiden Studiengruppen war die Mortalitdt niedrig — es
verstarben von 59 Echsen ingesamt 3 Individuen (siehe Tabelle 15, Seite 85 und
Tabelle 18, Seite 88). In S13 mit 61 Crotaphytus collaris verstarben in der
Kontrollgruppe 5 Tiere mehr als in der Verum-Gruppe. Dieser Unterschied konnte
nicht als statistisch signifikant verbucht werden, allerdings behielten die
Injektionstiere nach einer Woche ihren Tag0-RFS bei, wahrend die
Kontrollgruppen-Tiere im Durchschnitt 1,33 RFS-Punkte signifikant verloren (siehe
Tabelle 26, Seite 96). Das gleiche gilt fur S14 mit Physignathus cocincinus, wo in
der Kontrollgruppe 3 von 14 Tieren verstarben und der Tag7-RFS der Inducer-
Gruppe um 0,6 Punkte anstieg. Diese beiden Ergebnisse waren nicht signifikant
(siehe Tabelle 27, Seite 97). Dieser RFS-Vorteil und -Anstieg in den Verum-
Gruppen ist umso erstaunlicher, wenn man mit gutem Grund davon ausgeht, dass
in den Kontrollgruppen wahrscheinlich die Tiere mit dem schlechtesten RFS
verstorben sind. Eine langere Beobachtungszeit und eine grossere Probandenzahl
hatte die Verhéltnisse moglicherweise noch klarer aufzeigen kénnen.

In S3 und S4 mit 62 Basilliscus vittatus und Sceloporus variabilis lie3 sich nach

Einmal-Injektion kein 7-Tage-Todesfall feststellen. Die Gruppen unterschieden
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sich auch beziglich des Indikators Tag7-RFS nicht signifikant (siehe Tabelle 16,
Seite 86 und Tabelle 17, Seite 87). Moglicherweise hatte bei diesen Gruppen eine
Woche nicht ausgereicht, um einen RFS-Unterschied statistisch-signifikant
erkennbar werden zu lassen. Andererseits deuten die hohen RFS-Werte und die
Vitalitat der Tiere auf ein optimal reguliertes Zytokin-Netzwerk hin, dass folglich
durch PIND-AVI nicht zu steigern war.

Die Studiengruppen S13 und S14 sind zusatzlich hilfreich: Sie bestéatigen, dass die
Verteilung der Tiere durch zufélliges Herausnehmen aus den Kunststoffooxen,
tatsachlich auch zu einer zufélligen Verteilung der Probandengruppen fihrt. In
beiden Féllen wurde am Tag O eine RFS-Bewertung durchgefuhrt, und zwischen
den geteilten Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied der TagO-RFS-
Mittelwerte festgestellt (siehe Tabelle 26, Seite 96 und Tabelle 27, Seite 97).
Insgesamt erwies sich der Indikator RFS in dieser Studie als tragfahiges,
praktikables, adspektorisches Diagnostikum zur Fitness-Bewertung von Reptilien-
Gruppen.

Die beobachteten Vorteile der PIND-AVI-Gruppen konnten neben einer Wirkung
des Inducers auch andere Ursachen haben. Ist die Tag0-Verteilung der Gruppen
nicht zufallig, werden die Tag7-Ergebnisse verzerrt. Bei der beschriebenen
Verteilungs-Methode sollte sich allerdings dann in irgendeiner der Einzelstudien
eine Verschiebung der Indikatoren zugunsten der Kontrollgruppe ergeben haben.
Dies war kein einziges Mal der Fall. Die Stichproben-Kontrolle auf zufallige
Verteilung mit dem Tag0-RFS bestatigte dartberhinaus exemplarisch keinen
signifikanten Unterschied der Ausgangsgruppen (siehe Tabelle 26, Seite 96 und
Tabelle 27, Seite 97). Ferner kdnnten die Terrarien und ihre Ausstattung eine
Gruppe ginstiger beeinflusst haben. Dieser Einfluss wurde dadurch
ausgeschaltet, dass die Parameter Einrichtung, Beleuchtung, Grosse und
Besatzdichte fur die Vergleichsgruppen einheitlich gehalten wurden. Weiterhin
ware als dritter Einwand eine einseitige Bevorzugung der Verum-Injektions-
Gruppen durch das Pflegepersonal moglich gewesen. Die beteiligten Mitarbeiter
wussten jedoch bis zum Abschluss der Untersuchung nicht, welche Gruppen mit

Inducer behandelt worden waren. Auch die RFS-Bewertung wurde vom
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Betriebsleiter durchgefiihrt, ohne dass er tUber den Injektions-Status der Gruppen
informiert war. Es ist also anzunehmen, dass die Applikation des Inducers die
festgestellten Vorteile fir die Verum-Gruppen verursacht hat.

