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l. EINLEITUNG

Das feline Immunschwéchevirus (FIV) und das felisekamievirus (FeLV) sind
Erreger, deren Infektionen bei Katzen vielfaltig@spezifische Symptome
hervorrufen. Sie gehen mit unterschiedlichen Vésfmumen einher, die teilweise
schwerwiegende Folgen fur die infizierte Katze mmab®a die klinischen
Symptome bei beiden Infektionskrankheiten meistcklugine Schwéachung des
Immunsystems und die dadurch resultierenden Sekunfieldionen
hervorgerufen werden, ist es nicht mdglich, einagdose klinisch zu stellen. Aus
diesem Grund sollte jede Katze auf eine evtl. egdnde FIV- und FelLV-
Infektion getestet werden. Als bevorzugte Scredestg werden Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELI$A und Immunochromatografie-Testsysteme

verwendet, von denen sich eine Vielzahl auf demkiaefinden.

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) werden nicht zuur Diagnose verwendet
sondern auch, um den Verlauf der Infektion zu leslert. Der Verlauf des Virus-
Loads bei experimentell FIV-infizierten Katzen gmtsht dem von Menschen, die
mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) infiziemt sind. Zuséatzlich stellt
der Virus Load einen Marker fir den prognostiscAesgang der HIV-Infektion

dar.

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Diagnose B&/- und FelLV-Infektion.
In diesem Rahmen wurden zwei Studien durchgefiihder ersten Studie galt es,
einen neuen Schnelltest mit dem in Europa im Momant haufigsten
verwendeten Test im Hinblick auf Sensitivitat, Sfig# sowie positive und
negative pradikative Werte zu vergleichen. Der BAusa&nhang zwischen
Provirus- und Virus-Load und dem Gesundheitszusthaed nattrlich FIV-
infizierten Katzen wurde in der zweiten Studie wsiwieht. Dazu wurden bei 49
naturlich infizierten Katzen das Wohlbefinden und debensqualitdt mit dem
modifizierten Karnofsky-Index bestimmt und diesescth quantitative TagMan

real-time PCR ermittelten  Provirus- und  Virus-Loadverglichen



Il. Literaturiibersicht 10

. L ITERATURUBERSICHT

1. Diagnose der felinen Immunschwachevirusinfektion

Das feline Immunschwéchevirus (FIV) wurde 1986raeds von PEDERSEN und
Mitarbeitern in Petaluma, Kalifornien isoliert (PERSEN et al., 1987). In einer
Kolonie von 43 Katzen verstarben in einem Zeitrakon vier Jahren (1982 bis
1986) elf dieser Tiere. Aus den kranken Katzen wueth Virus isoliert, das
zunachst aufgrund seiner Fahigkeit, Lymphozyten infizieren, als T-

lymphotrophes Lentivirus bezeichnet wurde. Spaterde es aufgrund seiner
Eigenschaft, das Immunsystem zu schwéchen undrdgbereinstimmungen mit
dem humanen Immunschwéchevirus (HIV) in | felin@esmunschwachevirus®
umbenannt. Bald nach seiner Entdeckung wurde dassVauch in anderen
amerikanischen Bundesstaaten sowie in Kanada uncEuropa gefunden
(GRUFFYDD-JONES et al., 1988; HARBOUR et al., 1988ITZ et al., 1988;

YAMAMOTO et al., 1989). Inzwischen ist bekannt, gdaSIV in Hauskatzen
weltweit endemisch ist. Antikbrperpravalenzen samkem dabei stark, abhangig
von Alter, Geschlecht und Gesundheitszustand ddeeaund geografischer
Region, mit Pravalenzen von 1 % bis 40 % (PEDERS&Nal., 1987;

HARTMANN, 1998).

Die sichere Diagnose einer FIV-Infektion spielt eeivichtige Rolle, da die
Identifizierung und Trennung von FIV-positiven Keitz als die effektivste
Methode gilt, um Neuinfektionen zu verhindern (LEW&t al., 2008b). Eine
Vielzahl von direkten und indirekten Nachweisver&@&hstehen zur Diagnose zur
Verfugung. Empfohlene Screening-Tests, die in deaxiB direkt angewandt
werden konnen, sind Enzyme-linked immunosorbentaysss(ELISA) oder
ELISA-ahnliche Immunochromatografietests (LEVY ¢t, 2001). Als weitere
indirekte Nachweismethoden stehen Western Blotderdimmunfluoreszenztest
(IFT) zur Verfugung. Der Western Blot gilt als Gsldndard zum Nachweis von
Antikérpern gegen FIV und wird als Referenzmethet®esetzt (LUTZ et al.,
1988; EGBERINK et al., 1992).

Die Virusisolation und die Polymerase-Kettenreakti®CR) gehéren zu den
direkten Nachweisverfahren. Die Virusisolation eghght den Nachweis von

vermehrungsfahigem Virus in der Zellkultur, ist Bbsehr zeit- und
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arbeitsaufwandig und wird deshalb nicht mehr inRleuatinediagnostik eingesetzt
(LEVY et al., 2008b). Die PCR stellt eine sehr s&resund spezifische Methode
dar, kann aber ebenfalls nicht in der Praxis dutitgt werden (CRAWFORD &
LEVY, 2007b). Durch die Einfihrung von real-time R@urde es mdglich, FIV-
Provirus und Virus zu quantifizieren (PISTELLO &t 4994; DIEHL et al., 1995;
VAHLENKAMP et al., 1995).

1.1. Direkter Erregernachweis

Seit in einigen Landern FIV-Impfstoffe eingefuhrurden, gewinnen direkte
Erregernachweisverfahren, wie PCR und Virusisoligrugro3e Bedeutung, da
ein positives Testergebnis nur durch eine Infektiod nicht durch eine Impfung
hervorgerufen werden kann. Diese Verfahren ermibgficden Nachweis von
infektiosem Virusgenom bzw. Virus und sind daherhrsespezifisch
(CRAWFORD & LEVY, 2007b).

1.1.1.  Virusisolierung

Nach einer Infektion persistiert FIV lebenslang Kidrper einer infizierten Katze
und kann mittels Virusisolierung nachgewiesen werd&HIDA et al., 1989;

YAMAMOTO et al., 1989). Unter Laborbedingungen glieses Verfahren noch
immer als Goldstandard des direkten Erregernackeseisbwohl es zeit- und
kostenintensiv und kommerziell nicht erhaltlich (sEVY et al., 2008b). In der
asymptomatischen Phase der FIV-Infektion kdnnen deginger Virusmenge
falsch negative Ergebnisse auftreten. Jedoch kd&nm ader frihen Phase der
Infektion bereits Virus nachgewiesen werden, noetob Antikdrper vorhanden
sind (HOSIE et al., 1989; PEDERSEN et al., 1989NDEKAR et al., 1992).

Um Virus in der Zellkultur nachzuweisen, werdenipleere Blutlymphozyten
(PBL) mit Lymphozyten von gesunden Katzen in eifdedium kultiviert. Nach
sechs bis vierzehn Tagen tritt, bei Anwesenheit Vinus, in der Kultur ein
zytopathischer Effekt auf, und anschlie3end deltatekein (HOSIE et al., 1989).
Weitere Hinweise auf eine FIV-Infektion sind dasfi#eten von ballonierender
Degeneration, Riesenzell- und Synzytiumbildung (ERBSEN et al., 1987). Die
Virusprasenz kann durch Messung der Reversen Triptese-Aktivitat
(PEDERSEN et al., 1987), durch Nachweis p@d-Antigen im ELISA (TILTON
et al., 1990), durch Nachweis von intrazellular@@4 im IFT oder mittels

optischer Darstellung von FIV unter dem Elektronémoskop bestétigt werden
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(LUTZ et al., 1980; HOSIE & JARRETT, 1990; HARDY &UCKERMAN,
1991; HOSIE et al., 2009).

Die Messung der Reversen Transkriptase- (RT-) Attivgalt friher als
Standardmethode, um die Vermehrung von Retrovirender Zellkultur
nachzuweisen (PEDERSEN et al., 1987). Das Prinagielt auf dem Einbau von
radioaktiv markierten Nukleinsauren in die von deeversen Transkriptase
synthetisierten  Nukleotide, unter Verwendung von -Migen und
Oligonukleotiden. Die Messung der dadurch entstaedeRadioaktivitat erfolgt
mithilfe eines Szintillationszahlers; sie verhatthsproportional zur RT-Aktivitat
und damit zur Virusmenge. In den letzten Jahrerdenmialternative Methoden zur
RT-Aktivitatsmessung ohne Verwendung von radioativisotopen entwickelt
(SUZUKI et al., 1993; SAITO et al.,, 1997). SUZUKhd Mitarbeiter (1993)
erstellten fur die HIV-Diagnostik einen poly A-liad colorimetric Reverse
Transkriptase Assay (PAC-RT). Dieses Verfahrerséstsitiver als die Messung
der RT-Aktivitat und bendtigt keine radioaktiverotigpe (SUZUKI et al., 1993).
Fur die FIV-Diagnostik wurde diese Methode von S@ITund Mitarbeitern
(1997) modifiziert (SAITO et al., 1997).

Heute verwendet man fir den Nachweis von FIV in delikultur meist einen
ELISA, in dem p24-Antigen mithilfe von monoklonalen Antikérpern
nachgewiesen wird. Dagore-Protein p24 wird bei der Virusvermehrung
produziert und reichert sich sowohl in den Zellé&hauch im Kulturmedium an.
Bereits vier Tage nach Infektion einer Zellkultuit iV kannp24 nachgewiesen
werden (SIEBELINK et al., 1990). Der Nachweis vofV Fnittels Antigen-
ELISA ist sensitiver als der Nachweis der RT-Aktiti(TILTON et al., 1990).

Zusammenfassend zahlt die Virusisolation zu deneiRektests in der FIV-
Diagnostik und ermdglicht als einziges Verfahren tiachweis von infektiosem
Virus (CRAWFORD & LEVY, 2007b; HOSIE et al., 2009ie Nachteile des
Verfahrens liegen im hohen Zeit- und Kostenaufwaaddass die Virusisolation
heute nur noch als Goldstandard des direkten HEmagbweises unter
Laborbedingungen eingesetzt wird (LEVY et al., 2008

1.1.2.  Antigennachweis
Der FIV-Antigennachweis spielt eine untergeordneteolle in der

Routinediagnostik der FIV-Infektion, da die Antigeenge im Blut infizierter
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Katzen sehr gering ist. Er wird hauptsachlich zuatiNveis vorp24-Antigen in
der Zellkultur und in Geweben eingesetzt (TILTONakt 1990; LOMBARDI et
al., 1994). Das Prinzip dieser Methode beruht asfBindung vonp24-Antigen
aus Testseren an monoklonale Antikorper, die voaléreiner Oberflache fixiert
wurden. Die dabei entstandenen Antigen-Antikdrperriglexe konnen durch
eine Antikdrper-vermittelte Farbreaktion sichtbanmacht werden (TILTON et
al., 1990; LOMBARDI et al., 1994).

1.1.3. Nachweis des Virus-Genoms

Die PCR wurde von Kary Mullis entwickelt und erstmam Jahre 1985 von
SAIKI und Mitarbeitern beschrieben (SAIKI et al985; MULLIS et al., 1986).
Sie diente anfangs zur Amplifizierung von mensdidic R-Globin-DNA-
Sequenzen zur pranatalen Diagnose der SichelzeHeama. Die PCR stellt heute
eine wichtige Methode in der Infektionsdiagnostde dind gilt auch in der FIV-
Diagnostik als sehr sensitive und spezifische Md¢hodie den qualitativen und
quantitativen Nachweis von FIV-infizierten Zellenmi Blut ermdéglicht
(CRAWFORD et al., 2005; CRAWFORD & LEVY, 2007b; H®Set al., 2009).
Bei manchen PCR-Assays liegt die Nachweisgrenzeibdis zehn viraler DNA-
Fragmente. Damit ist die Methode sensitiver alseamddiagnostische Tests
(LEUTENEGGER et al., 1999). Die hohe Sensitivitahk allerdings auch durch
Kontamination mit nur geringen DNA-Mengen zu falgobsitiven Ergebnissen
fihren (HARTLEY & RASHTCHIAN, 1993; BASTIEN et al2003; BORST et
al., 2004). Schlechte Probenqualitat, UnterschiedBrimer- und Virussequenz
und eine zu geringe Virusmenge kdnnen zu falsctatnemn PCR-Ergebnissen
fihren (CRAWFORD & LEVY, 2007b).

Durch die Einfihrung von FIV-Vollvirusvakzinen imngyen Landern hat die PCR
in der FIV-Diagnostik an Bedeutung gewonnen. Bemgdten Katzen kommt es
zu einer raschen und persistierenden Antikorpedéikioon. Kommerziell

erhaltliche ELISA und Western Blot konnen diese ikadrper nicht von

Antikorpern differenzieren, die nach einer Infektiogebildet wurden

(CRAWFORD et al., 2005). Die PCR dagegen ermogladn Nachweis von
DNA-Sequenzen aus dem Virusgenom, die nur bei Rfizierten und nicht bei
geimpften Katzen vorhanden sind (LUTZ et al., 1999YY et al., 2008b).
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1.1.3.1. Herkdmmliche Polymerase-Kettenreaktion

Das Prinzip der PCR ist die wiederholte SyntheseesiDNA-Bereichs zur
exponentiellen Vervielfachung einer spezifischergugmz. Diese sogenannte
Amplifizierung erfolgt mithilfe einer hitzestabileRolymerase des Bakteriums
Thermus aquaticus, der Tag-Polymerase. Die zur Amplifizierung ausgele
DNA-Sequenz wird durch ein Primerpaar flankiert uddvon ausgehend
abgeschrieben (LOTTSPEICH et al., 2006).

1.1.3.2. ,,Nested” Polymerase-Kettenreaktion

Das PCR-Verfahren wurde in den letzten Jahren komrlich verbessert und
modifiziert. Die Methode der ,,single® PCR (HOHDAUSet al., 1992) wurde
durch ein zweites Primerpaar erweitert, indem dagre Primerpaar nur an das
erste Amplifikationsprodukt bindet, wenn das aul3Eramerpaar die korrekte
Sequenz amplifiziert hat. Dadurch wird die Ausgabd$A in zwei unabh&ngigen
PCR-Ablaufen sukzessive amplifiziert. Dieses Veréah wird als ,,nested”
(verschachtelte) PCR bezeichnet (LOTTSPEICH e806). Durch den Einsatz
von zwei Primerpaaren ist die Spezifitat des Vadah verbessert (KEMP et al.,
1989; ALBERT & FENYO, 1990; RIMSTAD et al., 1990;IMSTAD &
UELAND, 1992).

1.1.3.3. Kompetitive Polymerase-Kettenreaktion

Der erste Schritt zur Quantifizierung von proviralElV-DNA wurde mit
Einfuhrung der kompetitiven PCR gelegt (PISTELLCakf 1994; DIEHL et al.,
1995; VAHLENKAMP et al.,, 1995). Bei dieser Methodeird der zu
quantifizierende Abschnitt des FIV-Genoms mit einemgenannten Kompetitor,
einem artifiziellem klonierten Standard in bekammeisgangskonzentration, in
einem PCR-R6hrchen koamplifiziert. Damit wird sigjestellt, dass beide DNA-
Abschnitte unter den gleichen thermodynamischen h&arissen und
Amplifizierungsmoglichkeiten vervielfaltigt werdefMENZO et al., 1992;
SIEBERT & LARRICK, 1992). Da der zusatzlich verwetel Standard mit
demselben Primer wie die Zielsequenz koamplifiziesitd und somit das
eigentliche Target ,,mimt“, wird er auch als ,,mifaFragment bezeichnet. Das
,mimic“-Fragment wird in vitro synthetisiert und besitzt idealerweise die
identische Lange wie die Zielsequenz. Im Anschharsslie Amplifikation ist die

Auftrennung und Analysierung mittels differenzielldybridisierung oder durch
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unterschiedliche Restriktionsschnittstellen moglic®TTSPEICH et al., 2006).

Aufgrund der unterschiedlichen DNA-Ausgangsmengemit es durch die
Amplifizierung zu unterschiedlichen Verhéltnissemisthen ,,mimic“-Fragment
und zu untersuchender Probe. Konkurrenzen beidelsefjuenzen treten vor
allem dann auf, wenn sich die eingesetzten Probegemeum mehr als drei bis
vier GroRenordnungen unterscheiden. Die zu untkewe Probe wird in etwa
vier gleiche Aliquots aufgeteilt und in jedes dresAliquots wird eine

zunehmende, bekannte Menge an ,,mimic"“-Fragmerdgalzen. Im Anschluss an
die Amplifikation werden gleiche Teile des Amplilkonmit der jeweils

spezifischen Sonde hybridisiert und deren Signakgeg die bekannte
Ausgangskonzentration des ,,mimic“-Fragments atdgen. Am dadurch
entstandenen Schnittpunkt beider Kurven (point afuivalence) ist die
Ausgangskonzentration der untersuchten Probe ablgdfl®TTSPEICH et al.,
2006).

Die kompetitive PCR besteht aus vielen einzelneakRensschritten, die zum
einen aufwéandig sind und zum anderen eine hohehGdir Kontamination und
Ungenauigkeit mit sich bringen. Zudem ist nur dieté&Jsuchung einer geringen
Probenanzahl mdglich (CLEMENTI et al., 1993). Dientpetitive PCR wurde

heute von der quantitativen ,,real-time* PCR abgfelo

1.1.3.4. Quantitative ,,real-time” Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative ,real-time* PCR st eine Vervitigungsmethode fir

Nukleinséduren, die auf dem Prinzip der herkbmmiicheCR beruht, aber
zusatzlich, wie die kompetitive PCR, die Quantédizing der gewonnenen DNA
ermoglicht. Das Verfahren wird als ,,real-time* Y&mren bezeichnet, da die
Anzahl der Amplifizierungen noch wahrend des Remddablaufes (in ,,Echtzeit”)
bestimmt werden kann und keine weiteren Reaktidmigse zur Quantifizierung

nach Ablauf bendétigt werden. Zudem entfallt die estdaufwendige Gel-

Auftrennung der PCR-Produkte (LOTTSPEICH et alQ&0

Zusatzlich zu den beiden Primern, einem vorwértsnhd u einem

rickwartsgerichtetem, befindet sich eine fluoregmgarkierte Sonde im PCR-
Gefal3, die sogenannte ,,TagMan-Sonde“, die sicli@arZielsequenz zwischen
den beiden Primern anlagert. Bei der Sonde hamdekich um kurzes DNA-

Fragment, die an einem Ende mit einer Fluoreszerkienang und am anderen
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Ende mit einem Quencher (z. B. Rhodaminderivat)kiadrist. Die Lokalisation
der beiden Markierungen ist so gewahlt, dass befrdeen Sonde das emittierte
Licht vom Fluoreszenzfarbstoff durch den QuencHesogbiert wird. Liegt die
Sonde im ungebundenen Zustand vor, kann kein Sigerlessen werden. Sie
binden wahrend der Amplifizierungsschritte an die kopierende Sequenz
zwischen den beiden Primern. Ein Quencher hat dghigkeit, die
Fluoreszenzaktivitat des Reporterfarbstoffes abméa, solange er mit ihm
verbunden ist. Dies erfolgt in der freien Form dudie 5’-Nucleaseaktivitat-
katalysierte Abspaltung des Quenchers. Im Verlarf Amplifizierung werden
beide Primer mittels Tag-Polymerase so weit veeéingdois sie auf die Sonde
treffen. Das Verfahren nutzt an dieser Stelle di&f=xonuklease-Aktivitat der
Polymerase, die Sonden bei der Synthese des Gegyayet am 5’-Ende zu
trennen; dabei entfernen sich Quencher und Repamttstoff voneinander. Bei
diesem Schritt kann ein Reporterfluoreszenzsigmal Ende der Elongation in
jedem Zyklus gemessen werden. Mit diesem Schiitsichergestellt, dass ein
Fluoreszenzsignal nur entsteht, wenn es zur Véaliglung der DNA-Sequenz
gekommen ist. Das heildt, bei diesem Verfahren wmidht mehr das
Amplifikationsprodukt nach der Amplifikationsreaduti gemessen
(Endproduktbestimmung), sondern die kontinuierlich@ildung der
Amplifikationsprodukte wahrend aller PCR-Zyklen [(Ezeitbestimmung). Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei direkt von der tinsglichen DNA-Menge
abhangig und kann mithilfe eines Fluorometer geeresserden. Die dabei
ermittelte Messgrol3e, def-@Vert, gibt an, von welchem PCR-Zykus an sich ein
messbares Signal oberhalb des Schwellenwertes slithic§ befand. Zur
quantitativen Bestimmung der Kopienzahl in der tsiehten Probe werden
Koamplifikationen der Zielsequenz mit internen $tamls bekannter Kopienzahl
oder entsprechende Eichkurven mit externen Stasdarderwendet
(LOTTSPEICH et al., 2006).

