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|. EINLEITUNG

Coronavirusinfektionen sind in vielen Saugeti erpopul ationen endemisch. Sie rufen
meist gastrointestinale oder respiratorische Symptome hervor oder verlaufen
asymptomatisch (WOO et al., 2010; SELBITZ et al., 2011). Bei Katzen fihrt das
feline Coronavirus (FCoV) selten zu Symptomen (FOLEY et a., 1997). Eine
Mutation des Virus verursacht jedoch eine progressive, todlich verlaufende
systemische Erkrankung, die feline infektidse Peritonitis (FIP) (ROBISON et d.,
1971, FOLEY et da. 1997; HARTMANN, 2005, BROWN et a., 2009;
PEDERSEN, 2009; KIPAR & MELI, 2014). Zur Diagnose einer FIP wird der
Nachweis der Virusnukleinsaure mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder
der Nachweis des FCoV-Antigens mittels Immunhistochemie (IHC) oder
Immunzytochemie (1ZC) genutzt. Die Aussagekraft der 1ZC zum Nachweis des
FCoV-Antigens in Makrophagen aus Korperhohlenergissen wurde bereits
untersucht (FELTEN et a., 2017a). Bel ener Manifestation der FIP im
Zentralnervensystem ist jedoch meist kein Erguss vorhanden. Dies erschwert die
Diagnose (WEISS & SCOTT, 198la; FOLEY & LEUTENEGGER, 2001;
HARTMANN, 2005; FISCHER et a., 2012). Bislang gibt es keine Untersuchungen
zur Aussagekraft der 1ZC aus Liquor. Dader Liquor bei jungen Katzen nur in sehr
geringen Mengen vorliegt und die enthaltenen Zellen aufgrund der chemischen
Beschaffenheit des Liquors sehr fragil sind, mussen fir die Durchftihrung einer 1ZC
aus Liquor die Bearbeitungsmodalitéten angepasst werden (FRY et a., 2006). Aus
diesem Grund gliedert sich diese Arbeit in einen ersten Teil, der die Mdglichkeit
der Verwendung vorgeféarbter Ausstriche zur 1ZC untersucht und die Beurteilung
verschiedener Vorbehandlungen beinhaltet. In einem zweiten Tell sollte die
Aussagekraft der 1ZC aus Liquor zum Nachweis einer FIP beurteilt werden.
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|1.LITERATURUBERSICHT: CORONAVIRUSINFEKTIONEN

DER FLEISCHFRESSER

Coronavirusinfektionen ~ wurden  bel vielen  Saugern  beschrieben
(MIHINDUKULASURIYA et d., 2008; SELBITZ et a., 2010; QUESENBERRY
& CARPENTER, 2012; WOO et a., 2014). Mest verursachen sie milde
Gastroenteritiden (z. B. bei Schwein, Hund, Katze, Frettchen, Kuh, Maus, Pferd,
Hyéane, Kleinbar, Hase, Delphin, Mensch) oder respiratorische Symptome (z. B. bei
Schwein, Hund, Frettchen, Kuh, Maus, Ratte, Wal, Mensch). Teils verlauft die
Infektion auch asymptomatisch (Tab. 1) (GAO et a., 2009; WOO et a., 2010;
SELBITZ et a., 2011; QUESENBERRY & CARPENTER, 2012; WOO et d.,
2014).

Im Folgenden soll ndher auf die Biologie, die Beschaffenheit und die
Charakteristika der Coronaviren sowie spezieller auf Coronavirusinfektionen bei
den Fleischfressern Katze, Frettchen und Hund eingegangen werden.
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Tabelle 1: Uberblick tiber Coronavirusinfektionen bei Saugern.

In Anlehnung an SELBITZ et al., 2010. Mit freundlicher Genehmigung des Georg
Thieme Verlags (Lizenzvereinbarung, 30. August 2017).

TEGV: transmissibles-Gastroenteritis-Virus, PRCoV: porzines-respiratorisches-
Coronavirus, PEDV: porzines-epidemisches-Diarrhoe-Virus, FCoV: felines
Coronavirus; CECoV: canines enterdes Coronavirus, HCoV: humanes
Coronavirus, FrECoV: enterisches Coronavirus der Frettchen; SARS. schweres-
akutes-respiratorisches-Syndrom; FrSCoV: systemisches Coronavirus der
Frettchen; BCoV: bovines Coronavirus, PHEV: prozines hamagglutinierendes
Enzephalomyelitis-Virus; HECoV : humanes enterales Coronavirus; MHV: murines
Hepatitisvirus, RtCoV: Ratten-Coronavirus; CRCoV: canines respiratorisches
Coronavirus, ECoV: equines Coronavirus; MERS: respiratorisches-Syndrom-
Coronavirus des Mittleren Osten; BWCoV: Beluga-Wal-Coronavirus, BdCoV:
Grol3er-Tummler-Coronavirus.

Ordnung Nidovirales

Familie Coronaviridae

Unter- _
. Coronavirus

familie
Virus Abkirzungen Hauptkrankheitsbild
Genus: Alphacoronavirus
(Gruppe 1)
T_ransmlsa bles C_Bastroenterltls- TGEV Gastroenteritis
virus der Schweine
Porzi nes respi ratorisches PRCOV respiratorische
Coronavirus Symptome
Porzines-epidemisches- PEDV Gastroenteritis
Diarrhoe-Virus

FECV Gastroenteritis

Felines Coronavirus feline infektitse

FIPV Peritonitis

CECoV Gastroenteritis
Canines Coronavirus pantropisches

CCoV systemische Infektion
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Fleischfresser

Tabelle 1: Fortsetzung.