Ob Doppel-Injektionen zusatzliche Vorteile erbringen, lasst sich nach den
vorliegenden Daten nicht belegen. So schnitten die Doppel-Injektionsgruppen in
keinem Fall schlechter ab als die Kontrollgruppen. Es ergab sich aber auch kein
offensichtlicher Vorteil, selbst wenn man die Gruppen S13 und S14 wegen ihres
knappen Verfehlens der Signifikanz doch den signifikanten Gruppen zuordnen

wirde (siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Gegenliberstellung der p-Werte der Doppel- und Einfach-Injektionsgruppen

Gruppen | Anzahl L/S Msig + Msig - | Hgsig+ | Hgsig- | RFSsig+ | RFSsig -
typ Gruppen
Inducer L| 3 [S1S6 S2 S2 S2
Doppel 4
Injektion S|1 S3 S3
Inducer L| 5 |S118S12 S10 Si11 S13 S14
Einmal 8 (S13) (S14)
Injektion
S| 3 S4 S5 S8 S5 S4 S8

Legende zu Tabelle 29: Anzahl-Gruppen: Anzahl der untersuchten Gruppenpaare;
Gruppencharakter L/S: L = labil, S = stabil; Msig + / Msig - : Mortalitat signifikanter/
nichtsignifikanter Unterschied; HGsig+/ HGsig- : Hautgeschwire signifikanter/ nichtsignifikanter
Unterschied; RFSsig+/RFSsig- : RFS signifikanter/ nichtsignifikanter Unterschied; in Klammern:
Signifikanz knapp verfehlt. S12 = der signifikanten Gruppe zugeordnet, weil Verum-Gruppe an
Tag0 gegenuber Kontrollgruppe stark benachteiligt war und Tag7-Gruppen-Unterschied nicht
mehr signifikant war.
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Subsummiert man die Ergebnisse, ergibt sich folgendes Bild: Die
Gesamtmortalitat bei labilen Gruppen betrug fir PIND-AVI-Gruppen 9%, diejenige
der Kontrollgruppen 30%. Der Tag7-RFS der PIND-AVI-Gruppen war 3,58,
dementsprechend 2,87 fir die Kontrollgruppen. Der Prozentsatz der Acanthosaura
capra mit Hautgeschwiren am Kontrolltag7 lag in den PIND-AVI-Gruppen bei 5%,
in den Kontrollgruppen bei 52%.

Auf welche Art und Weise die Inducer-Injektionen gewirkt haben, ist aus der
vorangegangenen Besprechung noch nicht zwingend abzuleiten. Ein nutritiver
oder rehydrierender Effekt der Inducerldsung, unspezifischer positiver Reiz durch
die Injektion oder die Losung selbst, Verunreinigung mit Antibiotikum waren
denkbare Alternativen zu einem postulierten paramunisierenden bzw. immun-

regulierenden Wirkungsansatz.

Von 0,1 ml Inducerldésung ist kein nutritiver bzw. rehydrierender Effekt fur die
Echsen zu erwarten. Die hierzu verwendeten Volumina sind in der
therapeutischen Praxis um mindestens Faktor 10 hoher. Die Injektion von 0,1 ml
physiologischer Kochsalzldsung ist genauso wie AMPUWAD-verdinnte
Inducerlésung reizlos. Die Temperatur des Inducers entsprach der
Umgebungstemperatur, nachdem er mit AMPUWAO aufgel6st worden war, so
dass eine zu kalte Injektionslésung als Reizursache ausscheidet. In VS1 und allen
weiteren Versuchen sind dariiberhinaus keine dauerhaften lokalen Reaktionen
beobachtet worden, die auf einen unspezifischen lokalen Reiz hinweisen. Der
Einstich an sich mit einer 0,3 mm Nadel verursachte in keinem Fall eine merkbare
Abwehrreaktion. In VS1 und S11 liel3 sich kein Vorteil fir eine physiologische
Kochsalzlésung in den Kontrollgruppen feststellen (siehe Tabelle 12, Seite 80 und
Tabelle 24, Seite 94). Das Lyophylisat selbst enthalt ausser den attenuierten
Tierpockenviren keine pharmakologisch wirksamen Substanzen (siehe 3.1.2.2). In
der Literatur wird demgegeniber eine paraspezifische Wirkung des Inducers
PIND-AVI bei Mensch und Tier beschrieben. PIND-AVI bewirkt eine optimale
Regulation des vernetzten Immunsystems durch Aktivierung der Makrophagen,
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NK-Zellen und lymphoretikul&ren Zellen sowie durch die Bildung, Freisetzung und
das Zusammenwirken einer vielzahl von Zytokinen im Reptilienorganismus (4, 62,
68).