Durch die Einfuhrung der TagMan real-time PCR stabinh eine schnelle,
einfache und zuverlassige Methode zur VerfigungPuavirus- und Virus-Load
zu quantifizieren (LEUTENEGGER et al., 1999). Daserfdhren ist
kostenginstig, ideal um grofRe Probenmengen zubeatan und bendtigt keine
Postamplifikationsschritte (KLEIN et al., 1999). #yound der hohen Sensitivitat
kann es durch Kontamination zu falsch positivenelBrgssen kommen. Diese
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konnen allerdings nur bei der Probenverarbeiturigteimen, da keine Schritte im
Anschluss an die Amplifizierung mehr notig sind @N et al., 1999). Dadurch
ist das Risiko geringer als bei herkbmmlicher PORe Quantifizierung
funktioniert sehr zuverlassig, wenn nur ein Iseatwendet wird, wie es z. B. bei
Impfstoffstudien der Fall ist. Bei der Untersuchumgn FIV-Isolaten von
natdrlich infizierten Katzen, die aus unterschiguin Regionen stammen und mit
verschiedenen FIV-Subtypen infiziert sind, kannflgaaur ein Teil der Proben
quantifiziert werden. Negative Ergebnisse konnemtludie Diskrepanz zwischen
Sonde oder Primer und der proviraler DNA oder eiraRNA entstehen. Eine
weiter Ursache fur negative Ergebnisse sind Virngkaotrationen unter der
Nachweisgrenze (KLEIN et al., 1999; LEUTENEGGERikt1999).

Zusammenfassend steht mit der TagMan real-time R@RR Methode zur
Verfigung, die es ermdglicht, Provirus- und Virusads zu quantifizieren und
dabei die hohe Sensitivitat und Spezifitat der eaden PCR-Verfahren
beizubehalten (KLEIN et al., 1999; LEUTENEGGER let 8999).

1.1.3.4.1Bedeutung von Provirus- und Virus-Load in der Humarmedizin

Seit der Entdeckung der HIV-Infektion bestehen Bleuamgen, prognostische
Parameter zu entwickeln, um Voraussagen Uber daangchreiten der HIV-
Infektion und die Uberlebenszeit abgeben zu konAemlere Anzeichen fir das
Voranschreiten der Infektion sind klinische Sympéoond eine Erniedrigung der
CD4'-Zellen (FAHEY et al., 1990; STEIN et al., 1992; GER et al., 1996). In
den letzten Jahren konnte in verschiedenen Stugézeigt werden, dass der
Virus-Load, gemessen in Plasma oder Serum, eiragakgiftiger prognostischer
Marker fir den Infektionsverlauf bei HIV-infizieme Patienten ist
(KATZENSTEIN et al., 1996; MELLORS et al., 1996; MEORS et al., 1997).
Die gleichzeitige Bestimmung von Virus-Load und CEllzahl ermdglicht es
eine noch spezifischere Prognose tber den Austludehden Tod durch AIDS zu
geben (VLAHOV et al., 1998).

1.1.3.4.2Bedeutung von Provirus- und Virus-Load in der Tiermedizin

Die FIV-Infektion bei Katzen und die HIV-Infektiobei Menschen fiihren zu

ahnlichen Krankheitsbildern. In beiden Fallen komnes zu einem

kontinuierlichen Verlust der CD4ellen zu einer Immunsuppression und
dadurch zum Auftreten von opportunistischen Infakén (ISHIDA et al., 1989).
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In den letzen Jahren wurde die Pathogenese derlrff@ition mithilfe der
Bestimmung der Plasma-Virus-RNA-Konzentration gemawntersucht (DIEHL
et al., 1995, 1996; GOTO et al., 2000; GOTO et2002). Die Studien wurden
hauptsachlich an experimentell infizierten Katzemrctigefihrt. DIEHL und
Mitarbeiter (1995) fanden eine Korrelation zwiscleémem hohen Virus-Load im
Plasma und der akuten Phase der FIV-Infektion (IEtal., 1995). Eine frihe
Viramie in Form eines Peaks tritt ein bis drei Wechnach Infektion auf,
nachdem der Virus-Load wieder absinkt. Zudem wuette signifikant hoherer
Plasma Virus-Load bei experimentell infizierten Xat beobachtet, deren FIV-
Infektion insgesamt rascher voranschritt, als beitzkn, die eine langere
Uberlebenszeit aufwiesen (DIEHL et al., 1996). GOm@ Mitarbeiter (2000)
untersuchten die durchschnittliche Plasma-Virus#€mtration von naturlich
infizierten Katzen mittels RT-PCR und zeigten, datex durchschnittliche
Plasma-Virus-Load im AIDS-Stadium signifikant hol&rals bei Katzen im AC-
und ARC-Stadium. Zudem war die Hohe der ermitteRMA-Konzentrationen
bei Katzen im AIDS-Stadium vergleichbar zu den RK@éazentrationen von
Menschen im AIDS-Stadium (PIATAK et al., 1993a; MEDRS et al., 1996;
SAAG et al., 1996). Beim Ubergang von der ARC- i@ AIDS-Phase wurde ein
Absinken der viralen RNA-Konzentrationen beoback@DTO et al., 2000). In
einer Studie wurde gezeigt, dass die RNA-Konzeotmah bei natirlich
infizierten Katzen einen Marker fur die Schwachudgs Immunsystems
darstellen (GOTO et al., 2002).

1.2. Indirekter Erregernachweis

Die indirekten Nachweismethoden der FIV-Infektiorisen Antikérper gegen
virusspezifische Proteine nach. Bei der FIV-Infeltider Katze handelt es sich
um eine lebenslange Infektion. Antikérper sind den meisten Katzen in allen
Phasen der FIV-Infektion nachweisbar (YAMAMOTO ¢t 4988; PEDERSEN

et al., 1989). Meist sind bereits zwei bis vier We nach Infektion messbare

Antikorperspiegel erreicht (Yamamoto 1988, O’Conh989).

Die ersten Antikorper, die gebildet werden, richtesich gegen das
Oberflachenantigegp20 und das Innenkdrperprotgi24 (YAMAMOTO et al.,

1988; O'CONNOR et al., 1989; HOSIE & JARRETT, 1999ach vier bis acht
Wochen ist auch der Nachweis von Antikérpern mdyglicie gegen das
(Transmembranprotein-) TM- Protegp40 gebildet werden. Diese Antikorper
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erreichen bis in die Endphase der Infektion messthaer (HOSIE & JARRETT,
1990).

Als Goldstandard hat sich Western Blotting etabl{&GBERINK et al., 1991;
HARDY & ZUCKERMAN, 1991). ELISA sowie die auf ahchem Prinzip
beruhende Immunochromatografietests weisen Antédrp gegen
Transmembranproteine nach, ersteres Verfahren zulletlorper gegenp24
(HOSIE et al., 2009). Diese Verfahren sind als &ttest kommerziell erhaltlich
und werden zur Routinediagnostik in der tierarhttic Praxis eingesetzt
(HARTMANN et al., 2001; HARTMANN et al., 2007).

In der Frihphase der Infektion oder im Endstadiwnrclkl Zusammenbruch des
Immunsystems kann ein Antikdrpernachweis bei FI'gé{peen Katzen aufgrund

von nicht messbar niedrigen Antikdrperspiegeln tiegausfallen. Bei Welpen,

die jinger als sechs Monate sind, kdnnen mateval&orper, die bis zu sechs
Monate nach der Geburt persistieren, ein positiVestergebnis verursachen
(PEDERSEN et al., 1989).

1.2.1. Enzyme-linked immunosorbent assay

Der ELISA gehort neben dem Radioimmunoprazipitatémsay (RIPA) zur
Gruppe der Immunoassay-Verfahren. Bei einem ELISAdelt es sich um ein
immunologisches Nachweisverfahren, das auf eingymeatischen Farbreaktion
basiert. Die meisten ELISA beinhalten eine festaseh auf der Antigen oder
Antikorper fixiert sind. An einem der beiden Komgmten ist ein Enzym
gekoppelt, um den Ablauf der Reaktion sichtbar acimen. In den meisten Féllen
wird hierfir Meerettich-Peroxidase oder alkaliséHesphatase verwendet. Nach
Zugabe zum Reaktionsgemisch kann das gekoppeltgdas passende Substrat
umsetzen. Durch den dabei entstehenden Farbumsctagn das
Reaktionsprodukt nachgewiesen werden. Nach Zugaezul untersuchenden
Probe kann es zur Antigen-Antikérperbindung komnlem.Anschluss an einen
Waschschritt, um ungebundene Reagenzien zu emfermerden Enzym-
gekoppelte Antikérper zugegeben. Nach einem waeit&kkaschschritt wird das
dazugehorige Substrat zugegeben, um eine Antigedkperreaktion durch
Farbumschlag festzustellen. Dadurch kann die beereFIV-positive Probe
entstehende Farbverédnderung visuell oder photosubtribestimmt werden
(CRAWFORD & LEVY, 2007b).
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Die Firma IDEXX (Portland, Maine, USA) entwickeltd988 als Erste
kommerziell erhaltliche Testsysteme zum Nachweid-dé-Infektion. Zu diesem
Zeitpunkt waren zwei Testsysteme fir unterschigélierobenanzahlen erhaltlich.
Der Pet Check Test diente der Untersuchung von Einzelprobenarmbglichte
den Nachweis von Antikorpern gegen FIV mithilfe vamfgereinigten FIV-
Antigenen nach dem ELISA-Prinzip. Zusétzlich kondieses Testsystem das
Vorhandensein von FelLY27-Antigen nachweisen. Bei dem zweiten Testsystem
handelte es sich um den CEombo Test, der fiir die Untersuchung von
gréReren Probenmengen unter Laborbedingungen dwtitvivurde. Die Firma
IDEXX besald das Monopol fiir die Herstellung von HHVISA in den USA,
sodass lange Zeit nur der Pet CHealnd der CITE Combo Test erhaltlich
waren. Aus diesem Grund erfolgte der Nachweisp@ftAntikorpern in der FIV-
Diagnostik auch in Deutschland tber viele Jahres@hi®3lich mit diesen beiden
Testsystemen. Es stellte sich allerdings in eingh&von Studien heraus, dass
diese damals erhaltlichen ELISA-Tests der Firma XBEim Vergleich zu
anderen Testverfahren (z. B. Western Blot und &img geringe Sensitivitat und
Spezifitat aufwiesen (HOSIE & JARRETT, 1990; PEDHERE& BARLOUGH,
1991). Es gibt mehrere Griinde fir die aufgetretdaksth positiven Ergebnisse,
die zu einer niedrigeren Spezifitdt der Testsystéiheten. Zum Beispiel werden
in den ELISA-Tests FIV-Antigene verwendet, die iar dZellkultur hergestellt
wurden. Die mittels Dichtegradient aufgereinigtentigene wurden haufig mit
fotalem Kalberserum, das zur Verbesserung des delistums zugesetzt wurde,
oder mit Zellkulturbestandteilen, z. B. CrFK-Zellemn denen das Virus
angezuchtet wurde, kontaminiert (PEDERSEN & BARLQHJ@E991). Haufig
wird zur Impfstoffherstellung ebenfalls Kalberserurarwendet, sodass es im
Anschluss an eine Impfung zur Antikérperbildung kom Diese Antikorper
konnen ein unvollstandig gereinigtes Antigen in ddW-ELISA-Platten binden
und zu falsch positiven Ergebnissen fiihren (CALZ®U At al., 1995). Weitere
Fehlerquellen fur falsch positive Ergebnisse ehtste durch mangelhafte
Handhabung der Testsysteme durch ungeschultes rRérsdBekannte
Fehlerquellen sind unzureichendes Waschen, Nidéan der Reaktionszeiten,
ungenaues Pipettieren von Reagenzien und Serere stad Verwenden von
kalten Reaktionssubstanzen (HARTMANN et al., 1994).

Falsch negative Ergebnisse treten auf, wenn kemek@per gegermp24 gebildet
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werden, sondern ausschlie3lich Antikérper gegenpititeine. Die vorliegende
FIV-Infektion kann in diesem Fall mit ELISA-Testsgmen, die lediglich auf den
Nachweis von Antikérpern gegg24 beruhen, nicht erkannt werden und liefern
ein falsch negatives Ergebnis (EGBERINK et al., Z9BURUYA et al., 1992;
VERSCHOOR et al., 1993). Der in dieser Studie ventete ELISA, der SNAP
Kombi Plus FeLV Antigen/FIV Antibody Test, beinhetlizum Nachweis der FIV-
Infektion das Innenkérperproteip24 und das Hillglykoproteirgp40. Der
untersuchte  Anigéh Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kit, ein
Immunochromatografietest, setzt zum Nachweis vonV-Aitikdrpern
ausschlieRliclgp40 ein.

Aufgrund des hohen Anteils an falschen Ergebnisgaerden die ELISA-Tests
weiterentwickelt. 1992 brachte die Firma IDEXX aineerbesserten Pet Ché&ck
Test auf den Markt. Dieser Test beinhaltet aussBhth rekombinanteyag-
Proteine, die vonEscherichia coli (E. coli) exprimiert wurden. Durch die
Verwendung von rekombinanten Antigenen erhdhte diehSpezifitat deutlich
(MERMER et al., 1992). Nachfolgestudien belegerssdder weiterentwickelte
ELISA-Test eine bessere Ubereinstimmung mit deruRasn von Western Blot
und IFT aufweist (FURUYA et al., 19922007 erreichte der Pet Ch&cRnti
FIV Test im Vergleich zu anderen Testsystemen 8imesitivitat von 94,5 % und
eine Spezifitat von 100,0 % (HARTMANN et al., 2007)

In den darauffolgenden Jahren wurden die ELISASysseéme kontinuierlich
verbessert. REID und Mitarbeiter (1991) beschriebere ELISA-Variante, die
zum FIV-Antikdrpernachweis rekombinantgag-Proteine 24 und pl7)
einsetzte. Durch Verwendung des zusatzlichen Ansigeurden Spezifitdt und
Sensitivitat erhoht (REID et al., 1991).

Bei den friher verwendeten ELISA wurden gag-spezifische Antikorper (meist
p24 oderpl5) nachgewiesen. Neben dgag-spezifischen Antikorpern haben
auch Antikoérper gegen Hdullproteine, v. a. die, digegen das
Transmembranproteigp40 gerichtet sind, eine grof3e Bedeutung in der FIV-
Diagnostik, da einige Katzen ausschlief3lich Antdgir gegen diese bilden
(FURUYA et al., 1992; ADDIE et al.,, 2000). Das Tsamembranproteigp40
besitzt ein terminales immundominantes Epitop. BéV-positiven Katzen

werden Antikorper gegen diesen Transmembranansebildet, die Uber Jahre
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bestehen bleiben (YAMAMOTO et al., 1988; O'CONNCQRak, 1989; HOSIE &
JARRETT, 1990). Ein von RIMMELZWAAN und Mitarbeiter (1984)
beschriebener ELISA setzte diese Erkenntnisse wrentwickelte ein Verfahren,
das gleichzeitig Antikdrper gegegag- und env-spezifische Proteine nachweisen
kann (RIMMELZWAAN et al., 1994). CALZOLARI und Mitdeiter (1995)
verglichen die Sensitivitdt und Spezifitat von whisdenen Tests, die
unterschiedliche rekombinante Proteine verwendean@membran TM, Surface
SU, Capsid CA) (CALZOLARI et al., 1995). Die hoobstensitivitat (98 %) und
Spezifitat (96 %) erreichte der ELISA, der mit reMananten TM-Proteinen
beschichtet war. Dieses Ergebnis stimmt mit derb@ebtung Uberein, dass bei
experimentell infizierten Katzen Antikdrper gegehll-Proteine drei Wochen vor
den Antikérpern gegen SU- und CA-Proteine gebildetden (CALZOLARI et
al., 1995).

Derzeit verfiugbare ELISA-Testsysteme beruhen maistdem Nachweis von
Antikdrpern gegerp24- und oder das membranassoziigpd0-Protein. Gegen
diese beidergag-spezifischen Proteine werden bei den meisten Rfizierten
und bei mit Vollvirusvakzinen geimpften Katzen Aditrper in grofRer Menge
produziert (LEVY et al., 2008b).

1.2.2. Immunochromatografietest

Der Immunochromatografie-Schnelltest beruht aufemin ELISA-&hnlichen
Prinzip und hat sich in der Praxis als schnell wmfach durchzufiihrendes
Verfahren zum Nachweis der FIV-Infektion etabli@dCHIO et al., 1997). Die in
den letzten Jahren entwickelten kommerziellen Immechnomatografie-
Schnelltests far die Routinediagnostik beruhen aufeinem
immunchromatografischen ,,Sandwich“-System. Migilkeines synthetischen
Peptids, aquivalent zum immundominanten Epitop dp40-Transmembran-
Proteins, werden die FIV-Antikérper in einem pog&h Testserum gebunden. Die
dadurch entstandenen Antigen-Antikorper-Komplexedean auf der Membran
des Schnelltests weiter und werden durch membianxSekundarantikorper im
Ergebnisfenster des Testsystems fixiert. Durch BEmwykung oder durch
Akkumulation von Gold- und Latexpartikeln werden e digebundenen
Immunkomplexe dort in Form einer Bande sichtbar @gm Freies, nicht
gebundenes Peptid wandert weiter bis zur Kontrobzond wird dort nach dem
gleichen Prinzip sichtbar (Gebrauchsinformation FAS FIV, MegaCor,



Il. Literaturiibersicht 23

Osterreich).

In einer Studie von HARTMANN und Mitarbeitern (200Wurden sieben FIV-
und acht FeLV-Schnelltestsysteme fir den Praxisgedbr verglichen. Unter den
sieben FIV-Schnelltests befanden sich vier Immurmolatografie-Schnelltests,
der Fitnes$ Test (Synbiotics, USA), der FAST&gtMlegaCor, Deutschland), der
Duo Speefl Test (Bio Veto Test, Frankreich) und der M&pkiV Test (Biotech,
USA). Der Mapi€ FIV Test wurde aufgrund seines hohen Anteils agiiltigen
und schwierig interpretierbaren TestergebnissendmusStudie ausgeschlossen.
Die anderen Immunochromatografie-Tests liefertete girgebnisse und zeigten
vergleichbar hohe Werte fir Sensitivitat, Spezifgawie positive und negative
pradiktive Werte (HARTMANN et al., 2007).

Der Immunochromatografie-Schnelltest stellt heutbam dem ELISA das
weitverbreitete Verfahren dar, welches zur Routiagulostik der FIV-Infektion
eingesetzt wird. Sie wurden von den européischersay board on cat diseases
(ABCD-) Guidelines als Screeningtest fir die Roadiiagnose empfohlen
(HOSIE et al., 2009).