Ordnung Nidovirales

Familie  Coronaviridae
Unter- .
Coronavirus
familie
Virus Abktrzungen Hauptkrankheitsbild
HCOV-229E respiratorische
) Symptome
Humanes Coronavirus
HCoV-NL63 respiratorische
Symptome
respiratorische
SARS-CoV Symptome
Frettchen-Coronavirus FrECoV Gastroenteritis
feline-infekti0se-
FrSCoV Peritonitis-ghnliche
Erkrankung
Genus Betacoronavirus
(Gruppe 2)
Bovines Coronavirus BCoV respiratorische o
Symptome, Enteritis
Humanes Coronavirus HCoV-OC-43  respiratorische
mptome
Symp
HCoV-HKU1 respiratorische
Symptome
Humanes enterales Coronavirus  HECoV Gastroenteritis
Porzines-hémaggl utinierendes- PHEV KUmmern und
Enzephalomyelitis-Virus Gastroenteritis
Hepatitis, Enzephalitis,
Murines Hepatitisvirus MHV respiratorische
Symptome,
Gastroenteritis
Ratten-Coronavirus RtCoV respiratorische

Symptome
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Tabelle 1: Fortsetzung.

Ordnung Nidovirales

Familie Coronaviridae

Unter- .
Coronavirus
familie
Virus Abktrzungen Hauptkrankheitsbild
Canines respi ratorisches CRCoV respiratorische
Coronavirus Symptome
Equines Coronavirus ECoV Enteritis
Schweres-skutes: respiratorische
respiratorisches-Syndrom- SARS-CoV S$p
) ymptome

Coronavirus
Respiratorisches-Syndrom- respiratorische
Coronavirus des Mittleren MERS-CoV Symptome,
Ostens Multiorganversagen
Genus Gammacor onavir us
(Gruppe3)

respiratorische
Beluga-Wal-Coronavirus BWCoV-SW1 Symptome,

L eberversagen

Grol3er-Tummler-Coronavirus

(bottlenose dol phin coronavirus) BdCoV-HKU22  Enteritis

1. Allgemeines zur Biologie der Coronaviren

Coronaviren (CoV) werden der Familie der Coronaviridae zugeordnet, die zu den
behillten RNA-Viren und, zusammen mit den Familien Arteriviridae und
Roniviridae, zur Ordnung der Nidovirales gehdren (HAGEMEIJER et al., 2012).
Coronaviren wurden erstmals 1965 bei Erkéltungskrankheiten bei Menschen mit
Symptomen einer Entziindung der oberen und unteren Atemwege entdeckt und
1968 aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede gegenliber anderer Viren als
eigene Familie definiert. Ein morphologisches Charakteristikum der CoV sind die
in der Membranhille engelagerten Proteine, durch die sie im
el ektronenmikroskopischen Bild elner Krone gleichen (lat. corona: Kranz, Krone),
was namensgebend fur diese Virusfamilie ist (Abb. 1) (DE VRIES et al., 1997,
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WOO et al., 2010; SELBITZ et al., 2010).

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Abbildung eines Coronavirus
(Truthahn-Coronavirus).

Angefertigt  vom Institut far Virologie, Ludwig-Maximilians-Universitét,
Munchen, Abdruck mit Erlaubnis von Prof. Dr. Gerd Sutter (24. Juli 2014).

CoV besitzen eine sphérische bis pleomorphe komplexe Struktur mit einer linearen
einzelstrangigen RNA positiver Polaritét und einer Genomgrofie von 27,6-33,0
Kilobasenpaaren (Kbp). Sie tragen somit das grofdte und komplexeste Genom, das
bei RNA-Viren bekannt ist. Im Inneren der Partikel liegt ein helikaler
Ribonukleokapsidkomplex (DE VRIES et al., 1997; MODROW & FALKE, 2010;
LIESS & MOENNIG, 2010; CHANG et al., 2016). Das Genom besteht aus Uber
29.000 Nukleotiden und 6-14 offenen Leserastern (open reading frames, ORF), die
far Strukturproteine, nicht-Strukturproteine (NSP) und akzessorische Proteine
codieren. Etwa zwel Drittel nehmen dabei ORF-1a und ORF-1b im Bereich des
5'- Endes (Cap-Struktur) ein (Abb. 2) (KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN,
2014b).
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Abbildung 2: Genomischer Aufbau eines Coronavirus.

In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014. Mit freundlicher Genehmigung von
SAGE Publications (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017).

ORF: offene Leseraster (open reading frames); S: Spikeprotein; E: Hillprotein; M:
Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein; 3a-c und 7a-b: nicht-Strukturproteine.