Die praktischen Ergebnisse der Studie lassen folgenden Schluss zu: PIND-AVI ist
bei intramuskularer und intraabdominaler Injektion sehr gut vertrglich und hat
einen vielfach signifikant gunstigen Einfluss auf gestresste Import-Reptilien-
Gruppen. Die Daten belegen, dass die Anwendung des Inducers PIND-AVI nicht
nur die Mortalitat reduziert, sondern auch die Fitness von Reptlien kurzfristig
steigern kann und spezifische Kranheitssymptome in kurzer Zeit lindert. Die
Wirksamkeit lasst sich durch optimale Regulation des paraspezifischen
Immunsystems und konsekutiv der anderen grossen Regulationssysteme des

Reptilien-Organismus erklaren.
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4.2 Das Reptilien-Immunsystem im Kontext

Die Nutzung von Reptilien durch den Menschen ist auch in Mitteleuropa hunderte
Jahre alt. Die Quantitdt der betroffenen Reptilien wird von Aussenstehenden
unterschatzt, ihre Empfindlichkeit gegen Mikroben ist betrachtlich und nicht zuletzt
gehen von infizierten Reptilien ernste Gefahren fir den Menschen aus. In diesem
Spannungsfeld sind die Besonderheiten des Reptilien-Immunsystems und die
Bedeutung tiermedizinischer Massnahmen zu seiner Regulierung zu betrachten.

Reptilien-Immunsystem = Reptimunsystem:

Die Reptilien befinden sich entwicklungsbiologisch genau am Ubergang zwischen
niederen und hoéheren Vertebraten. Die grundsatzliche Architektur des Reptilien-
Immunsystems entspricht weitgehend dem der hoheren Vertebraten. Es
unterscheidet sich aber durch Feinaufbau, Wichtung und Ektothermie erheblich,
so dass zur Abgrenzung und Wirdigung dieser Umstdnde von einem
Reptimunsystem gesprochen werden kann (siehe Kapitel 2.1, ab Seite 7). Dieses
ektotherme Reptimunsystem muss zur Verteidigung des Wirtsintegritat zumindest
saisonal weitgehend auf paraspezifische Immunantworten allein zurtickgreifen.
Die Charakteristika des Reptimunsystems und seine Auswirkungen werden in

Tabelle 30 zusammengefasst.
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Tabelle 30: Zusammenschau der Charakteristi

ka des Reptimunsystems

Abwehr-Charakteristikum

madgliche Auswirkung

paraspezifische

s Immunsystem

mehrere C3-Isotypen-Gen-Loki

funktionelle Beteiligung am Komplementsystem
noch unklar; breitere Wirksamkeit der Kaskade
auch bei ungunstigen Temperaturen denkbar

Granualaheterogenitét der Neutrophilen

funktioneller Unterschied noch ungeklart;
unterschiedliche Wirksamkeit bei
unterschiedlichen Temperaturen denkbar

Stabilitat der Monozyten und Granulozyten
unabhéngig von Saison und Corticosteroiden

Aufrechterhaltung paraspezifischer
Abwehrleistungen auch unter ungiinstigen
Umweltbedingungen méglich

spezifisches |

mmunsystem

Immunglobulin Y

Gelenkige Briicke zwischen Fab und Fc fehlt;
geringere "Geschmeidigkeit" und Wirksamkeit
als 1IgG

IgY(AFc)

Fehlende Opsonierungsfahigkeit

geringe Isotypenzahl

Geringes Reaktionsrepertoire

Keine Lymphknoten und "Germinal Centers"

eigeschrénkte Affinitatsreifung und geringe
Affinitat

ektotherme Im

munodynamik

Funktionelle Temperaturtoleranz von Lysozym,
Komplementfaktoren und Zytokinen

Temperatur-Unabhéangigkeit von Regulations-
und Abwehrproteinen des paraspezifischen
Systems

Corticosteroid-Reaktion als Stressantwort auf
diurnale und saisonale Temperaturextreme

Reduzierung zunéchst der humoralen, dann der
zellularen spezifischen Immunreaktionen

Temperaturabhangige Verzdégerung und
Trégheit spezifischer Immunantworten

grosse Abhangigkeit von paraspezifischen
Uberbrickungsreaktionen

Temperaturabhéngige Dynamik der Keimflora

Beeinflussung des Infektionsmusters durch
Saison

Energieverbrauch héher bei Betonung
paraspezifischer Immunantworten

Ressourcenreserven durch Ektothermie
tolerieren paraspezifisch-lastige Antworten
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Handel und Nutzung:

Das Zusammenleben der Reptilien mit den Menschen wird in Tabelle 31

beispielhaft quantifiziert und vermittelt einen Eindruck vom "Volumen" der Mensch-

Reptil-Interaktion.

Tabelle 31: einige Zahlen zur "quantitativen" Beziehung von Reptilien und Menschen

Thema Zahlen Literatur
Handel mit Emys orbicularis als | "Viele" Wagenladungen voll im 18. 217
Fastenspeise von Jahrhundert
Ostmitteleuropa in die
Katholikengegenden
Alligator mississippiensis 105 000 Tiere im Jahr 1991 143
Farmproduktion Louisiana
Wildfange von Chrysemys picta 68 852 Tiere im Jahr 1998 10
in Minnesota von lizensierten
Fallenstellern fir den Labor-
und Zoofachhandel
Cites Exportquote Togo fir 52500 Tiere im Jahr 2002 76
Python regius ranched
Exportproduktion von ca. 10 000 000 Tiere/ Jahrin den 83
Trachemys-scripta-elegans- 90er Jahren
Schliipflingen in Louisiana fir
den asiatischen Markt
Mitglieder DGHT ca. 8500 im Jahr 2003 190
Fachtierarzte fur Reptilien im ca. 150 im Jahr 2004 43
deutschsprachigen Raum
Giftschlangen und ca. 300 000 198
Riesenschlangen in deutschen
Haushalten
Praexport Mortalitat bei Bis 50% 28, 90