1.2.3. Western Blot

Das Verfahren des Western Blots wurde von TOWBIN Mitarbeitern (1979)
erstmals beschrieben (TOWBIN et al., 1979) und wed 1986 als Routinetest
fur den Nachweis des Humanen ImmundefizienzviruslVYH eingesetzt
(SCHUPBACH, 1986). Neben dem IFT gehorten Westeriot Bund
Radioimmunoassay zu den sensitivsten AntikrpeNaesverfahren (HARDY
& ZUCKERMAN, 1991) und gelten als Goldstandard zttachweis von FIV-
Antikorpern (LUTZ et al., 1988; HOSIE & JARRETT, 99 EGBERINK et al.,
1992). Der Western Blot ist daher ein sehr serestiund spezifisches
Nachweisverfahren, das kosten- und arbeitsaufwandtg allerdings den
parallelen Nachweis von Antikorpern gegen unteestiithe FIV-spezifische
Proteine erméglicht (EGBERINK et al., 1991; HARDYZJCKERMAN, 1991).
Das Prinzip des Western Blots beruht auf elektrogtscher Auftrennung von
Proteinen in Polyacrylamid-Gelen, die anschlieldemelektrischen Feld auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen werden (TOWBIN at, 1979). Zum
Nachweis von FIV-Antikérpern im zu untersuchendererugh werden

aufgereinigte denaturierte FIV-Proteine verwenhigttels Elektrophorese werden



Il. Literaturiibersicht 24

diese Proteine anhand ihres Molekulargewichts iml @sdgetrennt. Die im
folgenden Schritt auf die Nitrozellulosemembranrtiagenen Proteine dienen als
Test-Antigen fur die im zu untersuchenden Serunhaodenen FIV-Antikdrper
(Primarantikérper). Dadurch fuhrt es zur Bildungnva@ntikérper-Antigen-
Komplexen. Nach Zugabe des Serums wird mit antzlegekonjugat (z. B.:
Ziegen-lgG-Anti-Katze-IgG) ein vorhandener FIV-Agirper markiert. Dieser
Enzym-gekoppelte Sekundéarantikorper dient zum Nachder Immunkomplexe
nach Substratzugabe. Das an den Sekundarantikdypkoppelte Enzym
Peroxidase vermittelt eine Farbreaktion durch Ums®l des Substrates (4-
chloro-1-naphtol). Das entstehende Bandenmustet A@ildfschluss Uber die
Antikorper, die in der Katze gebildet wurden (EGBER et al., 1991).

1.2.4. Radioimmunoprazipitationstest

Beim Radioimmunoprazipitationstest (RIPA) handatstech um ein Verfahren
zum Nachweis von Antikdrpern gegen FIV, ohne dasehd Aufreinigung und
Denaturierung konformationsbedingte fragile Epitoperloren werden. Sie
bleiben bei diesem Verfahren erhalten. Dadurch &tnauch glykolisierte
Hullproteine @pl120 undgp40) nachgewiesen werden (O'CONNOR et al., 1989;
EGBERINK et al., 1991).

Der erste Schritt bei diesem Verfahren ist die Kidtung von FIV-infizierten
Thymozyten und Lymphozyten in einem methioninarivesdium. Anschliel3end
werden radioaktives L3}S]-Methionin- und {H]-Glucosamin-Hydrochlorid zum
Kulturmedium gegeben. Dadurch erfolgt die radioaktlarkierung und Lyse der
Zellen. Die lysierten Zellen werden mit den zu ustiehenden Seren fur ca. zwolf
Stunden inkubiert. In dieser Zeit kann die Immunktexbildung stattfinden.
Durch Zugabe voistaphylococcus-aureus-Protein-A und Formaldehyd-Fixierung
erfolgt die Prazipitation. Die prazipitierten Prioee werden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Fluografie analysiert (O'CANRN et al., 1989;
EGBERINK et al., 1991). Dabei entstehen durch di¢aBStrahlung des L*S]-
Methionins, das an die Immunkomplexe gebunden Bstnden auf einem
belichteten Rontgenfilm. Anhand der Lokalisatiorduder Anzahl der gebildeten
Banden kann analysiert werden, gegen welche FIeRr® Antikoérper bei der
untersuchten Katze vorhanden sind (STEINMAN et1&90).
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1.2.5. Immunfluoreszenztest

Der IFT zeichnet sich neben dem RIPA und dem Wedést durch seine hohe
Spezifitat aus (LUTZ et al., 1988; HOSIE & JARRETIR90; EGBERINK et al.,
1991; HARDY & ZUCKERMAN, 1991; HARTMANN et al., 200.

Das Prinzip des IFT beruht auf dem Nachweis vonkénpern gegen FIV mittels

infizierter T-Lymphozyten oder CrFK-Zellen. Die @msuchung der in Zellkultur
infizierten Zellen erfolgt in Vertiefungen spezellObjekttrager. Nach Fixierung
der Zellen gibt man Kontroll- und Testseren zu, ®iolvorhandene FIV-

Antikorper an die zellularen Antigene binden konnkem nachsten Schritt werden
Fluoreszin-Isocyanat-konjugierte anti-Spezies-Airfler zum Reaktionsgemisch
gegeben. Diese lagern sich an die FIV-Antikorperca@ an die zellularen FIV-

Antigene binden. Nach mehreren Waschschritten, @ened ungebundene
Antikorper entfernt werden, kann die Auswertung @dgekttrdgers unter dem
Fluoreszenzmikroskop erfolgen (BARR et al., 199EjRet al., 1992).

Antikorper-positive Seren kénnen durch eine leuatiée zytoplasmatische
Farbung identifiziert werden. Falsch positive Emgebe treten meist durch
unspezifische Reaktionen auf. Nach Studien von BARR Mitarbeitern (1991)
und REID und Mitarbeitern (1992) treten falsch fgsi Resultate bei 10 % der
untersuchten Proben auf. Ursache dafur kdnnen ¢rersZellen oder das
Anfarben von Zellkernen sein (BARR et al., 1991;IREet al.,, 1992). Im
Vergleich zum ELISA erreichte dieses Verfahren éapezifitat von 100 % und
Sensitivitat von 97,4 % (BARR et al., 1991; REIDadt, 1992). Der IFT wird
heute nicht mehr zur Routinediagnostik eingeselater sehr arbeitsintensiv ist
und die Interpretation der Ergebnisse von gesamuliersonal durchgefuhrt
werden sollte (BARR, 1996; HARTMANN et al., 2001).

1.2.6. Hamagglutinationstest

Der Héamagglutinationstest stellt ein Verfahren zudachweis von FIV-
Antikorpern dar, das ohne grol3en technischen Audwdarchgefihrt werden
kann und auch als kommerzielles Testsystem ertfélisit. Das Verfahren weist
Antikorper gegen gp40 nach (CALZOLARI et al, 1995). Der
Hamagglutinationstest enthalt zusatzlich Antikorgegen feline Erythrozyten,
die mit der immundominanten Komponente des FIV-gp40-Analogon

gekoppelt sind. Nach Zugabe des zu untersuchenadblMes kommt es bei
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Anwesenheit von Antikérpern gegegp40 in der Probe zur Agglutination der
Erythrozyten. Wird anstelle von Vollblut Plasmawendet, ist die Zugabe von
Erythrozyten einer FIV-negativen Katze noétig, umneei Agglutination zu
beobachten (WILSON et al., 1994). Falsch positixgeBnisse kbnnen bei diesem
Testverfahren durch unspezifische Agglutinationenstehen, die z. B. nach
langer Probenaufbewahrung vor der Testdurchfuhaufiyeten (DEL FIERRO et
al., 1995). In einer Studie von WILSON und Mitatleen (1994) wurde fur den
Hamagglutinationstest eine Spezifitdt von 98 % etk Sensitivitat von 92 %
ermittelt (WILSON et al., 1994). Bei einem Vergleicdes kommerziell
erhaltlichen Hamagglutinationstests VetRED(AGEN Biomedicals Ltd.,
Queensland, Australien) mit dem ELISA Pet CIfetIoEXX GmbH, Portland,
ME) wurdenannahernd gleiche Werte fir Sensitivitat und Sjtézifestgestellt
(DEL FIERRO et al., 1995).
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2. Diagnose der felinen Leukamievirusinfektion

Das feline Leukamievirus wurde 1964 von JARRETT iithrbeitern (1964) in
Glasgow, Schottland entdeckt. FeLV ist ein Retuas/ifHOFMANN-LEHMANN

et al., 2006), das neben Hauskatzen auch andereencatige, wie z. B.
europaische und iberische Luchse infizieren kafD@QNMER & MULLINS, 1991;

LEUTENEGGER et al., 1999).

Die wichtigsten FelLV-Subtypen, -A, -B und -C werdeufgrund ihres
Wirtszelltropismus definiert. Subtyp-A kommt ubitfui vor und ist an jeder
Infektion beteiligt (JARRETT et al., 1973; SARMA &OG, 1973). FelLV-B
entsteht in der Katze aus einer Rekombination veogenem FelLV-A mit
endogenem FelL\nv Sequenzen (BUSCH et al., 1983) und ist per se nur
schwach infektids. In 30 bis 60 % der FeLV-postividatzen kann Subtyp-B
nachgewiesen werden, allerdings nur in VerbindumgFeLV-A (PHIPPS et al.,
2000). Subtyp-C entstand durch eine MutatioreimGen. Dieser Subtyp ist mit
aplastischen Anédmien assoziiert und ist nur bei 1dé6 infizierten Katzen
nachweisbar (JARRETT et al., 1978). Daneben exestiaveitere Subtypen, z. B.
FeLV-T, die fur verschiedene Krankheitsbilder véveaortlich sind. In der FeLV-
Diagnostik wird FelLV-A nachgewiesen, da dieser $pban jeder Infektion
beteiligt ist (OVERBAUGH et al., 1988; ANDERSON &, 2000; LUTZ et al.,
2009).

Die FeLV-Infektion tritt weltweit auf. Als Folge de Einfihrung von
weitreichenden Testprogrammen und der Entwicklumg effektiven Impfstoffen
verringerte sich die Prévalenz der FeLV-Infektian den letzten 25 Jahren
deutlich (HOOVER et al., 1975; LUTZ et al., 19800BVER & MULLINS,
1991; ROJKO & KOCIBA, 1991). In einigen europaischiedndern sowie in
Kanada und in den USA, liegt die Pravalenz bei édmzgehaltenen Katzen
durchschnittlich bei 1 %. Die Pravalenz ist abhgngin der Populationsdichte
der Katzen. In Mehrkatzenhaushalten, in denen Feh¥emisch ist und keine
Pravention vorgenommen wird, kann die Pravalenz @be% liegen (HOSIE et
al., 1989; LUTZ et al., 1990; LEVY et al., 2006).

2.1. Direkter Erregernachweis
Beim direkten Erregernachweis werden FelLV-PartikeBlut, Speichel, Urin

oder Gewebeflussigkeiten durch Virusisolierung oden Nachweis von freiem
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oder intrazellularem Antigen nachgewiesen. Der @miehe Screeningtest fur die
Routinediagnose einer FeLV-Infektion ist deét7-ELISA (LEVY et al., 2001).
Der in manchen Lander haufig eingesetzte IFT eridbigiden Nachweis von
FeLV-Antigenen in Blut- und Gewebeausstrichen. ¥isolation und PCR stellen
Referenzmethoden dar, mit denen fragliche ELISAeBrgsse Uberprift werden
konnen (LUTZ et al., 2009).

2.1.1. Virusisolierung

JARRETT und Mitarbeiter beschrieben 1968 erstmaks Replikation von
leuk&mievirusahnlichen Viren, die aus Tumorgewebewannen wurden
(JARRETT et al., 1968). DE NORONHA und Mitarbei{@®77)entwickelten die
erste fur die Routinediagnostik einsetzbare Methede Virusisolierung (DE
NORONHA et al., 1977). Fur dieses Verfahren wur@ane-81-Katzenzellen
oder QN10-Katzenfibroblasten verwendet (FISCHINGER al., 1974; DE
NORONHA et al., 1977). Beide Zellarten beinhalteim elefektes murines
Sarkomvirus (MuSV) in ihrem Genom. Nach der Infektiund Replikation von
felinen Leuk&mieviren I6sen sich die Zellen aus dasiiverband und runden sich
ab. Dieser Effekt entsteht durch die Replikatioml xpression des MuSV bei
dem FeLV als Helfervirus fungiert (FISCHINGER et, d974; DE NORONHA
et al., 1977). Dabei entstehen Virushybriden deamano Sarkomvirus, die in der
Hulle des feline Leukamievirus eingeschlossen simdl dazu dienen, neue Zellen

zu infizieren.

Das Verfahren der Virusisolation dauert zehn bisraghn Tage. Wird nach
diesem Zeitraum kein typischer Effekt beobachtetr,den die Zellen nochmals in
kleineren Gruppen in ein neues Medium versetzts&neSchritt bezeichnet man
als Subkultivierung. Bereits sehr kleine Virusmangednnen durch dieses
sensitive Verfahren nachgewiesen werden (FISCHINGER., 1974).

Vorteile sind neben seiner hohen Sensitivitat, Nachweis von infektibsem
Virus. Nachteile der Virusisolation sind der hoheeitZ Kosten- und
Arbeitsaufwand. Fir die Durchfiihrung ist eine aufdige Laborausstattung und
geschultes Personal erforderlich (DE NORONHA et B77; JARRETT et al.,
1982a). Optimalerweise sollte es sich bei den ztersachenden Proben um
frische Blutproben handeln, sonst besteht die Gefedin vermehrungsfahiges

Virus mehr nachweisen zu kénnen. Lange Lagerpemiogeler falsche
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Lagerbedingungen kdnnen daher zu falsch negativgebBissen fliihren. Wegen
der hohen Anforderungen beim Probenversand undvdearbeitung wird die
Virusisolation heute nicht mehr zur Routinediagitostingesetzt. Durch den
Nachweis von viraler Infektiositat gilt sie jedoonhch wie vor als wichtiger Test
fur die Bestatigung bei positiven Immunochromatfigra und ELISA-
Ergebnissen oder bei wissenschaftlichen Fragestgihu (JARRETT, 1980;
JARRETT et al., 1982b; BARR, 1996).

2.1.2.  Antigennachweis

Der Nachweis vorp27-Antigen hat heutzutage in der FelLV-Routinediagiko
eine bedeutende Roll®27 ist ein Antigen, das in grof3en Mengen in FelLV-
infizierten Zellen produziert wird und in SerumaBa, Speichel, Knochenmark,
Tranenflissigkeit und in vielen Geweben einer Fehfizierten Katze
nachgewiesen werden kann (HARDY & ZUCKERMAN, 1991pas
Vorhandensein des p27-Antigens kann mittels ELISA- oder
Immunochromatografietest extrazellular als freiegigen oder mittels IFT und

Immunohistochemie intrazellular nachgewiesen weftle Z et al., 2009).

2.1.2.1. Nachweis von Freiem Antigen

Freies FelLV-Antigen @27) wird nach der Infektion von Monozyten und
Lymphozyten in infizierten Zellen produziert und die Blutbahn abgegeben.
Dort kann es durch ELISA oder mithilfe des ELISAafibhen Prinzips der
Immunochromatografie nachgewiesen werden (LUTZ.et1883b; TORTEN et
al., 1991).

2.1.2.1.1 Enzyme-linked immunosorbent assay

Beim ELISA handelt es sich um einen Immunoassay,vde ENGVALL und
PERLMANN (1971) und Van WEEMEN und SCHUURS (1974tveickelt
wurde (ENGVALL & PERLMANN, 1971; VAN WEEMEN & SCHURS,
1974). LUTZ und Mitarbeiter entwickelten 1983 desten FeLV-ELISA (LUTZ
et al., 1983b).

Das Prinzip des FelLV-ELISA beruht auf einem Immuwssag, der die
Anwesenheit vorp27 im Blut nachweist (LUTZ et al., 1983b; TORTEN adt,
1991).P27 ist ein 27 kDa schweres Protein des gruppenfsae®n Antigens des

Innenkorpers. Der Nachweis von p27 ist bereitseinktiihphase der Infektion bei
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Vermehrung des Virus im Nasopharynx und spaterein\dramiephase, in der
sich das Antigen frei in der Blutbahn befindet, tglg Dies erfolgt mittels
mono- oder polyklonalen Antikdrpern. Im Gegensatz polyklonalen sind
monoklonalen Antikérper gegen dasselbe Epitop ekwetigens gerichtet und
stammen alle von einem Klon einer B-Zelle ab. Dalduverden unspezifische
Reaktionen vermieden, die zu falsch positiven Enggsden fuhren konnen (LUTZ
et al., 1983b). LUTZ und Mitarbeiter entwickelte®8B den ersten FeLV-ELISA,
einenp27-ELISA, mit drei verschiedenen monoklonalen Adtpern (LUTZ et
al., 1983b). SETTELE (1989) zeigte, dass dieselSBLIm Vergleich zu anderen
ELISA eine niedrigere Nachweisgrenze vp@7 aufweist und dadurch eine
hohere Sensitivitat besitzt (SETTELE, 1989).

Nach Zugabe der vorgeschriebenen Menge an Testserfohgt die Inkubation
des Testserums und des Konjugats auf der bescl@nhMikrotiterplatte des
ELISA. Bei diesem Schritt binden evtl. vorhandg2&-Antigene im Testserum
an die Antikdrper, die an die Mikrotiterplatte &t sind. An diese entstandenen
Antigen-Antikorper-Komplexe kann sich das im Tesithaltende Konjugat
binden. Dabei handelt es sich um einen Antikérparden ein Enzym gekoppelt
ist. Im darauffolgenden Waschschritt werden ungdbue Antikérper entfernt.
Durch Zugabe eines Substrates und Chromogens idufEall einer FelV-
positiven Probe eine Enzymreaktion ab und ein Fadwohlag wird sichtbar.
Dabei korreliert die Intensitat der Farbreaktiort der Konzentration vop27 im
Testserum. Das Ablesen des Testergebnisses erfalgbloRem Auge oder
mithilfe eines ELISA-Readers (LUTZ et al., 1983b).

Seit Einfihrung der ersten kommerziellen ELISA-$gsteme wurden zahlreiche
Testvergleichsstudien mit unterschiedlichen Refaresthoden durchgefiihrt.
Diese Studien vergleichen ELISA mit dem IFT (LUTZaé, 1980; JARRETT et
al., 1982a; HARDY & ZUCKERMAN, 1991; JARRETT et al991; SWANGO,
1991), mit der Virusisolation ((JARRETT et al., P88 JARRETT, 1991;
HARTMANN et al., 2001; HARTMANN et al.,, 2007) und imder PCR
(HOFMANN-LEHMANN et al., 2001). Deutliche Unters&ude bezuglich der
Sensitivitat und Spezifitdt wurden fur die einzelndachweisverfahren in den
unterschiedlichen Studien ermittelt (JARRETT, 198BRRETT et al., 19823;
HARDY & ZUCKERMAN, 1991). Mdgliche Ursachen fur die Diskrepanz
liegen im Verlauf der FeLV-Infektion, an Mangelnrdéestsysteme und an
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maoglichen Fehlern bei der Durchfihrung der Test©AR, 1993). Prinzipiell

konnen jegliche Handhabungsfehler wie unzureichaNaschschritte, zu grol3e
oder zu kleine Probenmengen und das Nichteinhalten Reaktionszeiten zu
falsch positiven Ergebnissen filhren (PEDERSEN.g1886).