Diese beiden ORF sind Bestandteile des viralen Replikase-Gens, welches die RNA-
Replikation einzelstrangiger RNA-Viren steuert. Daher tragen sie zur Produktion
von Polypeptiden, wie NSP, bei. Die NSP sind wiederrum an proteolytischen
Prozessen, der Genomreplikation und an der Synthese der subgenomischen Boten-
RNA (mRNA) beteiligt (Abb. 3) (DE VRIES et d., 1997; WOO et da., 2010;
PEDERSEN, 2014b). Sie interagieren mit Komponenten des endoplasmatischen
Retikulums (ER) und des Golgi-Apparates der Zelle und bilden einen Replikation-
Transkription-Komplex. Dieser enthdt viefdtige, die RNA-Synthese
beeinflussende Enzyme und Hilfsproteine. Uber eine RNA-Polymerase werden
negativ-Strange der RNA codiert, die wiederum as Vorlage, sogenannte
Templates, fur die Produktion der mRNA positiver Polaritét dienen (Abb. 3). Nicht
die Templates, sondern nur diese einzelstréngige RNA positiver Polaritét besitzt
eine Cap-Struktur am 5 -Ende und ein polyadenyliertes 3"-Ende. Durch die beiden
Enden werden gleichartige Strukturen der zellul&ren mRNA nachgeahmt, wodurch
das Virus die zelleigenen Mechanismen zur viralen Proteinsynthese nutzen kann
(PEDERSEN, 2014a). Eine charakteristische Eigenschaft der CoV wahrend der
Replikation besteht darin, wechselnde, zufalige Templates zu verwenden. Daraus
resultieren haufige Rekombinationen und Mutationen (WOO et al., 2010). Ein
Beispid fur die Verwendung zufélliger Templates und die Bildung einer neuen
CoV-Art Uber eine homologe RNA-Rekombination ist die Entstehung des felinen
Coronavirus (FCoV) Typ Il durch eine Rekombination zwischen dem
FCoV-Typ-1 und dem caninen Coronavirus (CCoV) (WOO et d., 2010).
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Abbildung 3: Replikation der Coronaviren.

In Anlehnung an STADLER et al., 2003. Mit freundlicher Genehmigung der Nature
Publishing Group (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).

rER: rauhes endoplasmatisches Retikulum; Golgi: Golgi-Apparat; NSP: nicht-
Strukturproteine; S:  Spikeprotein; E: Hullprotein; M: Membranprotein;
N: Nukleokapsidprotein; RNA: Ribonukleinsdure; ORF: offene Leseraster.

Die ORF sind nicht nur in die Bildung der NSP, sondern auch in die Bildung von
Strukturproteinen involviert (Abb. 3), denen unterschiedliche Funktionen
zugeschrieben werden. Den ORF-1aund ORF-1b nachgelagert in Richtung 3"-Ende
sind die Genefir die Strukturproteine, welche in folgender Reihenfol ge angeordnet
sind: Spikeprotein (S-Protein, Surface-Protein), Hullprotein (E-Protein, Envel ope-
Protein), Membranprotein (M-Protein), Nukleokapsidprotein (N-Protein) und bel
einigen CoV die Hamagglutininesterase (HE-Protein) (Abb. 2 und 4) (MODROW
& FALKE, 2010; HAIJEMA et d., 2004; PEDERSEN et al., 2009; LIESS &
MOENNIG, 2010; LE PODER, 2011; SELBITZ et d., 2010).
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Envelope-Protein
Membran-Protein

Spike-Protein

MNukleokapsid-Protein

Abbildung 4: M orphologie eines Coronavir us.

In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014 und STADLER et al., 2003.

RNA: Ribonukleinsdure. Mit freundlicher Genehmigung von SAGE Publications
und Nature Publishing Group (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017 und 03.
September 2017).

Von den Strukturproteinen ist das S-Protein fur die Bindung der CoV an die
Zielzelle essentiell. Das S-Protein wird dabel in ein S1-Protein, das fur den
Zé€lltropismus und die Bindung an die Zielzelle Gber spezifische Zellrezeptoren (z.
B. Aminopeptidase N bel FCoV) verantwortlichist, und in ein S2-Protein, das tber
zwel Regionen mit hydrophoben Wiederholungen, den sogenannten
Heptadenwiederholungen HR 1 und HR 2, fir die Zellfusion sorgt, unterteilt
(Abb.5) (PEDERSEN, 2014b; XIA et al., 2014). Die 3 HR-1-Spirden im
Mittel punkt des S2-Proteins und die 3 daran anliegenden HR-2-K etten ermdglichen
die Freisetzung des positiven RNA-Einzelstranges in das Zytoplasma (Abb. 3 und
5) (XIA et a., 2014). Das N-Protein spielt bei der Synthese der viralen RNA und
der Proteinsynthese sowie in der Virionstruktur eine wichtige Rolle. Nach
Zusammenbau des Virions wéahrend seines Weges innerhalb zelluldrer
Membranstrukturen zur Zelloberflache (Abb. 3) wird es as reifes Virion mittels
Exozytose freigesetzt. Die Eigenschaften der unterschiedlichen Strukturproteine
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.



I1. Literaturtibersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 10

{
Cov | s |

S1 I ( RBD: Zielstruktur von neutralisierenden
Antikdrpern und DPP4

N

HR1: Zielstruktur fir Fusionsinhibitoren
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Abbildung 5: Struktur des Spikeproteins eines Coronavirus.

In Anlehnung an XIA et a., 2014. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier
Verlags (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).

SP: Signal peptid; FP: Fusionspeptid; HR1 und HR2: Heptadenrepeats 1 und 2; TM:
Transmembrandomane; CD: zytoplasmatische Domaéne; RBD:
Rezeptorbindungsdoméne; CoV: Coronavirus, S1 und S2: Spikeproteine;
S1: Antell des Spikeproteins, das fur den Zelltropismus und die Bindung an die
Zielzelle Uber spezifische Zellrezeptoren verantwortlich ist; S2: Antell des
Spikeproteins, das fur die Zellfusion sorgt.
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Tabelle 2: Funktion der Strukturproteine und Enzyme der Coronaviren.