Chamaleons aus Madagaskar;
Dosenschildkroten aus USA
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Parasiten, Bakterien und Viren bei Reptilien:

Anders als ihre dussere, abweisend-schuppige Robustheit vielfach suggeriert, sind
Reptilien nicht per se resistenter gegen Mikroben als andere Tierklassen. Die
Reptilienparasiten und Bakterien spielten in der Reptilienmedizin zun&chst
subjektiv als Krankheitsursachen jahrelang die grosste Rolle. Heute werden
allerdings Viren dank verbesserter Labortechniken zunehmend als alleinige
Ausloser schwerer Krankheiten erkannt. Ferner werden in neuerer Zeit immer
mehr Viren entdeckt, die im Sinne von infektiosen Faktorenkrankheiten zusammen
mit Bakterien und unginstigen Umweltbedingungen das Krankheitsbild
bestimmen. Die Bedeutung der Viren wird bis heute unterschatzt (2, 71). Den
Stellenwert von Parasiten, Bakterien und Viren bei Reptilien geben die Tabelle 32
und die Tabelle 33 (61) beispielhaft wieder. Bemerkenswert ist das bisherige
Fehlen eines Nachweises von Pockenviren bei Schlangen und Schildkroten.
Gerade bei der entwicklungsgeschichtlichen Nahe von Echsen und Schlangen

sollte ein zukunftiger Nachweis wahrscheinlich sein.

Tabelle 32: Ausgewahlte Haufigkeiten von pathogenen Parasiten und Bakterien bei
Sektionsreptilien.

Nachgewiesene Pathogene Prozent des Untersuchungsgutes Literatur
Eine Bakterienart 66,5% 225
(gesamtes Sektionsgut)
74,1% 98
Mindestens zwei Bakterienarten 50% 225, 98
(gesamtes Sektionsgut)
Parasiten 24,3% 225
(gesamtes Sektionsgut)
49,8% 98

Parasiten bei Schlangen 60,1% 98
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Tabelle 33: bisher identifizierte Viren bei Reptilien

DNA Viren Eidechsen Schlangen Schildkréten Krokodile
Parvoviridae + +

Iridoviridae + + +

Poxviridae + +
Herpesviridae + + +

Adenoviridae + + +
Polyomaviridae + +

RNA Viren 2:9,9,:0,.90.9.9,:9,0.9.9.0,§D.9.9.9:0.9.9,0,0.9.9,0.8D.9.9.9,0.9.9,0,0.9.9,0.49.9.9.9:0.9.9,0,0.0.9,0.¢
Orthomyxoviridae

Paramyxoviridae + + +

Rhabdoviridae +

Bunyaviridae +

Retroviridae + + + (141)
Coronaviridae

Caliciviridae +

Togaviridae + + +

Picornaviridae +

Nodaviridae

Flaviviridae + + + + (204)
Reoviridae + +
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Zooanthroponosen und Anthropozoonosen:

Gehen von Tieren infektibse Gefahren fir Menschen aus spricht man von
Zooanthroponosen (151). Die bislang bekannteste und am besten untersuchte
Reptilien-Zooanthroponose ist die Salmonellose. Sie wird in den USA als "reptile
associated salmonellosis" oder "turtle associated salmonellosis" bezeichnet (31).
Die Ergebnisse der grundlegenden Arbeiten (7, 120) basieren allerdings auf
fragwurdigen Hochrechnungen und moglicherweise wird die Gefahr tUberschatzt
(69, 160). Nichtsdestoweniger wurden von dieser Tierklasse bisher 189
verschiedene Salmonellen-Arten isoliert. In Deutschland fand das Veterinar-
Untersuchungsamt Detmold 1997 bei 25% der untersuchten Reptilien-Proben
Salmonellen; bei Schlangen sogar in 40% der Proben.. Beteiligt waren auch
seltene Salmonellen-Subtypen, deren Gefahrenpotential fir den Menschen noch
unbekannt ist. In vielen Féllen ist der Befall mit diesen, fur den Menschen
potentiell gefahrlichen Keimen bei den Reptilien selbst symptomfrei (23). Die
Dunkelziffer der Reptilien-Salmonellentrager dirfte sehr hoch liegen: MITCHELL
et al. (2000) untersuchten Iguana iguana auf Salmonellen. Angewendet wurden
drei Verfahren: kultureller Nachweis, PCR, ELISA und es stellte sich heraus, dass
PCR die zuverlassigste Methode war. Wére nur der kulturelle Nachweis gefuhrt
worden, so waren 30 - 45% der Tiere falsch-negativ klassifiziert worden. Es
empfiehlt sich also sicherheitshalber eine Kombination von Nachweisverfahren
anzuwenden, beispielsweise kultureller Nachweis und PCR (163). Reptilien-
Salmonellen stellen somit mdglicherweise eine bedeutende Infektionsgefahr fur

eine dartberhinaus zunehmend immunsupprimierte Menschenbevélkerung dar.