In der Fruhphase der Infektion befinden sich bsretnit Virus infizierte

Lymphozyten und Monozyten in der Blutbahn. In dreZellen wird massenhaft
p27 gebildet und in die Blutbahn abgegeben. Dadteealiert der ELISA bereits
in dieser Phase der Infektion positiv. Der IFT kanndiesem Zeitpunkt noch
keine Infektion nachweisen, da das Knochenmark mocht infiziert und kein

nachweisbares Antigen in den Blutzellen vorhande(JARRETT et al., 1982a).
Auch die selten auftretende atypische Verlaufsfdien FeLV-Infektion kann zu
diskrepanten Testergebnissen zwischen ELISA undflififen. Bei dieser Form
der Infektion beenden Katzen das Stadium der Vearsliminieren aber das
Virus nicht vollstandig aus dem Organismus. Dasui¥iverbleibt in bestimmten
Organen, wie z. B. Darm, Milz, Milchdriise oder Haase und vermehrt sich
dort weiterhin. Im Gegensatz zur latenten Form hbiéektion bei der keine
Virusvermehrung mehr stattfindet. Dadurch kann esgahend von den
betroffenen Organen vortbergehend zu einer Viraomd Antigendmie mit

Virusausscheidung kommen (LUTZ et al., 1980; PAGIETL al., 1986). Zu

diesem Zeitpunkt sind die Tiere ELISA-positiv, dET ist hingegen negativ, da
keine Virusvermehrung in Knochenmarkszellen staddi (JARRETT et al.,

1982a; LUTZ et al., 1983b).

Der FelLV-Antigen-ELISA stellt den am haufigsten wendeten Test in der
FeLV-Diagnostik dar (JARRETT et al., 1964). Zudempéiehlt die American
Association of feline Practioners’ (AAFP) in denliRe Retrovirus Management
Guidelines dieses Verfahren als Routinetest (LEYéle 2008a). In den letzten
Jahren wurden mehrere Studien zum Vergleich dernkemziell erhaltlichen
ELISA-Tests durchgefuhrt. Die Sensitivitat der koarziellen Tests lag zwischen
92 und 100 % und die Spezifitat zwischen 95 und #OHARTMANN et al.,
2001; HARTMANN et al., 2007).

2.1.2.2. Nachweis von intrazellularem Antigen
Der Nachweis von intrazellularem Antigen kann nhtte IFT und

Immunohistochemie erfolgen. Beide Verfahren ernubgin frihestens drei
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Wochen nach der FelLV-Infektion den Nachweis vomazgllularem Antigen.
Von diesem Zeitpunkt an ist das Knochenmark inftziend es befindet sich
Antigen in den infizierten Blutzellen. Das intraedéire Antigen wird beim IFT
direkt in neutrophilen und eosinophilen GranulomyteLymphozyten und
Thrombozyten nachgewiesen (HARDY et al., 1973b; BARet al., 1973a), bei
der Immunohistochemie in paraffinfixierten Geweltestten (REINACHER &
THEILEN, 1987).

2.1.2.2.1lmmunfluoreszenztest

Der indirekte IFT wurde von HARDY und Mitarbeite(h973) fur den Nachweis
von FelLV entwickelt und war als erster FeLV-Test flie Routinediagnostik
verfugbar. Das Prinzip des indirekten IFT beruhftdam Nachweis von Antigen
durch die Bindung von spezifischen Antikdrpern. Dgebildeten Antigen-
Antikorper-Komplexe konnen in einem zweiten Schrilurch einen
fluoreszenzmarkierten Antikorper sichtbar gemacldrden (HARDY et al.,
1973b).

Die gruppenspezifischen InnenkérperproteipEs( pl2, p27 undpl0) des FelLV
werden durch ein polyklonales Kaninchen-anti-Fel&ftfn markiert. Die
Gewinnung des Serums erfolgt durch die aktive Imisiarung von Kaninchen
mit FelLV. Zur Durchfihrung des IFT werden dinne tBluoder
Knochenmarkausstriche verwendet. Nach Ausstrich dellen erfolgt die
Fixierung der Zellen mit Alkohol oder Aceton. Daduorist der Nachweis des
FeLV-Antigens bis zu drei Monate lang mdglich. Durmdie Fixierung wird die
aulBere Zellmembran der Blutzellen zerstért und ziligegebenen Antikorper
kénnen an das evtl. vorhandene FelLV-Protein im glgma binden. Erfolgt die
Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen, kdnneresé durch Isothiocyanat-
konjugierte-anti-Kaninchen  Antikdrper sichtbar gema werden. Im
Fluoreszenzmikroskop sind sie als apfelgrin-flumesnde Punkte sichtbar
(HARDY & ZUCKERMAN, 1991).

Ein positiver Nachweis von FelLV-Antigen durch ddfTlzeigt an, dass das
Knochenmark bereits infiziert ist und die FelLV-lkfien mindestens drei
Wochen zurtick liegt (HOOVER et al.,, 1977; ROJKO &t 1979). Bei
experimentell infizierten Katzen ist der Nachweistefs IFT ab dem 18. Tagpst
infectionem moglich (JARRETT et al., 1982b). Repliziert sichirdg im
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Knochenmark, ist die Katze virdmisch und scheiget Wirus mit dem Speichel
aus (HARDY et al., 1973a; HOOVER et al., 1977; RQJ#& al., 1979). Bei einer
IFT-positiven Katze besteht eine 91 bis 97 % Wadesdichkeit, dass sie
lebenslang virdmisch bleibt. Nur in etwa 3 bis &6 Falle handelt es sich bei
IFT-positiven Katzen um eine regressive Infektiotrar{siente Virdmie)

(JARRETT et al., 1982a; LUTZ et al., 1983b; HARDYZAJCKERMAN, 1991).

Falsch negative IFA-Ergebnisse konnen durch leukigphe Blut- und
Knochenmarkausstriche hervorgerufen werden (HARDY Z&CKERMAN,
1991). Auch bei der Verwendung von heparinisiedutproben konnen falsch
negative Interpretationen auftreten, weil sich Eligoreszenz der positiven Zellen
verringert (JARRETT, 1995). Zu dick ausgestrich@&hatausstriche erschweren
die Auswertung in den Ubereinander liegenden Zalitten, in denen es haufig
zu unspezifischen Reaktionen mit dem Reagenz kon{riARDY &
ZUCKERMAN, 1991). Unspezifische Bindungen des Faszmenzfarbstoffes an
eosinophile Granulozyten kdnnen unspezifische Anfédgen hervorrufen, die ein
falsch positives Ergebnis vortauschen (FLOYD et1#183).

Seitdem der IFT kommerziell verfugbar ist, wird vomidersprichlichen
Ergebnissen zwischen FelLV-ELISA und IFT berichtetese Beobachtungen
traten gehauft bei positiven ELISA-Testergebnisaef in denen der IFT als
Bestatigungstest verwendet wurde. Bei dieser Kdastm muss beachtet
werden, dass erst drei Wochewst infectionem das Knochenmark infiziert ist und
der IFT positive Ergebnisse liefert, der ELISA jedofriher positiv reagiert
(HARDY et al., 1973b; HARDY & ZUCKERMAN, 1991).

Seit der Entwicklung im Jahr 1973 wird der IFT aubkute, neben der
Virusisolierung und verschiedenen PCR als Referetlzode in der FelV-
Diagnostik angesehen und bei positiven ELISA- undhunochromatografietests
als Bestatigungstest eingesetzt (HARDY & ZUCKERMAIY91).

2.1.2.2.2Immunhistochemie

Das Verfahren der Immunhistochemie zahlt zu deblietéen Standardmethoden
um Antigen qualitativ im Gewebe nachzuweisen (LOPEECH et al., 2006). In

der FeLV-Diagnostik wird dieses Verfahren zymost mortem Nachweis von

FeLV-Antigen aus Geweben, z. B. aus dem Knochenmdet Milz, den

Lymphknoten und dem Darm eingesetzt (LUTZ et @009). Heute gibt es licht-
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und elektronenoptische Verfahren zum einen furUirersuchung von nativen
Gewebeschnitten als auch von Schnitten von fixier@ewebe, das in Paraffin
oder Plastik eingebettet wurde. In der FelLV-Diagikowerden in den meisten
Fallen methanol- oder formalinfixierte, in Parafi@ngebettete Gewebeschnitte
nach Entparaffinisierung auf das Vorliegen \a2Y- undp70-Antigen untersucht
(REINACHER & THEILEN, 1987; KOVACEVIC et al., 1997Die Zugabe der
Antikorper erfolgt heute in den meisten Fallen ndem Schneiden und Einbetten
(Processing) am Schnitt selbst (LOTTSPEICH et 2006). Um moglichst
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wird engripmono- oder polyklonales
p27-Antiserum oder einen monoklonalergp70-Antikorper einzusetzen
(KOVACEVIC et al., 1997).

2.1.3. Nachweis des viralen Genoms

Die PCR wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt (MUL% et al., 1986). SAIKI
und Mitarbeiter (1985) beschrieben dieses Verfalaten Nachweis des Genoms
erstmals (SAIKI et al., 1985). Diese Methode diéatu, einen kurzen, definierten
Teil der Erbsubstanz zu vervielfaltigen (amplifige). Urspringlich wurde die
PCR in der Humanmedizin angewandt, um humane RBHGDNA-Sequenzen
zur pranatalen Diagnose der Sichelzellenanamie zonaakisen (SAIKI et al.,
1985).

Die PCR ist eine sehr sensitive und spezifischenbti, die den qualitativen und
guantitativen Nachweis von FelLV-infizierten Zellen Blut und Geweben
ermoglicht (LUTZ et al., 2009). Durch Weiterentwlichg der PCR seit dem Jahr
1985 stehen das Verfahren der ,,nested” PCR unWeldahren der TagMan real-
time PCR zur Verfugung, welche die Quantifizierumgn Provirus-Loads
ermdoglichen (KEMP et al.,, 1989; ALBERT & FENYO, X®ILIVAK et al.,
1995; GIBSON et al., 1996; TANDON et al., 2005; LTSPEICH et al., 2006).

2.1.3.1. Herkdmmliche Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR macht sich die Eigenschaft der DNA-Polyseraunutze, DNA zu
duplizieren. Voraussetzung hierfir ist ein kurzérsghnitt doppelstrangiger DNA
mit freiem 3’-OH-Ende, der entsprechend verlangertrden kann. Bei
Anwesenheit von DNA-Fragmenten mit einer Lange vetwa zwanzig
Nukleotiden im Reaktionsansatz, auch Oligonukleotmber Primer genannt,

kommt es zur Bindung an den DNA-Einzelstrang (Ahingx und, ausgehend
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davon, zu einer Verlangerung (Extension) durchRiiymerase. Denaturiert man
anschlief3end die neu synthetisierten DNA-Doppeigea durch
Temperaturerhnfhung in zwei Einzelstrange, konnere rierimer binden und der
PCR-Prozess kann von neuem beginnen (LOTTSPEICHl.et2006). Die
gewonnenen PCR-Produkte kénnen mittels Gelelektngsle anhand ihrer Grol3e
aufgetrennt werden. Durch Anfarben mit Ethidiumbidmand Sichtbarmachen
mit UV-Licht kdnnen die amplifizierten DNA-Sequemeals Banden dargestellt
werden (MULLIS et al., 1986).

Die Fahigkeit von DNA-Polymerasen bei Temperatwen tber 72 °C DNA-

Abschnitte zu synthetisieren (hohe Prozessivitatpwis eine gute

Termperaturstabiltat bei 95°C stellen wichtige Mmsetzungen fir deren
Verwendung bei der PCR dar. Die Tag-DNA-Polymeras@mmt in den meisten
Standardprotokollen zum Einsatz und besitzt eirfeets-3’-Exonukleaseaktivitat
(LOTTSPEICH et al., 2006).

2.1.3.2. ,,Nested” Polymerase-Kettenreaktion

Durch den Einsatz von zwei unterschiedlichen Propaaren wird die Sensitivitat
und Spezifitdt beim Verfahren der ,,nested” (veastielte) PCR noch erhoht
(KEMP et al.,, 1989; ALBERT & FENYO, 1990; RIMSTADt al., 1990;
LOTTSPEICH et al, 2006). In 2zwei hintereinander |lgémden
Amplifizierungszyklen synthetisiert zunachst dafieéne Primerpaar ein etwas
grolBeres Amplikon (PCR-Produkt). Dieses Amplikomdnanschliel3end in einer
zweiten Reaktion mit dem inneren Primerpaar weaemplifiziert. Der zweite
PCR-Zyklus kann nur im Anschluss ablaufen, wenrersten Zyklus die korrekte
Sequenz amplifiziert wurde. Die Zugabe des innétgmerpaares erfolgt in der
Regel nach 15 bis 20 Zyklen. Dadurch ist die PCRezidischer. Das
Umpipettieren des Amplikons fur den zweiten PCR¥8ichirgt jedoch eine hohe
Kontaminationsgefahr und stellt damit einen entgdreen Nachteil des
Verfahrens dar. Um dies zu verhindern, bestehiviiglichkeit eine sogenannte
,,one tube nested PCR" durchzufuhren. Bei diesenticiien Reaktionsansatz
liegen alle vier Primer gleich zu Reaktionsbeginor.vDer Nachteil dieser
Methode besteht darin, dass das aul3ere Primeresr ledheren Schmelzpunkt
hat als das innere. Man wahlt die Temperatur imkReasverlauf so, dass
zunéchst bei erhdhter Temperatur der aul3ere Pamagert und nach Senkung
der Temperatur der innere Primer binden kann (LCHHIEH et al., 2006). Nach
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Einfuhrung der real-time PCR, die die Moglichkettr @Quantifizierung bietet, hat
die ,,nested“ PCR keine grol3e Bedeutung in der FBlagnostik mehr (KEMP
et al., 1989).

2.1.3.3. Quantitative ,,real-time” Polymerase-Kettenreaktion

Neben den bisher eingesetzten PCR-Methoden hatirsidan letzten Jahren die
guantitative TagMan real-time PCR etabliert, diechatheute in der FelLV-
Diagnostik eine bedeutende Rolle spielt (LIVAK &t 4995; GIBSON et al.,
1996; HEID et al.,, 1996; TANDON et al., 2005). DMessung der gebildeten
Amplifikationsprodukte erfolgt nicht erst nach ddi@r Amplifikation, sondern
direkt wahrend des Amplifikationsvorganges (homagemiormat). Durch den
Ablauf der Reaktion in geschlossenen GefalRen (@leystem) und die direkte
Detektion der Fluoreszenzsignale zu jeder Zeit Alaplifikationsreaktion wird
das Kontaminationsrisiko deutlich gesenkt. Die Bild der Amplifikate erfolgt
daher in ,Echtzeit, so dass man von ,real-tif&ssungen spricht
(LOTTSPEICH et al, 2006). Das Prinzip dieses (qtetnten
Nachweisverfahrens beruht auf der 5’-3-Aktivitaterd DNA-Polymerase
(HOLLAND et al., 1991; LYAMICHEV et al, 1993) undlem Forster-
Energietransfer (FORSTER, 1948).

Beim Ablauf des Verfahrens befindet sich zusétzieh den beiden Primern,
(einem vorwarts- und einem ruckwarts gerichteteame fluoreszenzmarkierte
Sonde im PCR-Reaktionsgefal3. Die Sonde bindetrenspezifische Gensequenz
zwischen den beiden Primern. Am 5’- und 3’- Endesie mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, einem Reportestarfb und einem Quencher.
Sind beide Farbstoffe an die Sonde gebunden, koesndurch ihre raumliche
N&he und durch monochromatische Anregung eines mMagers zu einem

Energietransfer. Die entstandene Energie wird voepdRer an den Quencher
Ubertragen und absorbiert. Durch diesen Vorgangstedt kein messbares
Fluoreszenzsignal. Im Verlauf der Amplifizierungnden beide Primer durch die
Tag-Polymerase verlangert bis sie auf die SondietréHOLLAND et al., 1991).

Gelangt die Polymerase zur Sonde, wird die Sonde @rang abgelost und
durch die 5’-Nuklease Aktivitat der Tag-Polymerad®mebaut. Dadurch werden
Reporter und Quencher voneinander getrennt undtesein Energieaustausch
mehr mdglich. Dies fuhrt zu einem messbaren AngtiegReporterfluoreszenz,
die direkt proportional zur Menge des gebildetenphifikationsprodukts ist. Die
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Fluoreszenzsignale von Reporter und Quencher weallensieben Sekunden
gemessen und gespeichert. Aus den gewonnenen Eatarder zeitliche Verlauf
der Fluoreszenzintensitat dargestellt werden. Mdisgt in den ersten
Amplifikationszyklen das Fluoreszenzsignal unteohder Nachweisgrenze, um
von der CCD-Kamera aufgenommen zu werden. Danaggt ss kontinuierlich
an. Innerhalb der Verlaufskurve wird nun ein geetgn Parameter bestimmt, der
die Quantifizierung der Ausgangsmenge erlaubt. @ie®Punkt wird als
sogenannter ,,threshold” bezeichnet. Der PCR-Zykhes dem die PCR-Kurve
diesen threshold schneidet, wird als thresholdecyelfiniert. Der threshold-cycle
korreliert mit der eingesetzten Virusmenge und udriadaher eine genaue
Quantifizierung der Virusmenge, die fur die PCR gesetzt wurde
(LEUTENEGGER et al., 2001; LOTTSPEICH et al., 2006)

Seit einigen Jahren ist die TagMan real-time PCRugbar und hat sich als
schnelle, spezifische und sensitive Methode bew@hiWAK et al., 1995;
GIBSON et al., 1996; HEID et al., 1996). Diese Metb weist gegenlber der
konventionellen PCR deutliche Vorteile auf. Zum esinwerden fir die
vollstandige Quantifizierung der Ausgangs-DNA-Menger geringe Mengen,
benétigt und es kdnnen in kurzer Zeit grof3e Proleagen bearbeitet werden
(HEID et al., 1996). Zum anderen ist das Kontanamatrisiko sehr gering, da die
ReaktionsgefalRe wahrend und nach der PCR nicht gaeglfifnet werden mussen.
Die Messung der Fluoreszenzsignale erfolgt beime@®CR-Zyklus automatisch
(LIVAK et al., 1995; GIBSON et al., 1996; HEID dt,a1996).

Mithilfe der TagMan real-time PCR konnte auch diatH®dgenese der FelV-
Infektion genauer beschrieben werden (TORRES et 24l05; HOFMANN-
LEHMANN et al., 2007). So konnte kurzlich dokumentiwerden, dass Katzen,
die eine Immunitat gegen die FeLV-Infektion entvaltkhatten, trotzdem FelLV-
DNA in sich tragen (HOFMANN-LEHMANN et al., 2001; ANDON et al.,
2005; TORRES et al., 2005; HOFMANN-LEHMANN et a2006). Bei einer
regressiven Infektion und einer nicht nachweisbadgr transienten Antigenamie
wurden geringe periphere Provirus-Level im Blut u¥dus-RNA-Level im
Plasma festgestellt. Persistierend hohe Provirusd Wirus-RNA-Level sind
charakteristisch fur Katzen mit progressivem Vdrlader FelV-Infektion
(HOFMANN-LEHMANN et al., 2007). Fur die latente Forder FeLV-Infektion
sind die veroffentlichen Ergebnisse kontrar. TORRE® Mitarbeiter (2008)
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finden hier moderate Provirus-Load, im GegensatH@FMANN-LEHMANN
und Mitarbeiter (2007), die keinen Unterschied oiwen dem Provirus-Load bei
Katzen mit latenter und regressiver Infektion besitien (HOFMANN-
LEHMANN et al., 2007; TORRES et al., 2008). Katzdre die Viramie beenden
kénnen, bleiben daher tGber die gesamte Lebenszriirés-positiv. Diese Katzen
besitzen eine Immunitat gegen FelLV. Die FeLV-DNAibt aber offenbar in den
Knochenmarkszellen zuriick (HOFMANN-LEHMANN et aR001). Welche
Rolle die inkorporierte FeLV-DNA in Knochenmarkdeal fir die Entwicklung
der latenten Infektion spielt, ist bisher unklarQHVIANN-LEHMANN et al.,
2008).