In Anlehnung an MODROW & FALKE, 2010. Mit freundlicher Genehmigung des
Springer Verlags (Lizenzvereinbarung, 30. August 2017).

kD: Kilodalton; FCoV: felines Coronavirus; S. Spikeprotein; M: Membranprotein;
N:  Nukleokapsidprotein; ER: endoplasmatisches Retikulum; ADCC:
antikorpervermittelte zytotoxische Zellreaktion; RNA: Ribonukleinsdure; HE:
Hamaglutininesterase; ACE-2: Angiotensin-konvertierendes Enzym 2; SARS-
CoV: schweres-akutes-respiratorisches-Syndrom-Coronavirus, OC 43: Serogruppe
der humanen Coronaviren (HCoV) (fallen in Serogruppe 2); ?: nicht bekannt.

Protein GroRe Eigenschaften Funktionen
(kD)
S-Protein  180-200  glykosyliertes 1. Adsorption an
Membranprotein Aminopeptidase N (z. B.
. FCoV) oder ACE-2 (z. B.
quallsatlon in SARS-CoV)
Virus- und Induktion der
.Zy.to.pl asmamembran Membranfusion
infizierter Zellen 3 neutralisierende
Di- oder Trimer Antikorper
4. ADCC-Antwort
M-Protein  20-30 glykosyliertes 1. Interaktion mit N-Protein
Membranprotein 2. Initiierung der viraden
o Morphogenese durch
L_okallsanon In PeneFt)ratigon und
\Ig;{alﬁrahflgnagran und Aufnahme in das ER-
infizierter Zellen Lumen (Budding)
HE- 65 glykosyliertes 1. sekundére Adsorption an
Protein Membranprotein der die acetylierten
Serogruppe OC43 Neuraminsaurerestern
. 2. Acetylesterase
Dimer 3. Hamagglutinin
4. Hémadsorption
N-Protein  50-60 phosphoryliert, 1. Bindung an die RNA
stark basisch unter Bildung des
helikalen Nukleokapsids
2. Interaktion mit der
zytoplasmatischen
Doméne des M-Proteins
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Tabelle 2: Fortsetzung.

Protein GroRe Eigenschaften Funktionen

(kD)
RNA- ? ? Bindung der genomischen
abhangige und subgenomischen RNA
RNA-
Polymerase
Protein- ? ? Regulation von
kinase Transkriptionsfaktoren
Protease ? ? proteol ytische Spaltung des

Polymerasevorlauferproteins

Aufgrund der Prédisposition der CoV, haufig zu rekombinieren und mutieren, kann
es zur Verdnderung bestimmter Proteine (z. B. S-Protein, 3c-Protein) kommen.
Durch diese Veranderungen konnen sich Zelltropismus und Pathogenitédt andern.
Dies kann zu letalen Krankheitsverlaufen fuhren (MURRAY et al., 2010; WOO et
a., 2010; KIPAR & MELI, 2014).

2. Coronavirusinfektionen der Katzen, Frettchen und Hunde

Be Katzen kommen asymptomatische Infektionen, aber gelegentlich auch
schwerwiegende, systemische Verldufe einer FCoV-Infektion nach Mutation des
Virus vor (HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN, 2014a).
Aber auch bel Frettchen und Hunden sind systemische Krankheitsverldufe
beschrieben (BUONAVOGLIA et al., 2006; DOMINGUEZ et a., 2011; ZICOLA
etd., 2012).

2.1. Coronavirusinfektionen der Katzen

FCoV sind fur nahezu ale Feliden infektios (HARTMANN, 2005; BROWN et al.,
2009; PEDERSEN, 2014a). CoV-Infektionen bel Katzen kdnnen asymptomatisch
verlaufen oder milde Gastroenteritiden verursachen (KIPAR & MELI, 2014,
PEDERSEN, 2014a) oder aber eine schwere systemische Krankheit, die FIP,
verursachen. Basierend auf antigenetischen Unterschieden, wird das FCoV in zwei

Serotypen unterteilt: FCoV-Typ-1 und -Typ-Il. FCoV-Typ-l1 kommen haufiger vor
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und sind far 70-95 % der Infektionen verantwortlich (VOGEL et a., 2010,
BROWN, 2011). Bleibt die FCoV-Infektion auf Enterozyten beschrankt, wird
dieser enterale Biotyp als felines enterales CoV bezeichnet. Verandert sich jedoch
durch spezifische Mutationen der Zelltropismus des FCoV, entsteht ein pathogenes
Virus, dasfeline-infektidse-Peritonitis-Virus (FIPV), das zu einer systemischen und
letalen Erkrankung fuhrt (HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI, 2014,
PEDERSEN, 20143).

211 Felines enterales Coronavirus

Das feline enterae Coronavirus (FECV) kann milde Durchfallsymptomatiken bei
Katzen hervorrufen. Die Infektion kann aber auch asymptomatisch verlaufen
(PEDERSEN et al., 1981; ADDIE et a., 2009).

2.1.1.1. Atiologie und Epidemiologie

FCoV -Infektionen treten bei Hauskatzen und nahezu allen Wildkatzen auf (ADDIE
et a., 2009; BROWN et a., 2009). FCoV sind vor alem in Mehrkatzenhaushalten,
Katzenzuchten und Tierheimen endemisch, da dort permanent die Moglichkeit
einer Reinfektion besteht (HARTMANN, 2005; ADDIE et d., 2009; BROWN et
al., 2009). So weisen nur ca. 20 % der Katzen aus Einzel haltungen oder der Katzen,
die als Streuner |eben, aber nahezu 100 % der Katzen aus Mehrkatzenhaushalten
Antikorper auf (PEDERSEN, 1976a; ADDIE & JARRETT, 1992; PEDERSEN,
1995; BROWN et al., 2009).