Gehen andererseits direkt oder indirekt Infektionsgefahren vom Menschen fur
Reptilien aus spricht man von Anthropozoonosen. Nach bisherigen Befunden
werden z.B. Influenza A-Viren, Enteroviren, Caliciviren, Reoviren, Togaviren,
Adenoviren und Herpesviren vom Menschen auf Reptilien, die in Haushalten
leben, Ubertragen (MAYR 2004, personliche Mitteilung). Falsche Haltung,
mangelnde Hygiene und Crowding fihren zu schweren Infektionskrankheiten bei
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Reptilien, die indirekt aber letztlich menschenverursacht sind. In diesem Sinne
mussen auch haltungsprovozierte Infektionskrankheiten bei Reptilien als

Anthropozoonosen bezeichnet werden (151).

4.3 Ausblick

Diese Studie hat die gunstige Wirkung von PIND-AVI auf das paraspezifische
Immunsystem von Reptilien bestéatigt. Fur die Zukunft ware ein noch direkterer
Nachweis der immunregulierenden Wirkung von Paramunitatsinducern bei dieser
Tierklasse wiinschenswert. Sowohl unter Feld- als auch unter Laborbedingungen
ist der "PHA-skin-swelling-test” zum quantitativen Nachweis zellularer
Immunreaktionen denkbar. Als "toe-web-test”, urspringlich bei Végeln eingesetzt,
wird er derzeit fiir eine kritische Uberpriifung der "immunocompetence handicap
hypothesis” (ICHH) bei Amblyrhynchus cristatus, verwendet (21, 22; siehe
Abbildung 18). Um verstarkt Blutparameter zu nutzen, die eine ginstige
Beeinflussung des Immunsystems bestatigen, konnte gerade bei kleinen Reptilien
auch die schonende und stressfreie Blutgewinnung mit Raubwanzen hilfreich sein,
die derzeit bei Warmblitern getestet wird (246).

Abbildung 18: Praktische Anwendung des "toe-web-test" bei Amblyrhynchus cristatus
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Der vielféltige bisherige erfolgreiche Einsatz von Paramunitatsinducern auf der
Basis attenuierter Tierpockenviren bei endothermen Tieren und Mensch, lasst sich
nach dieser Studie auch auf die ektothermen Reptilien Ubertragen. Dies hat
besondere Bedeutung fur die Reptilienmedizin, da es fur diese "minor species”-
Tierklasse keine speziell entwickelten und zugelassenen Arzneimittel oder gar
wirksame Biologika gibt. Eine erhebliche veterinarmedizinische Bedeutung haben
z.B. heute schon virale Infektionskrankheiten bei Landschildkroten (Herpes-Virus,
Rhinitis-Stomatitis-Komplex) und bei Meeresschildkroten (Papilloma-Virus;
Fibropapillomatose-Komplex) oder Mykoplasmeninfektionen bei Farm-Krokodilen
gewonnen. In diesen Féllen spielen neben dem Artenschutz auch grosse
kommerzielle Interessen eine Rolle (124, 134, 234). Veterindrmedizin, die sich mit
der Erforschung und Bek&mpfung von Wildtierkrankheiten bei Naturschutz- und
Nachzucht-Projekten gefahrdeter Wildtier-Arten beschéftigt, wurde schon
mindestens seit den 60er Jahren von Bernhard Grzimek praktiziert. Diese Fach-
Disziplin, neuerdings in der amerikanischen Literatur als "conservation medicine"
bezeichnet, wurde auch bei Reptilien, insbesondere bei Meeresschildkroten-
Projekten, relevant (1). "Reptile-Farming” und "Reptile-Ranching" fiur die
Nahrungsmittel- und Rohstoffversorgung entwickelt sich zu einem Milliardenmarkt.
Die Professionalisierung betrifft insbesondere Grine Leguane in Mittel- und
Sudamerika, Krokodile in Amerika, Sudafrika, Asien und Australien und
Wasserschildkroten im Sidosten der USA und in Ostasien (11, 50, 83, 193). Der
Versuch, Reptilien durch spezifische Impfungen in diesem Umfeld zu schitzen ist
bisher gescheitert (z.B. gegen Herpes- und Papilloma-Virus-Infektionen bei
Schildkroten oder gegen Mycoplasma-Infektionen bei Krokodilen: Marschang,
Aguirre, Myburgh personliche Mitteilung 2004). Die alleinige oder kombinierte
Anwendung von Paramunitétsinducern und spezifischen Impfstoff-Formulierungen
ware ein denkbarer Ansatz fur die Zukunft. Dariberhinaus eignen sich Inducer auf
der Basis attenuierter Tierpockenviren fir eine weite Palette von speziellen
Reptilien-Indikationen (siehe Tabelle 34) und bereichern die Mdglichkeiten in der

terraristischen-, "conservation"- und "production”-Reptilienmedizin und erweitern
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die medikamentellen Perspektiven in der "preventive reptile medicine" (PRM) Uber

die Beratung und das Monitoring hinaus.