2.2. Indirekter Erregernachweis

Der Nachweis von Antikérpern hat keine Bedeutungdér FelLV-Diagnostik.
Antikorper konnen in jeder Phase der Infektion wuth nach Elimination des
Virus nachgewiesen werden. Der FelLV-Antikorpertestd deshalb nicht zur
Diagnose einer FelLV-Infektion herangezogen, kadioga wichtige Information
Uber eine bestehende Immunitat liefern (HARTMANNHEZIN, 2008). FelLV-
infizierte Katzen produzieren Antikorper gegen eingelzahl von FelV-
Antigenen (ESSEX et al., 1977; JACQUEMIN et al.789LUTZ et al., 1980;
CHARREYRE & PEDERSEN, 1991). Katzen, die die Felnektion noch vor
oder nach einer kurzen Viramiephase beenden korgrmwickeln signifikant
hohere Antikdrperspiegel als Katzen, die eine peesende FelV-Infektion
entwickeln (LUTZ et al., 1980). Entsteht im Verladér FeLV-Infektion eine
Immunitat, wird diese durch Virus-neutralisiererfd@ikorper vermittelt, die sich
hauptséachlich gegen Epitope des Hullprotgps0 richten (HARDY et al., 1976;
GRANT et al., 1980; LUTZ et al., 1980). Die Virusutralisierenden Antikorper
binden an spezifische Antigene an der Virusobdni&end verhindern damit, dass
das Virus an die Wirtszelle binden kann. Bei fdlgneKatzen (ca. 98 %), die eine
Infektion mit FeLV eliminieren kénnen, sind Virugutralisierende Antikérper
nachweisbar (HOOVER et al., 1977; LUTZ, 1984; CHARMARE &
PEDERSEN, 1991)

Zum Nachweis von Antikdrpern gegen FelLV werden Sfireutralisationstests
und der ELISA verwendet. Der Nachweis von Virusiraisierenden
Antikorpern in der Zellkultur (SCHALLER et al., 18y kann durch zwei
Methoden erfolgen; bei dem ersten Verfahren handst sich um den
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Virusneutralisationstest, bei dem zweiten um eirmgnkination aus ELISA und
Gelelektrophorese, dem GEDELISA. Der GEDELISA ertiabg den Nachweis
von verschiedenen Antikorpern gegen FeLV (LUTZIgtl®80).

2.2.1. Enzyme-linked immunosorbent assay

Der ELISA wurde in unterschiedlichen Studien eimgets um die
Antikorperproduktion im Verlauf der FelLV-Infektionu untersuchen (LUTZ et
al., 1980; WEIJER et al., 1993). Durch die Komhio@atmit einem weiteren
Verfahren, der Gelelektrophorese, zum ,,gel elptivoesis-derived enzymed-
linked immunosorbent assay (GEDELIBAjelang es LUTZ und Mitarbeitern
(1980) auch eine qualitative und quantitative Bestung von Antikorpern gegen
verschiedene FelLV-Antigene durchzufihren (LUTZ let 8080). Ausschliel3lich
Antikbrper gegen Hullproteine g70) besitzen Virus-neutralisierende
Eigenschaften. WEIJER und Mitarbeiter (1993) unteinten diesen
Zusammenhang und entwickelten einen ELISA mit wwot@edlichen FelV-
Antigenen (FeLV-Vollvirus, FeL\gp70, unterschiedlichgp70-Peptideinheiten).
(WEIJER et al., 1993).

Im ersten Schritt wird FeLV dabei mithilfe der Geldrophorese in seine
einzelnen Proteinfraktionen aufgetrennt. Dadurchrdwsichergestellt, dass
Antikorper gegen jedes einzelne Protein nachgewiegerden. Die einzelnen
Proteine werden in die Vertiefungen der Mikrotitatfe des ELISA pipettiert. Im
Anschluss kann der ELISA mit dem Testserum gestaveeden. Nach Ablauf
erfolgt anhand der fir die einzelnen Proteinfraktio gemessenen
Absorptionswerte eine quantitative Bestimmung delt\FAntikoérper (LUTZ et
al., 1980; WEIJER et al., 1993).

2.2.2.  Virusneutralisationstest

Der Virusneutralisationstest ermdglicht durch Beluhg des zytopathischen
Effekts in einer standardisierten FelLV-infizierterZellkultur  Virus-
neutralisierende Antikérper nachzuweisen (SARMAalet 1975; SCHALLER et
al.,, 1975). Zur Durchfihrung des Virusneutralisasi@sts werden
Zellkulturreihen (mit Clone-81-Katzenzellen oder TINKatzenfibroblasten) in
unterschiedlichen Verdiunnungsstufen mit dem zu reathenden Testserum
inkubiert. Zu diesem Ansatz wird zu jeder Verdungasiufe infektibses FelLV

gegeben. Sind keine oder nicht ausreichende Vieusralisierende Antikdrper
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vorhanden, kommt es ab der jeweiligen Verdinnuoésstum zytopathischen
Effekt (SCHALLER et al., 1975).

Bis heute steht kein standardisierter Virusnewdasibnstest zur Verfigung,
sodass diese Methode keinen routinemafRigen Eimsader Diagnostik findet.
Dieses Verfahren wird hauptsachlich im Rahmen vopfs$toffstudien eingesetzt
(WEIJER et al., 1993).
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Introduction

Background: Many in-house tesis for the diagnosis of feline immunodefi-
cency virus (FIV) and feline leukemia virus (FelV) infection are licensed
for use in veterinary practice. A new test with unknown performance has
recently appeared on the market.

Objectives: The aims of this smdy were to define the efficacy of a new
in-clinic test sysiem, the Anigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test, and 1o com-
pare it with the current leading in-dlinic test, the SNAP Kombi Plus FelV
Antigen/FIB Antibody Test.

Methods: Three-hundred serum samples from randomly selecied healthy
and diseased cats presented to the Clinic of Small Animal Medicine at Lud-
wig Maximilian University were tested using both the Anigen Rapid Test
and the SNAP Kombi Plus Test. Diagnostic sensitivity, specificty, and pos-
itive and negative prediciive values were calculated for both tests using
Western blot as the gold standard for verification of FIV infection and PCR
as the gold standard for FelV infection.

Results: The presence of antibodies against FIV was confirmed by Western
blot in 9/300 samples (prevalence 3%;). FeLV DNA was detected by PCR in
15/300 samples {prevalence 5%). For FIV infection the Anigen Rapid Test
had a sensitivity of 88.9%, specificity of 99.7%, positive predicive value of
88.9%, and negative predictive value of 99.7%. For FelV infection, the
Anigen Rapid Test had a sensitivity of 40.0%, spedficity of 100%, positive
predictive value of 100%, and negative predictive value of 96.9%. Diag-
nostic accuracy was similar to that of the SNAP Kombi Plus Test.
Conclusion: The new Anigen Rapid FIV Ab/FelV Ag Test perfarmed very
well and can be recommended for use in veterinary practice.

especially those that are sick with dinical signs that
might be related to FelV and/or FIV infection or before

Feline leukemia virus (FelV) and feline immunodefi-
ciency virus (FIV) are both members of the retroviridae
family of RNA viruses.' FIV is a member of the lentivirus
genus, while FeLV belongs 1o the subfamily orthaoretro-
virinae, genus gammareirovirus. Both cause severe,
often fatal diseases in domestic cats. Both infections
occur worldwide with prevalence varying by location?
Clinical signs are caused mainly by secondary infections
resulting from immunodefidiency, tumors, and hemato-
logic abnommalities. Underlying retrovirus infection
cannot be detected by routine clinical evaluation.
Therefore, all cats should be tested for FIV and FelV,

Vet Clin Pathol 1 (2009 1-5 £2009 Amencan Society for Veterinary Ciinical Pathology

being introduced into a multiple-cat household.” Test-
ing to identify and segregate infected cats is the most
important method for preventing viral transmission.
Accurate and simple-to-use diagnostic tests for
in-clinic detection of FeLV and FIV are indispensable
o veterinarians in the management and control of
these diseases. A variety of different testing methods
are available, including rapid screening tests for FelV
antigens and FIV antibodies in plasma, serum, or
whaole blood. In recent years, many rapid test systems
have been licensed for use in veterinary pracice, and
their diagnostic performance has been compared.*”
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The preferred initial tests are in-house tests such as an
ELISA or immumochromarographic test, which offer
the advantage of speed and convenience.® These tests
detea the presence of soluble FelV p27 antigen
and the presence of antibodies against FIV proteins
{usually p24 core protein and/or gpd0 transmembrane
protein). However, the sensitivity and spedficity of
each test and the prevalence of the infectious agent
in question must be considered when interpreting
test resulis.’

A new test system, Anigen Rapid FIV Ab/FelV Ag
Test Kit is now on the European markel in Austria,
Spain, and Germany. The aim of this study was to assess
its diagnostic sensitivity and specificity and the predic-
tive value of positive and negative test resulis. In addi-
tion, this new test was compared with the SNAP Kombi
Plus FelV Antigen/FIV Antibody Test, which is used
most often in Europe today. Both tests are immuno-
assays for simultaneous detection of FIV antibodies and
FeLV antigen in feline serum, plasma, or whole blood.

Materials and methods

Blood samples were obtained from 300 cats presented
from June 2007 1o May 2008 for a variety of diseases or
tested routinely before vaccnation against FeLV at the
Clinic of Small Animal Medidne, College of Veterinary
Medicine, Ludwig Maximilian University. All cats for
which clinidans requested FIV and FelV tests, eg, for
determination of retroviral status in sick cats or cats
presented for FelV vaccination, were incuded in the
study until a total of 300 cats was reached. Cats were
excluded from the study if they were < 6 months old
or had been vacdnated against FIV.

Blood samples were collected in EDTA and serum
tubes. Serum was separated within 10 minutes after
blood sampling. The serum was tested immediately
with the Anigen Rapid FIV Ab/FelV Ag Test kit (Animal
Genetics Inc., Kyunggi-do, Korea) and the SNAP Kombi
Plus FelV Antigen/FIV Antibody Test (IDEXX GmbH,
Ludwigsburg, Germany), according to manufacturers’
instructions. Serum and whole blood were frozen with-
in 1 hour at —20°C for up to 4 months; samples were
thawed immediately before use for the reference tests.
Samples were blinded during performance of the in-
clinic tests and the person performing the reference 1ests
was blinded to the in-clinic test results.

Western blot as described by Egberink et al® was
used as the gold standard test to confirm FIV infection.
The blots contained purified proteing of FIV and enve-
lope protein fragments expressed by Escherichia coll.
These FIV-specific proteins were separated by elecro-

Sand et al

phoresisin 12.5% polyacrylamide gels in the presence
of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE), then elec-
trophoretically transferred to nitrocellulose filters and
cut into blot strips. The nirocellulose strips were
blocked for 2 hours at room temperature using a gela-
tin buffer and subsequently incubated with a 1:10
dilution of feline serum followed by incubation with
horseradish peroxidase-conjugated anti-cat 1gG. The
antigen-antibody reaction was visualized using
4-chloro-1-naphthol as the chromagen. The proteins
that can be visualized on the blot sirips are structural
proteins of the purified FIV strain CrFK-113: CA (cap-
sid protein, gag), KSU3 (surface protein, envelope),
and GTM2 {iransmembrane, envelope). Samples were
considered FIV positive if 2 or more of these protein
bands were visible.

TagMan real-time PCR was used as the gold stan-
dard test 1o verify FelV infection and detects proviral
DNA in infected cats.”® Probe and primers were de-
signed to amplify all 3 subtypes of FelV within the
unique region (U3) of the long terminal repeat (LTR).”

Results

Antibodies against FIV were detected by Western blot
analysis in 9/300 samples (prevalence 3%). FelV DNA
was detected by TagMan real-time PCR in 15/300 sam-
ples (prevalence 5%). Both FIV antibodies and Felv
antigens were present in 2 samples. Results obtained
using the Anigen Rapid Test and the SNAP Kombi Plus
Test were summarized (Tables 1 and 2). In comparison
with the Anigen Rapid Test the Snap Kombi Plus Test

Table 1. FIV results using the new Anigen Rapid Test system and the
SNAP Kombl Plus Test system, as compared with the gold sandard test.

{zold Standard Test (Western Biot)
Posttive Negatve  Total
Anigen Rapid Test
Positive 8 1 8 PPV=BEOR
Negative 1 2%0 291 NPV=99.7%
Tatal g ity 300
Se=88.9% Sp=99.7%
(1, 56.5-98.0%) (CI, 98.1-99.9%
SNAP Komibi Pls
Positive g 0 8 PPV=100%
Negative 1 pu 292 NPV =99.7%
Total g pag 300
Se=88.9% Sp=100%
(1, 56.5-98.0% (O, 98.7-100%)

Se, sensitivity; Sp, spedficity; Cl, confidence interval, PPV, positive predic-
tive value; NPV, negative predictive value, FIV, feline immunodefidency
virus.

Vet Clin Pathol B [2009) 1=5E12009 American Sodety for Vetermary Clinical Pathalogy
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Table2. FelV results using the new Anigen Rapid Test system and the
SNAP Kombi Plus Test system, as compared with the gold standard test.

Gold Standard Test (PCR)

Positive Negative  Total
Anigen Rapid Test
Positive -] 0 6 PPV=100%
Negative 9 285 264 NPV =969
Total 15 285 300
Se=40.0% Sp=100%
[C1, 19.8-64.3%] (Cl, 98.7-100%
SNAP Kombi Plus
Positive 8 0 B PPV=100%
Negative 7 285 252 NPY=9%7.6¥%
Total 15 285 300
Se=53.3% Sp=100%

(0, 30.1-75.2%) (Cl, 98.7-100%)

Se, sensitivity;, Sp, specificity; Cl, confidence interval; PPV, positive pre-
dictive value; NPV, negative predictive value; FelV, feline leukemia virus.

was more difficult to read due to the colored back-
ground window.

Discussion

In this study, the new Anigen Rapid Test system was
compared with the Snap Kombi Plus Test system most
commonly used in Europe and the United States. The
new test had high sensitivity (88.9%) and spedficity
(99.7%) for detecting FIV antibodies, with high posi-
tive and negative predictive values. For FelV antigen
detection, the Anigen Rapid Test had a sensitivity of
40.0%, and specificity and positive and negative pre-
dictive value at or near 100%. Thus, diagnostic accu-
racy was similar to that of the Snap Kombi Plus Tesi.
Valid test evaluation studies should fulfill cenain
criteria.'” First, 1est systems should be compared with a
reference gold standard performed by an independent
person, as was done in this study. Westemn blot was
chosen asthe gold standard test for FIV infection in this
study. Western blot is the accepied gold siandard for
FIV diagnosis,®'" at least in countries in which no FIV
vaccdne is available, although it has some shoricom-
ings. The number of bands on the blot strips required
to definitively identify a positive result, is disputed.
Hosie and Jarrett'* consider only the presence of anti-
bodies against at least 3 core proteins as a positive re-
sult, while Barr'® and Reid et al'® suggest that the
presence of 2 virus-specific bands is adequate to indi-
cate a positive result and consider reactivity against a
single viral protein to be equivacal.” Viral culture using
peripheral blood mononudear cells offers the possibil-
ity to verify the infection status of FIV-infeced, unin-
fected, or vaccinated cats."™'® However, virus isolatdon

Wet Chn Pathal 0 2009) 1=5 £2009 American Sockety for Veterinary Clinical Pathology
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has high technical demands and is expensive, time
consuming, and not widely available. For these rea-
sons, Western blot was used as the gold standard for
FIV antibody detection in this study.

No generally accepted gold standard for Felv de-
tection exists. A variety of methods, such as immuno-
fluorescence assay (IFA) and virus isolation, have been
used.'”™" Virus isolation has many limitations; it
detects replication-competent virus, whereas the in-
dex test detects soluble antigen. Presence of the virus
is not always consistent with the presence of soluble
antigen in blood. In addition, transport and storage
of samples can lead to false-negative virus isolation re-
sults due to destruction of the virus. The technique
furthermore is technically demanding, expensive, and
time consuming. Virus isolation as a gold standard can
lead to misinterpretation of true positive results as false
positive. Other methods to detect FelV are also not
ideal, including IFA, which produces a high number of
false positive and false nesative resulis.”’** While
virus isolation and IFA are useful in detecting infecied
cats, they do not detea latent infection with FelV.
Thus, TagMan real-time PCR was used as the gold
standard in our study. This assay was developed for
the detection of FeLV proviral DNA in infected cats,™®
and has higher sensitivity than that of ELISA and virus
ispladon in the early phase of infection. In addition,
the assay identifies provirus carriers that have over-
come antigenemia.” Key benefits of this method
are the ability to quantify the input template over a
broad linear range, low sample consumption, the abil-
ity to rapidly test large numbers of samples, and low
risk of contamination.**** Thus, TaqMan real-time
PCR has been recommended as the most effective test
for diagnosing FelV infection.” The PCR used in the
present study was designed to amplify all 3 subtypes of
Fel¥ (FeV-A, FelV-B, and FelV-C), but not endoge-
nous Fely-like sequences.’

A second criterion for valid test evaluation studies
is that samples should be represeniative of patients on
which the test system will be applied in practice.'” In
our study, samples were collected from patients in the
hespital population, including both healthy and dis-
eased cats, for which clinidans had requested FIV and
Fel¥ tests. The prevalence of FIV and FelV infection in
the study population, therefore, was representative of
that in the population examined at the Clinic of Small
Animal Medicine, Ludwig Maximilian University.
Thus, this represents the true situation in which clini-
clans will use this test. Previous studies have shown
that the prevalence of FIV is highly variable and de-
pends on the age, gender, lifestyle, physical condition,
and most importandy geographic location, ranging
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from < 1% in healthy cats in North America to 44%
in sick cats in Japan.'* The prevalence of FelV infec-
tion has decreased during the last 20 years, presumably
as a result of implementation of testing programs and
development of effective vaccines.”®”” In a recent ret-
rospective study of 3780 dient-owned cats in southern
Germany, the prevalence of FIV was 2.5% and that of
FelV was 2.9%.°*" The higher prevalence for FelV
infection in our study may be explained by the high
number of cases referred to the Veterinary Teaching
Hospital with unclear diseases. Therefore, the number
of FelV-positive cats may be higher than would be
expected in primary veterinary praciices.

Because of the low prevalence of FIV and FeLV in-
fection, additional positive samples would have
strengthened confidence in the sensitivity estimates,
but were not possible within the present study design.
Although the low number of true positive catsis a lim-
itation of the study, it mirrors the epidemiological sit-
uation in which the test systems are used in practice.

Compared with the resulisof previous studies,'**"
both in-clinic test systems performed well and had
comparably high sensitivity, specificity, and predicive
values for diagnosing FIV. The low sensitivity of both
in-clinic tests for diagnosing FelV may be explained by
the fact that the antigen tesis and PCR detect virus in
different forms and in different compartments. FelV
antigen is present during viremia, which occurs in the
early phase of infection with or without bone marrow
infection. In many cats, however, viremia is transient
and thus, antigen tests become negative. However, la-
tent FelV infection may be present that is characier-
ized by the persistence of viral nucleic adids in the bone
marrow of nonviremic cais. The PCR test used in this
study also may detect latent infections due to its ability
to detect proviral DNA with high sensitivity. In 1 study,
10.0% of PCR-positive cats were antigen-negative.’
The fact that 6 of the antigen-negative PCR-positive
catstested negative in both antigen tests makesit likely
that these cats are actually true antigen-negative cats
with latent infection.

It can be concluded that the performance of the
Anigen Rapid Test was very good and similar to that of
the Snap Kombi Plus Test; both tests can be recom-
mended for use in veterinary practice. However, in ar-
eas with a lower prevalence of infection and because a
positive test result may have serious consequences for
the cat, all positive test results should be interpreted
carefully. According 1o the advisory panel of the Amer-
ican Association of Feline Practitioners on feline retro-
virus infections, positive results should be confirmed
by a second, preferably more sensitive test, espedially
in clinically healthy cats.