2.1.1.2. Pathogenese

Die Infektion mit dem harmlosen FECV findet meist bereits im Welpenalter statt
(FOLEY et al., 1997, ADDIE €t d., 2009; KIPAR & MELI, 2014). Als infektits
gelten dabei vor allem Kot, aber auch andere Sekrete und Exkrete (HARTMANN,
2005; ADDIE et a., 2009). Bereits zwei Tage nach Infektion kann das Virus im
Kot nachgewiesen werden. Die Ausscheidung kann tber Wochen bis Monate
andauern, manchma auch lebenslang. Nach oronasaler Aufnahme des FCoV

kommt esinitial zur Virus-Replikation im Bereich der Tonsillen und der Epithelien
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des Oropharynx. Nachfolgend werden die Darmepithelzellen befallen (MAYR &
ROLLE, 2007; VOGEL et d., 2010; LE PODER, 2011). Mit FECV infizierte
Katzen entwickeln meist keine Symptome. Wenn Symptome auftreten, sind nur
milde und meist selbst-limitierende Magen-Darm-Problematiken, wie Anorexie,
Erbrechen und Durchfall, zu sehen (PEDERSEN et d., 1981; ADDIE et a., 2009).
In einzelnen Fallberichten fihrten die lokaen Infektionen des Darmes in
Ausnahmefélen zu schwerwiegenden, katarrhalischen und hamorrhagischen
Enteritiden mit Todesfolge (KIPAR & MELI, 2014).

2.1.1.3. Pathologische Veréanderungen

In der pathologischen Untersuchung von symptomatischen Katzen ist eine
unterschiedlich ausgeprégte Villiatrophie der Darmschleimhaut, die vom
Duodenum bis lleum reicht, beschrieben (PEDERSEN et al., 1981; KIPAR et al.,
1998). Eine Villifusion sowie Abtrennung und Verschorfung der Epithelzellen der
Basalmembran sowie eine milde Entziindungsreaktion kénnen zu sehen sein
(PEDERSEN et dl., 1981; KIPAR et al., 1998).

21.2. Felines-infektiose-Peritonitis-Virus

Durch spezifische Mutationen kann aus dem FECV das FIPV entstehen (POLAND
et a., 1996; VENNEMA et a., 1998). Das FIPV flhrt zu einer systemischen
Infektion mit pyogranulomatdsen Organveranderungen, die obligat todlich verlauft
(KIPAR & MELL, 2014).

2.1.2.1. Atiologie und Epidemiologie

Etwa 5-10 % der Katzen in Mehrkatzenhaushalten, die mit dem FCoV infiziert
sind, entwickelten FIP (PEDERSEN, 1976a; ADDIE, 2000; HARTMANN, 2005;
BROWN et a., 2009; PEDERSEN, 2009). Katzen aller Altersstufen konnen an FIP
erkranken, haufiger tritt die Krankheit jedoch bel Tierenim Alter unter 2 Jahren auf
(FOLEY et d., 1997; HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009; MWASE et d.,
2015, RIEMER et d., 2016). Manche Rassen, wie Abessinier, Bengalen, Hellige
Birma, Himalayan und Ragdoll, zeigten im Vergleich zu anderen Rassen ein
signifikant hoheres Risiko, FIP zu entwickeln (NORRIS et al., 2005; BELL et al.,
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2006; CARLSON & MACINTIRE, 2006; WORTHING et d., 2012; KIPAR &
MELI, 2014; PEDERSEN et a., 2016). Aufgrund dieser rassespezifischen
Prédisposition wurde angenommen, dass auch genetische Faktoren eine Rolle bei
der Entstehung der FIP spielen (PEDERSEN et a., 2016). GOLOKVO und
Mitarbeiter (2013) beobachteten bei einer Inzuchtpopulation von Birma-Katzen
einen Zusammenhang zwischen der Empfanglichkeit fur FIP und genetischen
Faktoren einerseits und dem Alter der Katzen andererseits. Dabei konnten 5
potentielle Gene identifiziert werden, die in die Immunregulation und den
Apoptose-Prozess involviert und damit potentiell préadisponierend fir die
Entwicklung einer FIP waren. Ein 100%iger Zusammenhang zwischen dem Grad
der Empfanglichkeit far FIP und dem Phéanotyp der erkrankten Katzen konnte
alerdings nicht hergestellt werden (GOLOVKO et a., 2013). PEDERSEN und
Mitarbeiter (2014) zeigten, dass 36 % der Laborkatzen einer spezifischen
Zuchtkolonie resistent gegen eine klinische FIP-Manifestation waren. Der
genetische Ursprung dieses Phanomens konnte jedoch nicht gefunden werden
(PEDERSEN, 2014a). In einer weiteren Inzuchtstudie wurde eine hohere
Empfanglichkeit bestimmter Katzenwelpen fur eine experimentell induzierte FIP
gesehen, aber auch hier konnte die genetische Grundlage nicht gefunden werden
(PEDERSEN et al., 2016).