Tabelle 34: Denkbare Anwendungsgebiete fur Paramunitatsinducer bei Reptilien

Prophylaktische Indikationen bei Reptilien

Therapeutische Indikationen bei Reptilien

Schnelle Aktivierung des paraspezifischen
Immunsystems bei Schlipflingen/ Neugeborenen,
Adulten und geriatrischen Reptilien-Patienten

Infektionskrankheiten, infektiose Faktoren-
krankeiten, Parasitosen, Intoxikationen,
Endotoxikosen

Vor zu erwartenden Stresssituationen allgemein

Immunschwache und Verletzungen

Nach Fang; vor und nachTransport, Verkauf,
Umgruppierung, Ausstellung

Chronische, rezidivierende Erkrankungen

Vor und bei akuter Infektionsgefahr, ungiinstigen
Rahmenbedingungen, nach technischen
Ausfallen

Unterstiitzende Tumortherapie

Vor und nach Hibernation, Aestivation, Paarungs-
zeit, Eiablage, Hautung, Futterumstellung

Rekonvaleszenz

In Verbindung mit Impfungen

Insektizid-, Desinfektions- und Antibiotkatherapie

Vor und bei ungiinstiger Futterversorgung

Stoffwechselerkrankungen unterschiedlicher
Atiologie

Zur Verlangerung der Lebenserwartung

Chronische Hauterkrankungen

Vor und bei chirurgischer Intervention und
iatrogener Manipulation

Bei Technopathien und Wundinfektionen; zur
Vermeidung von Heilungskomplikationen
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5 Zusammenfassung

Diese  Studie konnte die  Vertraglichkeit und  Wirksamkeit des
Paramunitatsinducers PIND-AVI, hergestellt auf der Basis des attenuierten
Tierpockenvirus HP-1, bei Importreptiien und damit auch erstmals bei
ektothermen Vertebraten bestétigen. Die Feldstudie umfasste 493 Reptilien und
12 Reptilien-Arten eines deutschen Importeurs. Die Gruppen wurden nach den
Grundsatzen der zufalligen Zuteilung aufgeteilt und anonymisiert bewertet. In allen
Fallen konnte eine lokale und systemische Vertraglichkeit bei den PIND-AVI-
Gruppen sowohl nach intramuskularer als auch intraabdominaler Applikation
konstatiert werden. In den Beobachtungszeitraumen (7 bis 18 Tage) zeigten die
PIND-AVI-Gruppen signifikante Vorteile beziglich Mortalitat, Reptilien-Fitness-
Score (RFS) und der Abheilung von Hautgeschwiiren unbekannter Genese. Die
Gesamtmortalitat (labile Gruppen) betrug fir PIND-AVI-Gruppen 9%, diejenige der
Kontrollgruppen 30%. Der Tag7-RFS der PIND-AVI-Gruppen belief sich auf 3,58
bzw. 2,87 fur die Kontrollgruppen. Der Prozentsatz der Acanthosaura capra mit
Hautgeschwiiren am Kontrolltag 7 lag in den PIND-AVI-Gruppen bei 5%, in den
Kontrollgruppen bei 52%. Eine unspezifische Reizwirkung konnte ausgeschlossen
werden und eine Wirkung des Paramunitatsinducers PIND-AVI im Sinne einer
optimalen Regulierung des paraspezifischen Immunsystems muss fur Reptilien
postuliert werden. Kommerzielle, private und artenschitzerische Unternehmungen
die Reptilien betreffen, gewinnen an Bedeutung. Vor diesem Hintergrund ist der
unschadliche, prophylaktische und therapeutische, tiermedizinische Einsatz von
PIND-AVI zur Verbesserung dieser Prozesse zu empfehlen. Da die Entwicklung
von immunoregulativen und spezifischen Biologikas speziell fiir diese ektothermen
"minor species" aul3er Sicht ist, ergeben sich mit dem Paramunitatsinducer PIND-
AVI neue Perspektiven zur positiven Beeinflussung des immuno-neuro-endokrinen

Netzwerks bei Reptilien.
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6 Summary

Compatibility and effectiveness of the paramunity inducer PIND-AVI in imported

reptiles.