Sand et al
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2. Studie 2

Association of feline immunodeficiency provirus andvirus load with the

health status of naturally FIV-infected cats

Introduction

Feline immunodeficiency virus (FIV) infection in ohestic cats results in an
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) (PEDERSEN al., 1987;
YAMAMOTO et al., 1988), similar to the syndrome sad by human
immunodeficiency virus (HIV) infection in humansEBIDINELLI et al., 1995;
VAHLENKAMP et al., 1995). Both FIV and HIV infectits are characterized by
progressive CD% lymphocyte loss and lymphoid depletion (LEVY, 1993
PEDERSEN, 1993), immunologic abnormalities (MIEDEMét al., 1988;
ACKLEY et al., 1990; TORTEN et al.,, 1991), and tisesceptibility for
opportunistic infections (PEDERSEN et al., 1987;DFHRSEN et al., 1989;
ENGLISH et al., 1994). Five different clinical sty (acute phase (AP),
asymptomatic carrier (AC), persistent generalizgchphadenopathy, AIDS-
related complex (ARC), and AIDS stage (PEDERSEMNIgt1989; ISHIDA &
TOMODA, 1990)), modified from those used in HIV éction, have been
proposed for the course of infection in cats ndiyranfected with
FIV(PEDERSEN et al., 1989; ISHIDA & TOMODA, 1990 riteria for
classifying cats into these clinical stages arentgabased on clinical signs.
However, staging seems to be very unreliable innadly infected cats.

Determination of retroviral loads is an importambltto investigate the success of
vaccination or therapeutic trials. Since the dewelent of TagMan real-time
PCR, it has become possible to quantify provirus anus loads fast, easy, and
with a high reproducibility and sensitivity (KLEIBt al., 1999; LEUTENEGGER
et al., 1999; KLEIN et al., 2001).

Virus RNA levels have been shown to correlate wiitease stages in HIV and
experimental FIV infection (PIATAK et al., 1993b;IATAK et al., 1993a;
PIATAK et al., 1993c; DIEHL et al., 1995). Also arcrease of virus RNA levels
in the AP stage and a decrease in the followingséege were implied by Diehl
and co-writers (1995) (DIEHL et al., 1995) in expentally infected cats.
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Additionally, the increase of 1 to 2 logs of plasRIdA concentration in cats with
rapidly progressive FIV disease was establishedKDl et al., 1996; GOTO et
al., 2002).

So far, some studies have monitored plasma virusA Ri@ncentrations in
experimental as well as naturally FIV-infected cédswever, there is no study
that examined the correlation between provirus ng load and the quality of

life in these cats.

The aim of this study was to investigate the catreh between provirus and
virus loads of naturally FIV-infected cats using fhagMan PCR method with the
cats’ quality of life and health status, evaluatgth the modified Karnofsky’'s

score.

Materials and Methods

Cats included

Between January 1998 to October 2008, 99 catswkat tested FIV-positive
were eligible to enter the study. All cats wereserdged to the Clinic of Small
Animal Medicine, LMU University of Munich, Germanynclusion criteria to
enter the study were the definitive diagnosis of Fifection using the SNAP
Combo Plus FeLV Antigen/FIV Antibody test (IDEXX G, Portland, ME
Each positive test result was confirmed by a sedesting before the cats were
eligible to enter the study. Cats were excludedhdy were younger than six
months, because passively acquired maternal ambocbuld have cause a
positive result. Further exclusion criteria werstbry of import from the United
Stated to Germany and an unknown FIV vaccinatiatustagainst FIV infection.
Of the 99 eligible cats, 50 were excluded due fon@d measurable provirus or

virus load or (2) unwillingness to answer the dethguestionnaire.

Evaluation of the health status

The health status of the cats was evaluated bi(éneofsky’s score modified for
the cat (HARTMANN & KUFFER, 1998). The Karnofsky'score was
determined on the same day when the blood sampteéBGR were drawn. The
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score was originally developed by David A. Karngfsik 1948 to describe the
qguality of life in lung cancer patients. It is uséor HIV-infected patients
(FISCHL et al.,, 1990), e.g., to compare the efficie of different antiviral
treatments in improving the quality of life. The difted index for cats enables
the investigator to judge the quality of life anehlth status in cats by means of a
score from 100% (absolutely healthy and happy) % @ead) (table 1). The
modified Karnofsky’s score is calculated in twotgaihe first part consists of a
questionnaire, which has to be answered by th@waers. The owners have to
compare the actual behaviour of the cat to the \nehabefore they noticed any
signs of disease and have to judge the differeflse.second part represents the

general condition determined by the veterinarian.

TagMan real-time PCR for measuring the amount of DM in samples

From each of the 49 cats, plasma (to detect vikkhRand whole blood (to detect
proviral DNA) samples were collected. DNA and RNsblation was performed
according to the manufacturers’ instructions, usPigdmp® DNeasy Mini Kif
and RNA isolation with a QIAMPRNA Viral Kit? respectively.

Three different real-time PCR assays were used.pfinger and probe sequences
were designed with Primer Express softWaleis known that virus isolates from
naturally infected cats show multiple sequenceati@ms in theenv andgag genes
(SODORA et al., 1994; KAKINUMA et al., 1995; PECOR® et al., 1996a;
STEINRIGL et al., 2009). Consequently probe andprs were designed to have
a high cross reactivity betwegag sequences from different FIV subtypes and
the three different probes were used (FIV 1416, E010p, and FIV 1372p)
(table 2). Each of the probes was combined witliffardnt forward and reverse
primer. If quantification with probe FIV 1416p pm@lvas not possible, FIV1010p
or FIV1372p was used.

Probe FIV 1010p assay was designed to be 100% logos to the clade A FIV
isolates Petaluma (GenBank accession number M258&dgcht 113 (X68019),
Zurich 1 (X57002), and San Diego (M36968). Thish@raletected 13/20 subtypes
A, 10/12 subtypes B and 0/5 subtypes D (LEUTENEGGERI., 1999). Probe
FIV 1372p was designed to detect FIV subtype B. fhinel FIV assay (1416p)

was designed to detect a broad range of AustrighGarman FIV isolates. All
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probes were phosphorylated at the 3'-OH to preedmtgation during PCR. All
oligonucloeotids were purified during high performa liquid chromatography
and obtained from Applied Biosystems (Applied Bistgyns, Foster City, CA). 6-
carboxy-fluorescein (FAM) served as a reporter rilabrome and 6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine (TAMRA as a quencher. As plasmid standard, the
plasmid pBSCompZ2 (ALLENSPACH et al., 1996) and aagenomic DNA
standard, DNA from CrFK cells, stably infected wittiferent FIV isolates, were
used as described previously by Kleiral (KLEIN et al., 1999).

Twenty-five pl PCR reaction mixture contained 10mvs Buffer (pH 8.3), 3
mM MgCl,, 2 uM dATP, dCTP, dGTP, dUTP, 300 mM of the forevaand

reverse primer, 200 mM rhodamine (ROX), 1.25 U affIDNA polymerase per
reaction. After the initial denaturation for 2 mat 95 °C, amplification was
performed with 45 cycles of 15 s at 95 °C and @060 °C.

For measuring the RNA amount in the samples, RNA fivatly transcribed into
cDNA. For this step, the reaction mixture contairettlitionally 2.5 U AMV
reverse transcriptase. After the transcription frBMA to DNA the same PCR

protocol for provirus and virus load was used.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS, ¥er4i6.0.(SPSS Inc., Chicago,
IL). Logit transformation was utilized for the Kanisky's score and In
transformation for provirus and virus load to obtaiormally distributed data.
Correlation between the transformed data was cozdpasing the Pearsons’

product-moment correlation. P values of < 0.05 veeresidered significant.

Results

Ninety-nine FIV-positive cats were identified ebig to enter the study. Of these
99 cats, 50 were excluded due non-measurable psogind virus load in 27 cats
or the unwillingness of the owner to participatéha study (23 cats).

The mean Karnofsky’s score evaluated at time o$gm&tion in this study was
87.3%. Lowest measured value was 50% the highé&st Barnofsky’s score data
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were not normal distributed, and 69% (34/49) osdaad a Karnofsky’'s score
between 90 and 100% with normal behaviour and wnatlor only minor signs of
disease (figure 1).

Provirus load detection implied that mean of 2.724°BL were infected (range
0.005% - 57.8%). Mean virus load in this study W8%588 virions/ml (range 0.01
- 3459366.59 virions/ml). Furthermore it could lmmfirmed that virus load levels
in cats with a Karnofsky’s score higher than 95%ensignificantly lower than
those in cats with a Karnofsky’s score lower th@®8 Provirus as well as virus
load indicated a significant (provirus load: p £3b; virus load: p = 0.023), but
only weak correlation with the Karnofsky’s scoregt Karnofsky and In provirus
load: -0.301; In virus load: -0.324) (figure 2 &\

Discussion

Previous studies showed that that the kineticsla$mpa virus load during FIV
infection resembled those during HIV infection (FAK et al., 1993a; DIEHL et
al., 1996; GOTO et al., 2002; LEVY, 2006). Virusatbwas suggested to be a
prognostic marker in both, HIV and FIV infectionorfthe progression of
infection. HIV and experimental FIV infections sha@waracteristic virus levels, a
peak during the phase of acute infection followeg & decline in the
asymptomatic phase, during which virus loads rematable (DIEHL et al.,
1995). In human medicine, plasma RNA load is usedh& main prognostic
factor of progression to AIDS and death in HIV-ictied patients (JURRIAANS
et al.,, 1994; MELLORS et al., 1995; MELLORS et 4996; DE WOLF et al.,
1997), and changes in the HIV RNA load are morediptere of disease
progression than changes in DNA loads (FISCUS .et1808; LATHEY et al.,
1998). Thus, plasma virus RNA concentration repressa useful marker for
clinical staging (PIATAK et al., 1993b; MELLORS ait, 1996).

The objective of the present study was to show ¢htt with a low Karnofsky’s
score and thus, bad health status, have a highrpsoand virus load and vice
versa. Indeed, an association between In provsused as In virus load and the
Karnofsky's score could be confirmgfigure 2 and 3 Mean values of provirus
and virus load were lowest in cats with a Karnofskscore > 95 %, and the

highest mean virus levels were measured in catsavi€arnofsky’s score < 80 %.
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This association was statistically significant (pros load: p = 0.036; virus load:
p = 0.023), but the correlation was only weak @idgarnofsky and In provirus

load: -0.301; In virus load: -0.324). In contrasthuman medicine, provirus load
seems to be slightly more predictive. Provirus &inds levels in field cats are

influenced by many more environmental factors (segondary infections, stress)
than they are in experimentally infected cats. Expentally infected cats mostly
live under standardized conditions, e.g. same gading, infection with the same
subtype at the same time point and no secondaggtiohs.

The group of cats with a Karnofsky’s score betw88rand 100%ywhich are in
the asymptomatic phase of FIV infection, establispeovirus levels from 0.005
to 7.58 virions/ml and virus levels from 0.01 t0288.39% infected PBL. The
range of both, the investigated provirus and viexels, was surprisingly wide.
Previous studies in experimentally infected capscily demonstrated a decline
and then stable virus levels after the peak of dlate phase of infection
(VAHLENKAMP et al., 1995). These studies usuallyagxned virus levels in
acute infection. In this study the diagnosis of Riection was an ,,incidental”
finding during a routine check up in the majorifytioe cats included in this study
and time point of infection was unknown. Conseqglyent is most likely that
most of the cats were already infected for a glaitg time period. Virus levels
obviously do not remain stabile during the wholgnagtomatic phase in cats in
naturally infected cats, and provirus and virusekits can not be compared to
experimentally infected animals. Follow-up inveatigns during the
asymptomatic phase in naturally infected cats ffeint environments would be

necessary to learn more about the viral kinetiegdithis phase of infection.

In human and veterinary medicine several scoreg@ked to classify the quality
of life. The judgement of the well-being in catsndae extremely difficult for

veterinarians, particularly, if cats are hospidizn an unknown environment. In
veterinary medicine, it is eminently important t@euscores, for obtaining
objective data, because patients are not ableticulate their complaints and
feelings. The Karnofsky’'s score is an index which based on questions
concerning eating, playing, sleeping, and socidbli®ur, as well on the general
condition of the cat (table 1). In human medicittee Karnofsky's score was
established as an easy and sufficiently reliabbeisg system in all stages of HIV
disease (FANTONI et al.,, 1999). The usefulnesshef modified Karnofsky’s
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score for cats was validated in a study in natyfalV-infected cats by Hartmann
and Kuffer (1998) (HARTMANN & KUFFER, 1998). Forlaats included in the
present study, the Karnofsky’s score was determirzedl the mean of the
Karnofsky’s score was surprisingly high (87.4%). sflof the cats (69%) were
asymptomatic and had a high Karnofsky’'s score betv@ and 100% at time of
presentation. In fact, this unbalanced distributadrthe Karnofsky’s score is a
limitation of the study, but mirrors the course BNV infection and lower
pathogenicity of FIV when compared to HIV, and #tatus, cats are presented
with at veterinarians in a country in which catsmeoonly received good
veterinary care. The long survival time (ADDIE dt, 2000) and the long
asymptomatic phase in FIV infection may lead to tmgh percentage of
asymptomatic cats in the examined population. ldde#&/-infected cats can live
many years in good clinical condition and may diaraolder ages from diseases
unrelated with their underlying FIV infection. IfI¥ is present in a stable
population, the number of infected and non-infecteds remains unchanged
(COURCHAMP et al., 1995; COURCHAMP et al., 1997hdaFIV does not
deplete the population. Field investigations vedfithat FIV-positive cats had a
median survival time of 4.9 years after the diagn¢sompared to 6.0 years for
the control cats) (LEVY, 2006).

Fifty cats were excluded from the study, 27 of ¢hésie to a non-measurable
provirus and virus load. One possible explanatsotiié extensive variation among
parts of theenv andgag gene of FIV. This high mutation rate results inwsstce
differences in these genes up to 26% (SODORA g1894; KAKINUMA et al.,
1995; PECORARO et al., 1996a), especially in Muni@ermany, where the
widest representation of subtypes, A, B and C, Vi@msnd in the past
(BACHMANN et al.,, 1997). Consequently, primer andolges selection is
difficult for testing FIV field isolates from diffent geographical areas. PCR
results are highly influenced by variations in &trgene sequences (KLEIN et al.,
1999; KLEIN et al., 2001). To overcome this problémree different probes (FIV
1416p, FIV 1010p, and FIV 1372p) were used. ThesgVian probes and primers
are designed to be cross reactive with FIV subtyplasles A and B, representing
the majority of isolates in Europe. Still the igel of 27 of 99 cats could not be
detected by PCR. These cats were repeatedly podifivantibody detection and
vaccination against FIV and maternal antibodieslccde excluded. For that
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reason, it is most likely that the PCR resultstafse 27 cats are false negative.
Mismatches of probe and primers to target geneesems or viral load levels
below the limit of detection are the most commoasons for false negative
results and differences in PCR efficiency (KLEIN &t, 1999). For exact
quantitative determination of provirus and viruadoof a specific subtype, probe
and primer have to be 100% complementary to thgetarstrain. Using
degenerative primers would be a possibility to eéase the number of measurable
provirus and virus loads, but was not arrangedhénpresent study. Crawfoetial
(2005) compared commercially available PCR assegsyentional as well as
real-time PCR. All these PCR assays are offeredeterinary practitioners in
North America in commercial laboratories. Howeuwasults showed significant
variations in their diagnostic accuracy (CRAWFORDagk, 2005). Sensitivity
ranged from 41 to 93% and specificity from 81 t@%Dfor cats not vaccinated
against FIV. Although PCR assays have been pronagedpotential solution for
confirming the true FIV status of cats (UHL et &002; CONNELL, 2003;
STEINRIGL & KLEIN, 2003), especially in countrieshere FIV vaccines are
used, the drawbacks of this technique needs toohsidered. Diagnostic PCR
assays are mightily specific (LEUTENEGGER et a@99). However, this high
specificity can lead to false negative results,eesly when diagnosing five
different subtypes with a high intrinsic mutatiaie.

The advantage of this study when compared to puevebudies on this subject is
the high number of naturally FIV-infected cats ud#d and the comparison
between the associations of provirus as well agsvioad to a fairly objective
judgement of the quality of life, the Karnofsky'sose. In conclusion, provirus as
well as virus load showed a significant but only alecorrelation to the
Karnofsky's score. These results suggest that DN& BNA levels are highly
variable in the asymptomatic phase in naturallgdtéd cats, and that, other than
in HIV-infected humans, clinical status is not potide of virus loads. Thus,
neither provirus nor virus load are good predictufrthe health status in naturally

FIV-infected cats
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Table 1: Karnofsky’s score modified for cats (HARTMANN & KUFER, 1998)

100% normal behaviour, no complaints, no evidence céalgs
909 minor signs of disease, still normal eating, regtand social
0
behaviour
some signs of symptoms of disease, eating behamaiunfluenced,
80% social behaviour slightly reduced, normal actitie playing and
grooming only with efforts, increased sleeping time
200 playing, comfort, and social behaviour reduced,ariethargy than
0
normal, less appetite
60% requiring sometimes assistance in cleaning andafeeding care
500t requiring all the time assistance in cleaning aetling, and
0
sometimes medical care
0% requiring assistance for everything and dependmmedical care,
0
wild roaming cats without human help in acute dangdife
300 severely disabled, taking no food, appropriate wadiare difficult at
0
home, hospitalisation indicated
20t very sick, life not possible without hospitalisatj@ctive supportive
0
treatment necessary for staying
10% danger to life, fatal process

0%

dead
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Table 2 FIV primers and probes used in the FIV fluorogehagMan real-time

PCR%o determine provirus and virus load

probe or primer

sequence

Probe FIV1416p
Forward Primer FIV 1360f

Reverse Primer FIV1437r

" TGC AGT GTA GAG CAT GGT ATC TTG AGG CA
GCA GAAGCAAGATTT GCA CC

TAT GGC CCG CAATITTCCT

Probe FIV 1010p
Forward primer FIV 0771f

Reverse Primer FIV 1081r

® TAT GCC TGT GGA GGG CCTTCC T
AGA ACC TGG TGA TAT ACC ASGAC

TGG GGT CAAGTG CTA CATRAG-3’

Probe FIV 1372p
Forward Primer FIV 1280f

Reverse Primer FIV 1426r

" TTT GCA CCA GCC AGA ATG CAG TGT TAG
ATC CTC CTG TG GGC CTA GAC

ACT TTC CTAATG CTT CA G@ALCC

@ Sequences of probe and primers are given in bri&ntation

b Nucleotide to which the reporter FAM is coupled

¢ Nucleotide to which the quencher TAMRA is coupled
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Figure 1. Frequency distribution of Karnofsky’'s score diat¢ghe examined cat
population (n = 49)
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Figure 2: Association between In provirus load and Karnofslscore (classified
into 3 groups: < 80% (n =9), 80 - 94% (n = T8R5% (n = 22 cats))
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Figure 3: Association between In virus load and Karnofskgars (classified in
3 groups: <80% (n =19), 80 - 94% (n = 18P5% (n = 22 cats)), (In virus load
significantly higher in cats with a Karnofsky's semf < 80% than the In virus
load of cats with a Karnofsky’s score2B5% (p=0.002))
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V. DISKUSSION

Die korrekte Diagnose der FIV- und FeLV-Infektignedt eine bedeutende Rolle.
Gelingt es nicht, FIV-infizierte Katzen in einer tanpopulation zu

identifizieren, besteht fur andere Katzen die Gefamer Infektion. Die

Identifizierung und Separierung von FIV-infiziert&atzen sind die wichtigsten
Schritte, um Neuinfektionen zu verhindern. Daflehgn eine Vielzahl von
direkten und indirekten Nachweismethoden zur Varfigy Die American

Association of feline practioners’ (AAFP) empfielién Einsatz von ELISA und
Immunochromatografietests als Routinenachweis votikdrpern gegen FIV und
FeLV-Antigen (LEVY et al., 2008a).