2.1.2.2. Pathogenese

Die Pathogenese der FIP ist komplex und nach wie vor nicht vollstéandig geklart.
Das durch Mutation veranderte FCoV, das FIPV, vermehrt sich in Makrophagen
(ROTTIER et a., 2005). Dadurch kommt es zu einer systemischen Infektion. Es
treten Korperhohlenergiisse und pyogranulomatése Veranderungen in
verschiedenen Organen, inklusive ZNS und Augen, auf (HARTMANN, 2005;
LIESS & MOENNIG, 2010; KIPAR & MELI, 2014). Derzeit gelten dre
SchlUsselereignisse als Voraussetzung fur die Entwicklung einer FIP (KIPAR &
MELI, 2014):

[) Entstehung hochpathogener FIPV durch Mutation
II) effektive und permanente FIPV-Replikation in Makrophagen
[II) Aktivierung der FIPV-infizierten Makrophagen
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2.1.2.2.1. Mutation

Der virulente Biotyp des FCoV, das FIPV, entsteht in der Katze durch Mutation
(HARTMANN, 2005; MYRRHA et al., 2011). Der Ort der Mutationen ist nicht
eindeutig geklart. Vermutlich kommen verschiedene Lokalisationen in Frage. Das
nicht-mutierte FCoV, das FECV, repliziert vorwiegend in Darmepithel zellen, dabei
bei einer aktiven Infektion vor allem im Bereich des Duodenums bis Z&kums
(KIPAR et al., 2010; PEDERSEN et a., 1981; PEDERSEN et a., 2012).
Interessanterwei se wurde nach experimenteller intraperitoneal er V erabreichung des
FECV an pathogenfreie Katzen eine FECV-Ausscheidung mit dem Kot
nachgewiesen. Daher wird davon ausgegangen, dass FECV sich auch systemisch
ausbreiten konnen, also Makrophagen infizieren und sich Uber eine Makrophagen-
assoziierte Viramie systemisch verbreiten und somit ihrem Enterotropismus folgen
konnen. In den Makrophagen findet allerdings keine bedeutende Replikation statt
(DEWERCHIN et d., 2006; KIPAR et a., 2010; PEDERSEN €t al., 2012; KIPAR
& MELI, 2014; ROTTIER et a., 2005). Aufgrund der Tatsache, dass sowohl
harmlose FECV, als auch virulente FIPV in Makrophagen replizieren kénnen,
gingen PEDERSEN und Mitarbeiter (2012) davon aus, dass eher die Makrophagen
und nicht die Darmepithelzellen der Ort sein kdnnte, an dem die entscheidenden
Mutationen stattfinden (PEDERSEN et al., 2012).

Derzeit wird angenommen, dass mehrere Mutationen dafur verantwortlich sein
kénnen, dass Katzen FIP entwickeln (BATTILANI e a., 2010,
DEDEURWAERDER et d., 2013; KIPAR & MELI, 2014; PEDERSEN, 20144).
Eine besondere Bedeutung wird dabei einer Mutation im Gen des S-Proteins
zugeschrieben (ROTTIER et al., 2005; DEDEURWAERDER €t al., 2013; KIPAR
& MELI, 2014). In einer Studie wurden bei Uber 95 % der Katzen mit FIP, nach
Sequenzierung und phylogenetischer Analyse mehrerer Isolate, zwel verschiedene
Mutationen im Bereich des Gens des S-Proteins entdeckt (CHANG et a., 2012;
KIPAR & MELI, 2014). In derselben Studie wurde diese Mutation bei den
gesunden Katzen nicht nachgewiesen. Mutationen im S-Protein flhren zur
Unfahigkeit, an Enterozyten zu binden. Dabei liegen diese Mutationen nicht im Gen
des Rezeptorbindungsproteins S1, sondern in der membranproximalen S2-Doméne,
welche fur die Membranfusion des Virus mit der Zielzelle verantwortlich ist
(ROTTIER et d., 2005; KIPAR & MELI, 2014). Diese Annahme wurde damit
belegt, dass eine Deletion im Gen des S1-Proteins keinen Einfluss auf die Fahigkeit
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des Virus hatte, von Makrophagen aufgenommen zu werden (TAKANO et d.,
2011). Demgegeniber wurde durch Mutation im Bereich des Gens des S2-Proteins
die Aufnahme des Virus in Makrophagen erheblich gefoérdert (KIPAR & MELLI,
2014). In Tabelle 3 sind die Funktionen der Strukturproteine und der NSP der FCoV
und die Auswirkung auf die Pathogenité zusammengefasst (Tab. 3).

Tabelle 3: Struktur- und Nichtstrukturproteine der felinen Coronaviren mit
Funktion und Auswirkung auf die Entstehung der FIP.

In Anlehnung an KIPAR & MELI, 2014. Mit freundlicher Genehmigung von
SAGE Publications (Lizenzvereinbarung, 31. August 2017).

S: Spikeprotein; S1: Antell des Spikeproteins, das fur den Zelltropismus und die
Bindung an die Zielzelle verantwortlich ist; S2: Anteil des Spikeproteins, das fur
die Zellfusion sorgt; E: Hullprotein; M: Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein;
3ac und 7ab: nicht-Strukturproteine,, BMDM: Makrophagen aus dem
Knochenmark (bone marrow-derived macrophages).

Protein/ Rolle bei der Entstehung von FIP

(in-vitro- und in-vivo-Studien)
Mutationen in der Region zwischen

S1 und S2 werden mit FIP in
Verbindung gebracht

(LICITRA et d., 2013)

o Funktion
L okalisation

Aufnahmein Zielzelle
S (Makrophagentropi smus)

(ROTTIER et dl., 2005)

M utationen haben keinen Effekt auf

Rezeptorbindung

die Pathogenitét

S1
(BOSCH et al., 2003) (TAKANO et al., 2011)
_ . spezifische Mutationen sind haufig
< Fusionspeptid mit FIP assoziiert
(BOSCH et al., 2003) (CHANG et ., 2012)
Reifung, Zusammenbau,  Mutationen haben keinen Effekt auf
Budding und Interaktion  die virale Replikation in BMDM
E mit Zielzelle
(ROTTIER et al., 2005)
(DYE et al., 2005)
Reifung, Zusammenbau,  Mutationen haben keinen Effekt auf
Budding und Interaktion  dje virale Replikation in BMDM
M mit Zielzelle des Virus

(DYE et d., 2005)

(ROTTIER et al., 2005)
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Tabelle 3: Fortsetzung.