This study confirmed compatibility and effectiveness of the paramunity inducer
PIND-AVI, derived from the attenuated animal pox virus stem HP-1, in imported
reptiles and hence in ectothermic vertebrates for the first time. This field study
comprised 493 reptiles with 12 species in a German import-export operation.
Groups were randomized and anonymized and in all cases local and systemic
compatibility of PIND-AVI injected groups (intramuscular or intraabdominal) could
be stated. Within the short observation periods (7 to 18 days) inducer groups
showed significant advantages concerning mortality, reptile fithess score (RFS)
and skin ulcers of yet unknown genesis. Total mortality (unstable groups), day7
RFS and percentage of day7 skin ulcers (Acanthosaura capra) for PIND-AVI and
control groups added up to 9% and 30%, 3.58 and 2.87, 5% and 52%,
respectively. Unspecific stimulus could be excluded and the capacity of the
paramunity inducer PIND-AVI to optimally regulate the paraspecific (innate)
immune system has to be postulated. Against the background of growing private,
commercial and conservation reptile operations, the demand for safe preventive
and therapeutic veterinary approach for process improvement becomes important.
As the development of immunoregulative drugs and specific vaccines, especially
for those "minor species” is out of sight, there are many perspectives with PIND-
AVI to positively influence the immuno-neuro-endocrine network of reptiles.
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8 Anhang

8.1  Abkulrzungsverzeichnis

Tabelle 35: Abkirzungen

Abkiirzung, Symbol Bedeutung

% Prozent
d Trademark. Markenzeichen
O Registered Trademark, eingetragenes Markenzeichen
0 Copyright
A Unterschied
M Korpermassen-Spanne
am arithmetisches Mittel Kérpermasse
> grosser als
°C Grad Celsius
pm Mikrometer
ADCC Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity
AK Antikorper
APC Antigen Presenting Cell
BCG Bacillus Calmette Guerin
BCR B Cell Receptor
BU Bakteriologische Untersuchung
bzw. beziehungsweise
Cbha Komplementfaktor 5a
ca. zirka, ungefahr
CD Cluster of Differentiation
cDNA Complementary DNA
CDR Complementarity Determining Region
cm Zentimeter
Con A Concavalin A
CR Complement Receptor
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Abkiirzung, Symbol

Bedeutung

CRP C- reaktives Protein

CTL Cytotoxic T Lymphocyte

CVF Cobra Venom Factor

DGHT Deutsche Gesellschaft flir Herpetologie und Terrarienkunde
DGQ Deutsche Gesellschaft fir Qualitat
DTH Delayed Type of Hypersensitivity
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ELMI Elektronenmikroskop

et al. und Mitarbeiter

EWL Egg White Lysozyme

Fab Fragment of antigen binding

FAK Komplettes Freundsches Adjuvans

Fc Fragment crystalizable

FcR Fragment crystalizable Receptor

FHE Huhnerembryo-Fibroblasten

FWR Framework Region

G Zentrifugen-Schleuderziffer

g Gramm

GALT Gut Associated Lymphoid Tissue
GVvHR Graft versus Host Reaction

Gz Granulozyten

h Stunde; Stunden

HMW High Molecular Weight

HvGR Host versus Graft Reaction

ICHH Immunocompetence Handicap Hypothesis
IDC Interdigitating Cell

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IS Immunsystem

ITB Integrierte Tierarztliche Bestandsbetreuung
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Abkiirzung, Symbol Bedeutung
kDa Kilo Dalton
KGW Kdrpergewicht
LEM Leukocyte-Endogenous Mediator
LPS Lipopolysaccharid
MAC Membrane Attack Complex
MALT Mucosa Associated Lymphoid Tissue
MASP MBL-associated serine protease
MBL Mannan binding lectin
Mg Magnesium-lonen
MHC Major Histocompatibility Complex
mi Milliliter
MLR Mixed Lymphocyte Reaction
MP Makrophage
MPA Myeloperoxidase-Aktivitat
ms Millisekunde
NaCl Natriumchlorid
NK-Cells Natural Killer Cells
0.J. ohne Jahreszahl
OAS Oligoadenylat-Synthetase
p Signifikanz
PAS Periodic Acid-Schiff; Periodsaure - Schiff -Reaktion
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PCR Polymerase Chain Reaction
pH Sauregrad
PHA Phythéamagglutinin
PPLO Pleuropneumonia-like Organism, Mykoplasmen
PRR Pattern Recognition Receptor
RAG Recombinase Activating Gene
RaRF Ra-reactive factor
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RFS Reptile Fitness Score; Reptilien-Fitness-Score
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Abkiirzung, Symbol

Bedeutung

S Sedimentationskoeffizient
S1 bis S14 Studiengruppe 1 bis 14
slg Surface Immunoglobulin
SPF Specific Pathogen Free
SRBC Sheep Red Blood Cells
Syn. Synonym

TCR T Cell Receptor

TH T Helper Cell

Tul T Helper 1

T2 T Helper 2

TNF Tumornekrosefaktor

URL Uniform Ressource Locator
uv Ultraviolett

VDJ Variable Diversity Joining
VS1 Vorstudiengruppe 1

VSV Vesicular Stomatitis Virus
Z.B. zum Beispiel
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8.2 Liste der lateinischen und d eutschen Speziesnamen

Tabelle 36: Wissenschaftliche und deutsche Namen der im Text vorkommenden Spezies

Lateinischer Name Deutscher Name Bemerkung
Squamata Schuppenkriechtiere Ordnung
Serpentes Schlangen Unterordnung

Boa constrictor Abgottschlange
Elaphe climacophora Inselnatter Syn.: Japan Kletternatter