Seit einigen Jahren sind eine Vielzahl dieser ELISAInd
Immunochromatografietests fur den Praxisgebraudféldich. Die Vor- und
Nachteile der bisher verfigbaren Tests wurden tseran friheren
Testvergleichsstudien verglichen (HARTMANN et 2001; HARTMANN et al.,
2007). Seit kurzem ist ein neues FIV-/FeLV-Tesmystuf dem Markt. Ziel der
ersten Studie im Rahmen der vorliegenden Arbeitegardie Vor- und Nachteile
dieses neuen Tests mit dem bisherigen Marktfihrerergleichen. Dafir wurden
in der untersuchten Population von 300 Katzen di@d&enz der FIV- und FelLV-
Infektion, die Sensitivitat, die Spezifitat sowieerd positive und negative
pradiktive Wert beider Testsysteme bestimmt.

Die untersuchte Population bestand aus 300 ungsiekt Katzen aus dem
suddeutschen Raum. Bei neun von 300 Katzen wurddrkékper gegen FIV
nachgewiesen. Das entspricht einer Pravalenz vOr@, Annahernd ahnliche
Pravalenzen wurden auch in vorherigen Studien tiitlie im gleichen Gebiet
stattgefunden haben. In einer kirzlich veroffehten Studie von GLEICH und
Mitarbeitern (2009) lag die FIV-Pravalenz bei 3,2@&LEICH & HARTMANN,
2009), 1996 bei 2,3 % (WILHELM, 1996), 1994 bei 22(HARTMANN et al.,
1994) und 1991 bei 2,3 % (HARTMANN & HINZE, 199Diese Studien zeigen,
dass die FIV-Pravalenz im untersuchten Gebiet aaméhkonstant geblieben ist,
obwohl in den letzten Jahren eine zunehmende Auwfktider Tierbesitzer und
Beratung der Tierarzte stattgefunden hat. CHOURCM®Uund Mitarbeiter

(1995) beschreiben, dass die Anzahl an FIV-infieleiKatzen in einer Population
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in der FIV endemisch ist konstant bleibt und digtation nicht dezimiert wird
(COURCHAMP et al., 1995). Am haufigsten sind rangi@ Kater infiziert, die
bei Kampfen FIV Uibertragen. Die rangniederen Tgielen bei der Ubertragung
keine bedeutende Rolle (COURCHAMP et al., 2000).ar@e fur die
gleichbleibende Pravalenz kénnten in der geringethdgjenitét des Virus und der

niedrigen Ubertragungsrate unter sozialen Katzgreh (LUTZ et al., 2009).

Die FeLV-Infektion war in der untersuchten Popuwatibei 15 von 300 Katzen
vorhanden. Das entspricht einer Pravalenz von 5,0i&se Pravalenz liegt tber
der kdrzlich von GLEICH und Mitarbeitern (2009) ettelten Préavalenz von 3,6
% (GLEICH et al., 2009). Eine mogliche Erklarungerfir ist, dass in der
untersuchten Katzenpopulation eine groRe AnzahlKatzen mit unklarer
Erkrankung, die an die Medizinische Kleintierklinder Ludwigs-Maximilians-
Universitdt Minchen Uberwiesen wurden waren, mrmgeschlossen waren. Die
haufigsten Folgen einer persistierenden FelLV-Indeksind Immunsuppression
(PERRYMAN et al.,, 1972), Andmie und Lymphome (HARDet al., 1976;
KOCIBA, 1986). Diese Symptome sind unspezifisch Wgdihnen mit einer
Vielzahl von Erkrankungen einhergehen. Die Prawalamn bei kranken Katzen
deutlich hoher sein und bis zu 25 % reichen (HARTWM& HEIN, 2008).

Infektionen mit FeLV treten weltweit auf. Dabei die Pravalenz abhangig von
der Dichte der Katzenpopulation und lokalen undggafischen Unterschieden. In
einigen européaischen Landern, in den USA und inadanbetragt die Pravalenz
bei einzeln gehaltenen Katzen weniger als 1 %. khidatzenhaushalten, in
denen keine PraventivmalBnahmen (wie Screeningtexier Impfung)
vorgenommen werden, kann die Pravalenz bis Ubét 20steigen (HOSIE et al.,
1989; LEVY et al., 2006). In den letzten 25 Jahigndie Préavalenz der FeLV
durch den Einsatz von FelLV-Tests und Impfstoffemutiith zuriickgegangen
(LUTZ et al., 2009).

Als Referenzmethode zum Nachweis von FIV-Antikornpsteht Western Blotting
zur Verfigung. Heutzutage gilt der Western Blot @ddstandard (LUTZ et al.,
1988; HOSIE & JARRETT, 1990; EGBERINK et al.,, 1992)d wurde aus
diesem Grund in der vorliegenden Arbeit als Refemegthode ausgewahlt. Als
indirektes Nachweisverfahren ermoglicht der WestBlot den Nachweis von
spezifischen FIV-Antikdrpern gegen Hauptinnenkdppeteine und gegen das
Transmembranproteigp40 (O'CONNOR et al., 1989; CALZOLARI et al., 1995).
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Durchgefihrt wurde das von EGBERINK und Mitarbeitét991) beschriebene
Western Blot Protokoll (EGBERINK et al., 1991). ZuNachweis von FIV-
Antikorpern wurden vier FIV-Proteine eingesetzt gag-Protein 24), einenv-
Protein (KSU), ein Transmembranprotein (GEMund ein Hullprotein (CA).
Eine Probe galt als positiv, wenn mindestens zwier anehr Banden auf Hohe
der beschriebenen Proteine sichtbar waren. Probighast, dass die Anzahl der
Banden, die fur ein positives Ergebnis vorhandém isgissen, von verschiedenen
Autoren unterschiedlich beschrieben werden. HOSHf JARRET (1991)
erachten eine Probe als positiv, wenn mindesters Banden gegen Core-
Proteine gebildet werden (Hosie and Jarret 1998RMB und REID (1992)
betrachten hingegen die Anwesenheit von zwei vrewfischen Banden als
ausreichend fur den Nachweis einer FIV-positivenbBr (BARR et al., 1991,
REID et al., 1992).

Der Nachweis von Antikérpern gegen alle Oberflacmdigene ist mittels
Western Blot nur eingeschrankt mdglich. Hoher molate Hullproteine dp95,
gp120 undgpl35) werden bei der Aufreinigung und Proteindenatung haufig
beschadigt. Anschlieend konnen die Proteine nuwvollstéandig auf die
Nitrozellulosemembran (bertragen werden (EGBERINK al., 1991)
(PEDERSEN & BARLOUGH, 1991). Bilden Katzen ausseflich Antikorper
gegen diese Hiullproteine, kdnnen falsch negativgelimtisse im Western Blot
auftreten (HOSIE et al., 1989; EGBERINK et al., 199

Die Wahl des Western Blots als Referenzmethodeli@rTestvergleichsstudie,
erwies sich als geeignet. Beim Western Blot handsltsich wie bei den zu
Uberprifenden ELISA und Immunochromatografietest® @in indirektes
Nachweisverfahren fur FIV-Antikbrper. Die Bandenf aden Western-Blot-
Streifen waren deutlich zu erkennen, gut abgrenmbdrdie Ergebnisse zeigten
eine zufriedenstellende Ubereinstimmung mit den zutersuchenden

Testsystemen.

Fur die FeLV-Diagnostik existiert bisher kein eiitheh akzeptierter
Goldstandard. In vorherigen Testvergleichsstudiearde hauptsachlich die
Virusisolation als Referenztest zum Nachweis detL\Vmfektion eingesetzt
(HARTMANN et al., 2001; HARTMANN et al., 2007). Dses Verfahren
ermoglicht den Nachweis von replikationsfahigemugjrim Gegensatz zu dem in

dieser Studie verglichenen ELISA- und Immunochrayedfietest, die FelLV-
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Antigen nachweisen. Im Verlauf der FeLV-Infektiagt nicht zu jedem Zeitpunkt
bei Anwesenheit von Virus auch immer Antigen vortem Dies ist jedoch bei
der atypischen Form der FeLV-Infektion mdglich.H&sdelt sich hierbei um eine
sequestrierte Form der Infektion, bei der es zkalken Vermehrung des Virus, z.
B. in der Blase, Milchdrise oder im Auge, ohne Bigieng des Knochenmarks
kommt (HOOVER & MULLINS, 1991).

Die  Virusisolierung hat Nachteile: mangelhafte Lages- und

Transportbedingungen der Proben oder technischieHaimnen die vorhandene
Virusmenge in den Proben reduzieren (JARRETT etl8B2b). Dadurch werden
tatséchlich positive Proben in der Virusisolierualg negativ erachtet und die

ELISA-Ergebnisse folglich als falsch positiv bevegrt

HARTMANN und Mitarbeiter wahlten 2001 und 2007 derusisolation als
Referenztest (HARTMANN et al.,, 2001; HARTMANN et.,aP007). In beiden
Studien wurden deutlich héhere Werte fur Sens#ivibeschrieben als in der
vorliegenden Studie, in der die real-time PCR at$eRenztest eingesetzt wurde.
Der ELISA- und der Immunochromatografie-Test weigartigen nach und die
PCR Virus-DNA. Das Verfahren der real-time PCR eghuofit es auch latente
FeLV-Infektionen nachzuweisen, die durch einen Felntigen-Test nicht
erkannt werden kodnnen. HOFMANN-LEHMANN und Mitartesi (2001)
beschrieben, dass in einer untersuchten Populhd@idr demp27-positiven Katzen
alle PCR-negativ waren (HOFMANN-LEHMANN et al., 20 Die Tatsache,
dass sechs der Antigen-negativen PCR-positivendfaitz beiden Antigen-Tests
negativ getestet wurden, macht es sehr wahrsctieirdiass diese sechs Katzen
tatséchlich Antigen-negativ sind, jedoch latent ¥ahfiziert sind. Es handelt
sich daher nicht um eine wirklich ,,falsch® negatirgebnisse.

In der vorliegenden Studie wurde die TagMan reakti PCR als
Referenzmethode ausgewahlt. Dieses Verfahren erchbglen Nachweis von
Provirus in peripheren Blutzellen und ist sensitiaés die Virusisolation in der
Frihphase der FeLV-Infektion (TANDON et al., 2005).

Bei dem in der vorliegenden Studie untersuchtergémi Rapid FIV Ab/FelLV
Ag Test handelt es sich um einen ELISA-ahnlichemimochromatografietest.
Dieser Test wurde mit SNAPKombi Plus FeLV Antigen/FIV Antikdrpertest,

einem ELISA, im Hinblick auf Sensitivitat, Spezifit sowie positiven und
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negativen pradiktiven Werten verglichen. ELISA dmimunochromatografietests
beruhen auf dem Nachweis von spezifischen Antikdrgegen FIV und FelV-
Antigen. Der SNAB Kombi Plus FelLV Antigen/FIV Test weist Antikdrper
gegenp24 und gp40 nach. Der Anigen Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test weist
ausschlieBlich Antikérper gegegp40 nach. Beide Tests weisen FelV-p27-
Antigen nach.

Immunochromatografie-Schnelltests besitzen gegenilea ELISA-Tests den
Vorteil, dass sie sehr einfach zu handhaben sirdl ionihrer Durchflihrung
wenige Fehlerquellen beinhalten. Die Farbentwicglder Banden entsteht durch
Verdickung von Gold- und Latexpartikeln, so dassneei sekundare
enzymkatalysierte Reaktion nicht mehr notwendiguisti die Testsysteme nicht
temperaturempfindlich sind. Gegenlber &lteren ELT®Atsystemen sind die
Immunochromatografietests im Vorteil, da sie Antp@&r gegen Hullproteine,
meistgp40, nachweisen, die von manchen Katzen aussclale@ébildet werden.
Testsysteme, die einzig auf dem Nachweis von Anpiéth gegerp24 beruhen,
kénnen dadurch zu falsch negativen ErgebnisserfifitGBERINK et al., 1992;
FURUYA et al., 1992).

FUr beide Testsysteme wurde die Sensitivitat, Sipigizsowie der positive und
negative pradiktive Werte fir den Nachweis der Fifektion ermittelt. Bei
einem der Testsysteme, dem Ani§eRapid FIV Ab/FeLV Ag Test, trat ein
falsch-positives Testergebnis beim Nachweis von-AiNikorpern auf. Folglich
wurden fiir beide Testsysteme hohe Werte fiir dieziBse ermittelt (Aniger?
Rapid FIV Ab/FelLV Ag Test: 99,7 %, SNAPKombi Plus FeLV Antigen/FIV
Test: 100,0 %). Aufgrund der niedrigen Pravalenz Fl¥/-Infektion wurde eine
hohe Spezifitat ermittelt. Ein negativer Antikorigst schliel3t daher eine FIV-
Infektion weitgehend aus, da auch der negative ikirdd Wert aufgrund der
niedrigen Pravalenz sehr hoch ist. Vergleichbaret®eurden in vorherigen
Studien erreicht (BARR et al., 1991; REID et aR91; HARTMANN et al.,
1994; HARTMANN et al., 2001; HARTMANN et al., 20Q7)

Falsch positive Resultate bei FIV-ELISA-Testsystemeverden durch
Handhabungs- und Waschfehler als auch Qualitatsehdegvorgerufen. ELISA-
Tests, die kein rekombinantes Antigen verwendezgeseein Antigen ein, das von
FIV-infizierten Zellen in Zellkultur produziert wik. Das gewonnene Antigen wird

mittels Dichtegradient aufgereinigt und ist haufig zellularen Bestandteilen der
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Zellkultur (z. B. CrFK-Zellen) oder mit Komponenteles fotalen Kélberserums,
das zum Wachstum der Zellen eingesetzt wird, komiam (PEDERSEN &
BARLOUGH, 1991). Viele Katzenimpfstoffe werden inrEK-Zellen oder
anderen Zelllinien hergestellt, die fotales Kalleeusn bendétigen. Bei geimpften
Katzen kann es zu Antikoérperbildung gegen das impfs$toffen enthaltene
Kalberserum kommen. Die gebildeten Antikorper bmde die unvollstandig
gereinigten Antigene in den FIV-ELISA-Platten und entstehen Antigen-
Antikorper-Komplexe (CALZOLARI et al.,, 1995). Dadiur koénnen falsch

positive Testergebnisse auftreten, die die Spatifies Testsystems verringern.

Auch die Sensitivitat im FIV-Antikorper-Nachweis wiir beide Tests hoch. Ein
falsch negatives Testergebnis trat bei beiden TegtdDadurch wurde sowohl fur
den Anigeff Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test als auch den SNARombi Plus
FeLV Antigen/FIV Test eine Sensitivitat von 88,9¢¥mittelt. Die Ergebnisse der
Studien von GROAT und Mitarbeitern (2000) und HARANN und Mitarbeiter
(2007) stimmen mit diesem Ergebnis (berein (GROAT a., 2000;
HARTMANN et al., 2007). HARTMANN und Mitarbeiter (01) ermittelten
hingegen in einer vorherigen Studie lediglich ei@ensitivitat von 86,3 %
(HARTMANN et al., 2001). Eine Erklarung fur die abiwhenden Werte der
Sensitivitat konnte in der Verwendung von untersdhichen Versionen des
SNAP® Kombi Plus FeLV Antigen/FIV Test liegen. Seit 2080eine verbesserte
Version des ELISA der Firma IDEXX erhaltlich, deusatzlich zu Antikérpern
gegengp40 auch Antikdrper gegep?4 nachweist. In der vorliegenden sowie in
den Studien von GROAT und Mitarbeitern (2000) undRTMANN und
Mitarbeitern (2007) wurden die neue Version des SRiAombi Plus FelLV
Antigen/FIV Test eingesetzt (GROAT et al., 2000; RIAMANN et al., 2007).

Zum Nachweis der FeLV-Infektion wurde von beidensfSgstemen die
Sensitivitat, die Spezifitat, der positive und nega pradiktive Wert bestimmt.
Der Anigeif Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test, ein ELISA-ghnlicher
Immunochromatografietest, und der SNPARombi Plus FeLV Antigen/FIV Test,
ein p27-Antigen-ELISA, weisen beidg27-Antigen nach. Bei beiden Tests traten
keine falsch positiven Ergebnisse auf und die Sip&zlag jeweils bei 100,0 %.
Die ermittelten Werte fur die Spezifitdt sind mitevien aus friiheren Studien
vergleichbar (JARRETT et al., 1982b; LOPEZ & JACOBE 1989; HARDY &
ZUCKERMAN, 1991; SWANGO, 1991; HARTMANN et al., 200
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HARTMANN et al., 2007).

Ursachen fur falsch positive Testergebnisse konkamdhabungsfehler und
schlechte Probenqualitat sein. Bei der Verwenduwrghamolytischen Seren kann
die katalytische Wirkung der Peroxidase aus der {&oppe zu einem falsch
positiven Ergebnis fuhren. Weitere Ursachen furkhstehung sind anti-Spezies
Antikorper. Diese Antikdrper richten sich gegen Mantigene und kommen bei
0,14 bis 0,57 % aller Katzen vor. Durch die Int¢i@k der anti-Maus-Antikdrper
mit den monoklonalen Antikdrpern kann es zu falgasitiven Ergebnissen
kommen (LOPEZ & JACOBSON, 1989). Die EntstehungséieAntikdrper ist
nicht eindeutig geklart. Vermutet wird, dass Katrach intensivem Kontakt zu
Mausen, Antikdrper gegen Mause-1gG bilden (HORZINEB90). Durch Zugabe
von spezifischen Antikérpern, die gegen anti-Maudirper gerichtet sind,
konnen falsch positive Testergebnisse im ELISA imthunochromatografietest
vermieden werden (LOPEZ & JACOBSON, 1989)

Der Anigerf Rapid FIV Ab/FeLV Ag Test erreichte in der vorleeglen Studie
fur den Nachweis der FeLV-Infektion eine Sensitivivon 40,0 %, der SNAP
Kombi Plus FeLV Antigen/FIV Test 53,3 %. Die erralten Werte fur die
Sensitivitat liegen deutlich unter denen vorheri@udien (JARRETT et al.,
1982b; HARDY & ZUCKERMAN, 1991; SWANGO, 1991; GROAEt al.,
2000). HARTMANN und Mitarbeiter ermittelten in em@001 verdffentlichten
Studie Sensitivitaten von 51,8 — 91,3 % und 2007t8\Weon 92,1 — 96,8 % fir die
untersuchten FeLV-Testsysteme (HARTMANN et al., LBARTMANN et al.,
2007). Die Sensitivitdt der ELISA kann abhangig vgewahlten Referenztest
variieren (LUTZ et al., 1983b). Vermeintlich falsglositive Testsysteme treten
gehauft auf, wenn der Bestatigungstest einen witiedlichen Infektionsstatus
nachweist. JARRETT und Mitarbeiter (1991) bescleteltass bei etwa 10 % der
FeLV-infizierten Katzen diskrepante Testergebniss® verschiedenen Tests
auftraten (JARRETT, 1991). Ursachen hierfir sinde dinterschiedlichen
Verlaufsformen der FelLV-Infektion und nicht die ngainde Sensitivitat der
Referenztests. Bei transienter Verlaufsform kamn\dramie durch eine effektive
Immunantwort der Katze beendet werden, noch beasrkhochenmark infiziert
ist. Mithilfe eines FeLV-Antigen-Tests kann die ékfion nachgewiesen werden,

von einem IFT wird sie nicht erkannt.