Protein/
Lokalisation

Funktion

Rollebei der Entstehung von
FIP

(in-vitro- und in-vivo-Studien)

virale Transkription
(OLSEN et d., 1993)

M utationen haben keinen Effekt
auf dievirade Replikation in
BMDM

(ROTTIER et dl., 2005)

Mutationen inhibieren die
[ mmunantwort

(BATTILANI et al., 2010)

ORF-3a

keine spezifische Funktion
beschrieben

(KIPAR & MELI, 2014)

M utationen haben keinen Effekt
auf dievirade Replikation in
BMDM

(ROTTIER et dl., 2005)

ORF-3b

keine spezifische Funktion
beschrieben

(KIPAR & MELI, 2014)

M utationen haben keinen Effekt
auf dievirade Replikation in
BMDM

(ROTTIER &t ., 2005)

Mutationen blockieren dievirale
Replikation in Makrophagen

(DEDEURWAERDER et d.,
2013)

ORF-3c

Replikation in Enterozyten
und damit

Virusaussche dung Uber
den Kot

(KIPAR & MELI, 2014)

Mutationen verhindern die
kontinuierliche Infektion von
Enterozyten

(VENNEMA et a., 1998; CHANG
et a., 2010; PEDERSEN et d.,
2012)

Mutationen werden haufig bei
Katzen mit FIP gefunden, sind
aber nicht alleine fur die
Entstehung der FIP verantwortlich

(PEDERSEN et d., 2012)

Mutationen fuhren zum Stop der
Virusausscheidung

(PEDERSEN et d., 2012)
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Tabelle 3: Fortsetzung.

Protein/ _
o Funktion
L okalisation

Rollebei der Entstehung von
FIP

(in-vitro- und in-vivo-Studien)

Interaktion mit dem
Immunsystem

(BATTILANI et a., 2010)

ORF-7

Mutationen haben keinen Effekt
auf dievirade Replikation in
BMDM

(ROTTIER et d., 2005)

Mutationen fuhren zu einer
geringeren, aber
kontinuierlicheren Replikation in
Makrophagen

(DEDEURWAERDER et d.,
2013)

Interferon-Antagonist

ORF-7a (DEDEURWAERDER et
al., 2013)

Mutationen flhren zu e ner
Hemmung der initialen
zellulédren Immunantwort der
Katze

(KENNEDY et al., 2001)

Antikoérperinduktion

ORF-7b (HERREWEGH et dl.,
19953)

Mutationen haben keinen Effekt
auf dievirade Replikation in
BMDM

(ROTTIER et dl., 2005)

M utationen fuhren zur Reduktion
der Virulenz

(TAKANO &t dl., 2011)

Mutationen fuhren
gegebenenfalls zur
Neutralisierung der initialen
Immunantwort

(DEDEURWAERDER et d.,
2013)

Es wird derzeit angenommen, dass eine Mutation im Bereich des Gens des S-

Proteins nicht alein fur die Entstehung einer FIP verantwortlich ist
(DEDEURWAERDER et a., 2013). Grund fur diese Annahme ist die hohe
Mutationsrate des Virus und das im Verhaltnis dazu doch relativ seltene Auftreten

der FIP (KIPAR & MELI, 2014).

Neben dem S-Protein kdnnen auch andere Proteine durch Mutationen veréndert
sein. So sind Mutationen im Gen des N-Proteins beschrieben (BATTILANI et a.,
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2010; KIPAR & MELLI, 2014). Das N-Protein soll eine Rolle bei der Stimulation
der zelluléren Immunitét spielen. Die Immunantwort des Patienten kann durch eine
Mutation im Gen des N-Proteins vermindert oder gar ganz verhindert werden
(BATTILANI et a., 2010). Weitere Studien wiesen Mutationen im Bereich ORF-
3c des FCoV in Geweben und Organen von Katzen mit FIP nach
(DEDEURWAERDER €t da., 2013; KIPAR & MELI, 2014). Demgegentiber
besal}en nahezu ale FECV aus dem Kot von Katzen mit einer enteralen Infektion
ein intaktes ORF-3c (CHANG et a., 2012; PEDERSEN et al., 2012). Der Bereich
ORF-3c von FCoV gesunder Katzen und von Katzen mit FIP wurde auch in einer
weiteren Studie untersucht. Von 32 Katzen mit FIP konnte bei 60 % der Viren eine
Mutation im ORF-3c mit teilweisem Funktionsverlust des entsprechenden Proteins
nachgewiesen werden (PEDERSEN et a., 2012), nicht alle FIPV wiesen jedoch
eine Mutation in diesem Bereich auf (CHANG et al., 2010).

Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Mutationen wird geférdert durch eine
hohe Virusreplikation. Diese wiederrum wird durch Faktoren, wie erhohtes
Reinfektionsrisko in  Mehrkatzenhaushalten, Stress, geringes  Alter,
Immundefizienz und Glukokortikoidapplikation, beeinflusst (HARTMANN, 2005;
ADDIE et d., 2009; KIPAR & MELI, 2014). Bel hoher Virusreplikation steigt
aufgrund der héheren Mutationswahrscheinlichkeit auch die Wahrscheinlichkeit,
eine FIP zu entwickeln (HARTMANN, 2005).