Liasis fuscus

Braune Wasserpython

Natrix maura

Vipernnatter

Psammophis schokari

Schokari Sandrennnatter

Syn.: Forskal's oder Schlanke

Sandrennnatter

Psammophis sibilans Gestreifte Sandrennnatter
Python molurus Tigerpython
Python regius Konigspython
Python reticulatus Netzpython
Spalerosophis diadema Diademnatter
Thamnophis sirtalis Strumpfbandnatter

Sauria Echsen Unterordnung

Acanthosaura capra

Griuner oder Viethamesischer
Nackenstachler

Syn.: Winkelkopfagame

Agama agama

Siedleragame

Agama atricollis

Blaukehlagame

Agama caudospinosum

Stachelschwanzagame

Agama stellio

Hardun, Europaische Agame,
Schleuderschwanzagame

Jetzt: Laudakia stellio

Amblyrhynchus cristatus

Meerechse

Basiliscus vittatus

Streifenbasilisk

Bronchocela jubata

Griine Baumagame

Friher: Calotes jubata
Syn.: Grine Schonechse

Callisaurus draconoides

Zebraschwanzleguan

Syn.: Gitterschwanzleguan

Calotes versicolor

Indische Schoénechse
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Lateinischer Name

Deutscher Name

Bemerkung

Chalcides chalcides

Erzschleiche

Chalcides ocellatus

Gefleckter Walzenskink

Chamaeleo chamaeleon

Gewohnliches Chamaéaleon

Crotaphytus collaris

Bunter Halsbandleguan

Syn.: Blauer Halsbandleguan

Elgaria multicarinata

Sudliche Krokodilschleiche

Eumeces latiscutatus

Japanischer Funfbéanderskink

Eumeces schneideri

Berberskink

Gehyra variegata

Baum Dtella

Gekko gekko

Tokeh, Tokee

Gerrhosaurus major

Sudan Schildechse

Hemidactylus flaviviridis

Indischer Hausgecko

Iguana iguana

Gruner Leguan

Lacerta agilis

Zauneidechse

Lacerta lepida

Perleidechse

Lacerta viridis

Smaragdeidechse

Lacerta vivipara

Waldeidechse

Jetzt: Zootoca vivipara

Mabuya brevicollis

Kurzhals-Mabuye

Mabuya quinquetaeniata

Afrikanische Blauschwanz-
Mabuye

Ophiosaurus apodus

Scheltopusik

Physignathus cocincinus

Griine Wasseragame

Rhacodactylus leachianus

Riesengecko

Sauromalus obesus

Chuckwalla

Sceloporus occidentalis

Westlicher Zaunleguan

Syn.: Westl. Stachelleguan

Sceloporus variabilis

Veranderlicher Zaunleguan

Syn.: Veranderl. Stachelleguan

Scincus scincus

Apothekerskink

Tarentola annularis

Riesen Mauergecko

Tiliqua rugosa Tannenzapfenechse Syn.: Stutzechse
Uromastyx aegyptia Agyptische

Dornschwanzagame
Varanus niloticus Nilwaran
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Testudines

Schildkréten

Ordnung

Agrionemys horsfieldii

Vierzehen-, Steppen- oder
Russische Landschildkrote

Neuerdings wieder: Testudo
horsfieldii

Chelonia mydas

Suppenschildkréte

Syn.: Griine Meeresschildkrote

Chelus fimbriatus

Matamata

Syn.: Fransenschildkréte

Chelydra serpentina

Schnappschildkréte

Chrysemys picta

Zierschildkrote

Emys orbicularis

Européische Sumpfschildkrote

Gopherus agassizii

Kalifornische Gopherschildkrote

Graptemys kohnii

Mississippi Hockerschildkréte

Artstatus umstritten; Syn.:
Kohn's Hockerschildkréte

Mauremys caspica

Kaspische Bachschildkrote

Mauremys japonica

Japanische Wasserschildkréte

Syn.: Jap. Sumpfschildkrote

Testudo graeca

Maurische Landschildkrote

Testudo hermanni

Griechische Landschildkrote

Testudo marginata

Breitrandschildkrote

Trachemys scripta (elegans)

(Rotwangen)-
Schmuckschildkéte

friher: Pseudemys scripta
(elegans)

Trionyx gangeticus

Ganges Weichschildkrote

Chrysemys dorbignih

Buchstaben-
Schmuckschildkrote

jetzt: Trachemys dorbigni

Crocodylia

Krokodile

Ordnung

Alligator mississippiensis

Mississippi Alligator

Alligator sinensis

China Alligator

Caiman crocodilus

Krokodilkaiman

Syn.: Brillenkaiman

Crocodylus porosus

Leistenkrokodil

Crocodylus siamensis

Siam Krokodil

Caiman crocodilus yacare

Sidlicher Krokodilkaiman.,
Brillenkaiman

auch: Caiman yacare

Rynchocephalia

Brickenechsen

Ordnung

Sphenodon punctatus

Tuatara, Briickenechse

Seit 1989 zweite Art:
Sphenodon guntheri
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