In der vorliegenden Studie wurden alle FelLV-positiv ELISA- und



IV. Diskussion 66

Immunochromatografie-Testergebnisse (insgesamt @&bVpositive Proben)
durch ein positives Ergebnis in der TagMan reaktiRCR bestatigt. Folglich
ergaben sich fir beide untersuchten Testsystenme kaisch positiven Resultate.
Dieses Ergebnis stimmt mit der Studie von TANDONI WMitarbeitern (2005)
Uberein, in der bei allen natirlich infiziertpA7-positiven Katzen provirale DNA
nachgewiesen wurde (TANDON et al., 2005). Beim /Aniy Rapid FIV
Ab/FeLV Ag Test wurden neun, beim SNARombi Plus FeLV Antigen/FIV
Test sieben negative Ergebnisse durch die TagMahtiree PCR nicht als
negativ bestatigt und so als falsch negativ betedicBechs der Antigen-negativen
PCR-positiven Katzen waren in beiden FelLV-Antigess{E negativ. Eine
Erklarung hierfar liegt im Verlauf der FeLV-Infekin. Beide Testsysteme weisen
p27-Antigen nach. Die verwendete PCR hingegen soabh viraler DNA. Die
Mehrheit der FelLV-infizierten Katzen entwickelt eimegressive Infektion mit
einer transienten Viramie, die in den meisten Ratlarch eine effektive Antwort
des Immunsystems beendet wird (HOOVER & MULLINS, 919
Charakteristisch fur eine latente Infektion ist dashlen der Viramie und eine
persistierende Infektion des Knochenmarks, dietrdeinch einen FeLV-Antigen-
Test nachgewiesen werden kann (ROJKO et al., 1882%echs Proben in beiden
Antigen-Tests negativ getestet wurden, der PCR-Jedch positiv war, ist
davon auszugehen, dass diese sechs Katzen, tatk&shiigen-negativ sind, aber

latent FeLV-infiziert waren.

Mit der Wahl der TagMan real-time PCR wurde diezdédr sensitivste und
spezifischste Referenzmethode ausgewahlt, die m ABCD Guidelines on
prevention and management der FelLV-Infektion zur erghifung von
fragwirdigenp27-Testergebnissen empfohlen wird (LUTZ et al.,90@ie hohe
Zahl der falsch negativen Ergebnisse ist nicht ewfe tatsachlich niedrige
Sensitivitat der Testsysteme zurickzufiihren, sonderf eine mogliche latente
Infektion der Katzen. Die Tiere haben die FelLV-kifen bereits durchgemacht
und Immunitat entwickelt. Die FeLV-DNA bleibt abierden Knochenmarkzellen
integriert, da die Katzen PCR-positiv sind. Diesbetlegung stimmt mit der
Studie von HOFMANN-LEHMANN und Mitarbeitern Ubergim der 10 % der
PCR-positiven Katzen antigen-negativ sind (HOFMANEHMANN et al.,
2001).

Seit Einfuhrung der quantitativen real-time PCRlltsitiese Methode das am
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haufigsten eingesetzte PCR-Verfahren dar. Sie diambgdie Quantifizierung
von Provirus- und Virus-Loads. Bisherige Studiemger, dass der Verlauf der
Virus-Loads bei der FIV-Infektion dem der HIV-Infidn entspricht (PIATAK et
al., 1993c; DIEHL et al., 1996; GOTO et al., 200Der Verlauf der
Viruskonzentrationen der HIV- und der experimemiell FIV-Infektion sind
charakteristisch. Zu Beginn der akuten Infektiomkat es zu einem Peak, diesem
folgt ein Abfall der Viruskonzentration bis auf eiPlateau in der
asymptomatischen Phase, in der die Viruskonzeatrénstant bleibt (DIEHL et
al., 1995). In der Humanmedizin ist der Plasma RM#&d hinsichtlich eines
Fortschreitens der HIV-Infektion von gréRerer Bedeg (FISCUS et al., 1998;
LATHEY et al., 1998).

In der zweiten Studie der Dissertation galt es eigen, dass naturlich FIV-
infizierte Katzen mit einem niedrigeren Karnofskydéx und folglich schlechtem
Gesundheitszustand einen hohen Provirus- und Vioast haben und umgekehrt.
In Human- und Tiermedizin stehen eine Reihe vorizesl zur Bewertung der
Lebensqualitat zur Verfligung. Die objektive Beuurg des Wohlbefindens von
Katzen in einer fremden Umgebung gestaltet siclr sehwierig. Der Einsatz
eines geeigneten Beurteilungskriteriums spezieltié Lebensqualitat der Katzen
war aus diesem Grund besonders wichtig. Der moelite Karnofsky-Index

(HARTMANN & KUFFER, 1998) fur die Katze erméglicles die Lebensqualitat
und das Wohlbefinden von Katzen innerhalb einesesceoon 0 % (tot) bis 100 %
(klinisch gesund und munter) zu bestimmen. Der &bdes Karnofsky-Index

besteht darin, dass er aus zwei Teilen aufgebautnms ersten Teil wird das
Wohlbefinden der Katzen durch den Besitzer in eikgagenbogen beurteilt, im
zweiten Teil wird das Allgemeinbefinden durch einderarzt bestimmt

(HARTMANN & KUFFER, 1998). Der Besitzer vergleictiais aktuelle Verhalten
seiner Katze mit dem Verhalten, vor Auftreten desten Krankheitssymptome.
Jede Frage kann von mit funf (= das Verhalten widht mehr gezeigt) bis null
Punkten (das Verhalten wird genauso haufig wie vbuftreten der

Krankheitssymptome gezeigt) bewertet werden, daimel die einzelnen Fragen
mit unterschiedlichen Faktoren gewichtet. Die Fmgsind in sechs

Verhaltensbereiche eingeteilt: Nahrungsaufnahmé, iwd Urinabsatz, Schlafen,
Wohlbefinden, Spielen und Sozialverhalten. Im zeritTeil erfolgt die

Beurteilung der Lebensqualitat der Katzen durch @emnarzt. Auch hier konnte
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jede Frage von mit funf (= vollstandig gesunde kathis null (= tot) Punkten

bewertet werden.

Bei allen in der Studie eingeschlossenen Katzendevuder Karnofsky-Index
bestimmt. Der Median des Karnofsky-Index war tlssh@nd hoch (94 %) und
die Mehrzahl der Katzen (69 %) hatten einen Katefadex von tber 90 %.
Dies lasst sich durch die lange asymptomatischedtar FIV-Infektion und die
lange Uberlebenszeit von FIV-positiven Katzen aufigr der geringeren
Pathogenitat im Vergleich zur HIV-Infektion erklar¢ ADDIE et al., 2000). Ist
FIV in einer Katzenpopulation endemisch, bleibt dezahl von infizierten und
gesunden Katzen konstant und die Katzenpopulatiard wicht dezimiert

(COURCHAMP et al., 1995; COURCHAMP et al., 1997).

Zu erwarten ware, dass Katzen mit einem hohen Kskgdndex und folglich
guter Lebensqualitdt einen niedrigen Provirus undis/Load aufweisen und
umgekehrt. In der untersuchten Population konntatisisch signifikante Werte
(Provirus-Load: p = 0,036; Virus-Load: p = 0,023)t rallerdings nur einer
schwachen Korrelation zwischen Karnofsky-Index im&rovirus-Load (- 0,301)
als auch zwischen Karnofsky-Index und In Virus-L¢a@,324) ermittelt werden.
Im Gegensatz zur HIV-Infektion erscheint bei natiirlinfizierten Katzen der
Provirus-Load daher aussagekraftiger als der Miaed. Insgesamt weisen die
Viruskonzentrationen von natirlich infizierten Katzin dieser Studie geringere
Korrelationen mit dem Karnofsky-Index auf als beiperimentell infizierten
Katzen. Eine mogliche Erklarung hierfir konnten eeinVielzahl von
Umweltfaktoren sein (wie z. B. Sekundarinfektionem Stress), denen naturlich
infizierte Katzen ausgesetzt sind. Obwohl die Meltrder untersuchten Katzen
einen Uberraschend hohen Karnofsky-Index zeigte dreaermittelte Spannbreite
sowohl fir den Provirus- als auch fur den Virus-lasehr weit. Dadurch wird
deutlich, Provirus- und Virus Loads scheinen beilr@h infizierten Katzen
grof3en Schwankungen ausgesetzt zu sein. Um derzéiareylauf von Provirus-
und Virus Loads und die moglichen Einflisse zu rsuehen, die zu den

Schwankungen fihren, sind weitere Studien notwendig

In der vorliegenden Studie erfolgte der Ausschiuss 50 der urspringlich 99
Katzen, 27 davon aufgrund eines nicht messbareririse und Virus-Loads.
Umfangreiche Variationen imgag-Gen koénnen PCR-Ergebnisse stark

beeinflussen. Hohe Mutationsraten im FIV-Genom ldinn  zu
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Sequenzunterschieden fuhren, die eine Ho6he vonzhis26 % erreichen
(SODORA et al., 1994; KAKINUMA et al., 1995; PECORA et al., 1996b). In
einer Studie von BACHMANN und Mitarbeitern (1991),der Blutproben unter
anderem aus Deutschland untersucht wurden, gehdbien80 % der deutschen
Virusisolate zu den Subtypen-A und -B. In Mdinchaitt tdie breiteste
Reprasentation von FIV-Subtypen auf, -A, -B undBBCHMANN et al., 1997).
Aufgrund der hohen Variabilitat der FIV-Stdmme et besonders schwierig,
passende Primer- und Sondensequenzen fiur die Uchersg von FIV-
Feldstammen auszuwahlen. Um dieses bekannte Prahlererbessern, wurden
in dieser Studie drei unterschiedliche Primer edetit. Trotzdem gelang die
Quantifizierung von Provirus- und Virus-Loads in Edéllen nicht. Bei diesen
Katzen wurden mehrfach mittels ELISA FIV-Antikbrperachgewiesen. Die
Katzen waren nicht gegen FIV geimpft und maternafdikdrper konnten
ausgeschlossen werden. Grunde fur die falsch megdirgebnisse kdnnten
Sequenzunterschiede im FIV-Genom aufgrund der hdarerabilitdt der FIV-
Stdmme oder Viruskonzentrationen unter der Naclgsenze sein (KLEIN et al.,
1999).

Die signifikante, allerdings nur schwache Korraatizwischen Provirus- und
Virus-Load mit dem Karnofsky-Index zeigt, dass DNAund RNA-

Konzentrationen im Vergleich zur HIV-Infektion deBenschen in der
asymptomatischen Phase bei natirlich infiziertetz&ain hohem Mal3e variabel
verlaufen. Der Gesundheitszustand und das Wohlbefinvon nattrlich FIV-
infizierten Katzen ist weder durch den Provirus-cinoden Virus-Load gut

beurteilbar.

Aufgrund der niedrigen Préavalenz der FIV- und Felnfektion in Deutschland

sollte ein positives Testergebnis immer durch eiezdischeres Testverfahren
oder durch einen weiteren Test Uberprift werdeniddBein der Studie

untersuchten FIV- und FelLV-Tests konnen fur dens&in in der tierarztlichen
Praxis als Routine- und Bestatigungstest empfolvienen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die feline Immunodefizienzvirus- (FIV-) und die ife¢ Leuka&mievirus- (FeLV-)
Infektion sind schwerwiegende, haufig todlich vefemde Erkrankungen bei
Katzen. Bei den am haufigsten eingesetzten und anegfen Routinetests
handelt es  sich um  Schnelltests, die auf ELISA- rode
Immunochromatografietechnologie beruhen. In deearStudie der vorliegenden
Arbeit wurde ein neuer FIV-/FeLV-Schnelltest mitndelerzeit am haufigsten

Verwendeten verglichen.

Viele Schnelltests zur Diagnose der FIV- and Febhféktion sind fir die
Anwendung in der Tierarztpraxis erhaltlich. Seitzem ist ein neuer FIV- und
FeLV-Schnelltest in Deutschland verfigbar. Das 4digser Studie war es, die
Vor- und Nachteile des neuen Ani§eRapid FIV Ab/FeLV Ag Test Kit (Animal
Genetics Inc, Kyenggi-do, Korea) im Vergleich zurdéerzeit am haufigsten
verwendeten SNAP Kombi Plus FeLV/FIV Antikérpertest (IDEXX GmbH,
Ludwigsburg, Deutschland) zu untersuchen. Dazu aui@00 Serumproben von
zufallig ausgewdahlten Katzen mit beiden Schnebtastd mit dem jeweiligen
Goldstandard (Western Blot zum Nachweis von AK gelg/ und TagMan real-
time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachwet WelLV-Genom)
getestet. Antikérper gegen FIV wurden in 9/300 RroPravalenz: 3,0 %) mittels
Western Blot bestatigt. In 15/300 Proben konnte \FEINA nachgewiesen
werden (Pravalenz: 5,0 %). Fur den Nachweis vorikArer gegen FIV wurde
fur den Anigeff Rapid Test eine Sensitivitit von 88,9 %, eine Sipézvon 99,7
%, ein positiver pradiktiver Wert von 100 % und eiegativer pradiktiver Wert
von 96,7 % ermittelt. Fir den Nachweis von FelLVigeh wurde fir den
Anigen® Rapid Test eine Sensitivitat von 40,0 %, eine Sitéz sowie ein
positiver pradiktiver Wert von 100 % und ein negatipradiktiver Wert von 96,9
% ermittelt. Die diagnostische Richtigkeit entspratem SNAP Kombi Plus
Test. Der neue AnigénRapid FIV Ab/FeLV Ag Test kann daher fiir den Eiasa

in der Tierarztpraxis empfohlen werden.

Der Verlauf des Plasma Virus-Loads bei der FIV-tifen entspricht dem der
HIV-Infektion. Bei experimentell infizierten Katzemwird eine Korrelation

zwischen dem Virus-Load und dem Wohlbefinden detz&a beschrieben. Ziel



V. Zusammenfassung 71

der Arbeit war es daher, die Korrelation des Prm#Ar(DNA) und Virus-Load
(RNA) mit dem Wohlbefinden von natirlich FIV-infesiten Katzen zu
untersuchen. Dazu wurden 49 Katzen in Privatbesiz Stiddeutschland in die
Studie eingeschlossen. Der modifizierte Karnofgkyelk zur Bestimmung des
Wohlbefindens und der Lebensqualitdt der Katzen deuam selben Tag
bestimmt, an dem die Blutproben fir die PCR genommerden. Provirus- und
Virus-Loads wurden mittels TagMan real-time PCRtipesit. Um Provirus- und
Virus-Loads in allen mit mdglicherweise unterschidten FIV-Subtypen
infizierten Katzen nachzuweisen, wurden drei umtdesiliche gag-spezifische
PCR-Assays eingesetzt (FIV 1416, FIV 1010 und FBZ72). Zum Zeitpunkt der
Vorstellung in der Klinik war der Median des Karsky-Index 94 %. Ein hoher
Prozentsatz der Katzen war asymptomatisch zum dsedpder Vorstellung und
hatte einen Karnofsky-Index zwischen 90 und 100E%e Erklarung hierfar ist
die lange Uberlebenszeit von FIV-infizierten Katzeund die lange
asymptomatische Phase der Infektion. Der Mittelwds Virus-Loads betrug
88,588 virions/ml Plasma, durchschnittlich ware8 2% der Lymphozyten im
Blut infiziert. FUr den Provirus- und Virus-Load rkate eine signifikante (Virus-
Load: p = 0,023; Provirus-Load: p = 0,036), alleg$i nur schwache Korrelation
mit dem Karnofky-Index bestimmt werden (Karnofskyléx und In Virus-Load:
- 0,324, Karnofsky-Index und In Provirus-Load: @3 Die signifikante, aber
schwache Korrelation zwischen Provirus- und Virgsdl mit dem Karnofsky-
Index zeigt, dass DNA- und RNA-Konzentrationen imer§leich zu HIV-
infizierten Menschen in der asymptomatischen PHasenatirlich infizierten
Katzen in hohem Mal3e variabel sind. Weder der Ruevinoch der Virus-Load
stellen einen guten Marker flir den Gesundheitsadstaon natirlich FIV-

infizierten Katzen dar.
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VI. SUMMARY

Feline immunodeficiency virus (FIV) and feline leukia virus (FeLV) infection,

both, cause severe, often fatal diseases in dameats. The preferred and
recommended routine test systems are fast-perfgrnmrhouse tests, such as
ELISA or immunochromatographic tests. The firstdgtwompares a new FIV-

/FeLV-in-house test system with the most commondgstem used today.

Many in-house tests for the diagnosis of FIV and\Fenfection are licensed for
use in veterinary practice. A new test with unknoperformance has recently
appeared on the market. The aim of this study wadefine the efficacy of the
new in-clinic test system, the AnigerRapid FIV Ab/FeLV Ag test, and to
compare it to the current leading in-clinic teste tSNAP Kombi Plus FelLV
Antigen/FIB Antibody test. Three-hundred serum skEsipfrom randomly
selected healthy and diseased cats presented t&lithie of Small Animal
Medicine, Ludwig-Maximilians University Munich, wertested using both, the
Anigen® Rapid test and the SNAPKombi Plus test. Diagnostic sensitivity,
specificity, as well as positive and negative préde values were calculated for
both tests, applying Western Blot as the gold steshdor verification of FIV
infection and polymerase chain reaction (PCR) a&sdgbld standard for FelLV
infection. The presence of antibodies against FAs wonfirmed by Western Blot
in 9/300 samples (prevalence 3.0 %). FeLV DNA weaiected by PCR in 15/300
samples (prevalence 5.0 %). For FIV infection theigar® Rapid test had a
sensitivity of 88.9 %, a specificity of 99.7 %, asftive predictive value of 88.9
%, and a negative predictive value of 99.7 %. Fel\Finfection, the Anigef
Rapid test had a sensitivity of 40.0 %, specifiafyl00 %, a positive predictive
value of 100 %, and a negative predictive valu®@&® %. Diagnostic accuracy
was similar to that of the SNAPKombi Plus test. The new Anig@mRapid FIV
Ab/FeLV Ag test performed very well and can be raotended for use in

veterinary practice.

Kinetics of plasma virus loads during FIV infectisesembles that of human
immunodeficiency virus infection, and a correlatlmetween virus load and health
status was found in experimentally FIV-infectedscdihe aim of the second study

was to evaluate the correlation of provirus (DNAgasirus (RNA) load with the
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health status in naturally FIV-infected cats. Feriye privately owned FIV-

infected cats from Southern Germany were includethe study. The modified

Karnofsky's score that evaluates well-being andlijuaf life in cats was

determined at the time when blood samples wereirsta Provirus and virus

load were measured using TagMan real-time PCRrdardo detect provirus and
virus in all cats potentially infected with differeFIV subtypes and to overcome
genetic diversity, three different probes (FIV 18161V 1010p, FIV 1372p) were
used. The median Karnofsky’'s score of the catsreg bf presentation was 94 %.
Mean virus load in the cats was 88,588 virions/takma, and a mean of 2.8 %
blood lymphocytes were infected. Provirus as wall varus load showed a
significant (virus load: p = 0.023; provirus loag: = 0.036) but only weak

correlation with the Karnofsky's score (Karnofskysore and In virus load: -
0.324, In provirus load: -0.301). A high percentagfethe cats (69 %) were
asymptomatic and had a high Karnofsky’s score betv@ and 100 % at time of
presentation. This is caused by the long surviv&lg-infected cats and the long
asymptomatic stage. The significant but weak cati@h between provirus and
virus load with the Karnofsky's score suggests thAIA and RNA levels are

highly variable in the asymptomatic phase in ndlyiiamfected cats, and that,
other than in HIV-infected humans, clinical stasisot predictive of virus loads.
Thus, neither provirus nor virus load are good teds of the health status in

naturally FIV-infected cats.
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