2.1.2.2.2. Virusreplikation in Makrophagen

Neben der Veranderung des Zelltropismus des FCoV durch Mutation ist auch die
massive und permanente Replikation des Virus in den Makrophagen fir das
Auftreten der FIP entscheidend (Tab. 3). Es wird diskutiert, dass hierflr weitere
Mutationen verantwortlich sind (DEDEURWAERDER et al., 2013; KIPAR &
MELI, 2014). In einer Studie von DEDEURWAERDER und Mitarbeitern (2013)
wurde die Relevanz von den Bereichen ORF-3 und ORF-7 im Hinblick auf die
Replikation des FCoV in Makrophagen untersucht. Von genetisch modifizierten
Viren mit einer Deletion des ORF-3abc (FIPV-A3), ORF-7ab (FIPV-A7) oder mit
einer Deletion an beiden Doménen (FIPV-A3A7) zeigten FIPV-A3 eine geringere
Replikationsfahigkeit als FIPV-A7. FIPV-A7 waren in der Lage, enen
Replikationszyklus in Makrophagen zu beenden (DEDEURWAERDER et al.,
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2013).

PEDERSEN (2009) beschrieb, dass die Virusreplikation in Makrophagen in den
ersten zwei Wochen nach Mutation des FCoV nur langsam abzulaufen scheint
(PEDERSEN, 2009). Von Tag 10 bis 21 nimmt die Aufnahme von Virus in
Makrophagen und die FCoV-Replikation in den Makrophagen massiv zu. Ebenso
nimmt die Makrophageninfiltration in Organlasionen massiv zu. Gleichzeitig
beginnt die Antikorperbildung gegen das FCoV (PALTRINIERI et a., 2003;
PEDERSEN, 2009; KIPAR & MELI, 2014). Folge der massiven Virusreplikation
ist die Aktivierung der FIPV-enthaltenden Makrophagen und letztendlich deren
Zerstbrung mit Freisetzung von Zytokinen, wie Interleukin-13 (IL-1pB), IL-6 und
Tumornekrosefaktor-o (TNF-0) und weiterer Entziindungsmediatoren. Aufgrund
der Freisetzung von Adhasionsmolekilen (aus den aktivierten Makrophagen, B-
und T-Lymphozyten und Granulozyten), wie zum Beispiel CD 18, kdnnen sich
Makrophagen, die das FIPV enthalten, sowie neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten und teillweise auch Plasmazellen, an Gefél3en und Geweben
festsetzen. Dadurch entstehen, unter Betelligung von Enzymen wie
Metalloproteasen, die eine eine erhdhte vaskulare Permeabilitét verursachen,
Gefal3wandschadigungen und granulomatdse Phlebitiden und Periphlebitiden
sowie pyogranulomatdse Organveranderungen (KIPAR & MELI, 2014).

2.1.2.2.3. Immunantwort

Die Immunantwort auf die Infektion spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese
einer FIP. Nicht das Virus an sich verursacht letztendlich die schwerwiegenden
Lasionen, sondern die Reaktion des Immunsystems der Katze auf das FIPV fihrt
zu dem fatalen Verlauf der FIP (HARTMANN, 2005). Es wird diskutiert, ob eine
Imbalance zwischen der zellularen und der humoralen Immunantwort eine
potentielle Rolle in der Entstehung der FIP spielt (PEDERSEN, 2014a). So wurde
friher angenommen, dass eine frihe zellvermittelte Immunitét die Entstehung von
FIP verhindern kénnte (PALTRINIERI et a., 2003; DE GROOT-MIJNES et al.,
2005; KIPAR & MELI, 2014).

Wahrend der Vermehrung des FIPV in Makrophagen werden die Regionen ORF-

7a und -7b des Virusgenoms, aufgrund ihrer randstandigen Lokalisation am 3'-



I1. Literaturtibersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 22

Ende des Genoms, sehr friih gebildet. Aus diesem Grund wird angenommen, dass
diese beiden Regionen fur die Neutralisierung der initialen Immunantwort der
Katze auf das FCoV in der frihen Phase der Entwicklung der FIP verantwortlich
sind (DEDEURWAERDER et d., 2013). ORF-7afungiert dabel alsein Interferon-
Antagonist und schitzt das FIPV vor dem Immunsystem der Katze
(DEDEURWAERDER €t d., 2013; PEDERSEN, 20144a). Eine erste Reaktion des
Immunsystems der Katzen auf FCoV-infizierte Zellen ist die Freisetzung von
Interferonen, die einen antiviralen Status der Zellen bewirken (GOODBOURN et
a., 2000, PALTRINIERI et a., 2003; DE GROOT-MIJNES et a., 2005; KIPAR
& MELI, 2014). Es wird diskutiert, dass eine Aktivierung der T-Zell-Immunitét
durch Interferon-y in der Lage ist, Katzen vor der Entwicklung einer FIP zu
schitzen (PEDERSEN, 2014a). Katzen, denen experimentell mutierte FIPV
Ubertragen wurden, die aber keine Symptome entwickelten, zeigten im Gegensatz
zu den Katzen, die an den Symptomen der FIP starben, eine verstarkte Produktion
von Interferon-y (SATOH et a., 2011). GELAIN und Mitarbeiter (2006) fanden
heraus, dass bel Katzen mit FIP zum Todeszeitpunkt Interferon-y-mRNA kaum
noch vorhanden war oder gar nicht mehr nachgewiesen werden konnte (GELAIN
et a., 2006). In anderen Studien konnte allerdings demgegeniber bel Katzen mit
FIP eine erhohte |okale Interferon-y-Expression in den Lasionen gefunden werden
(BERG et a., 2005; FOLEY et d., 2003). Eine starke Depletion von natirlichen
Killerzellen und regulatorischen T-Zellen sowie eine reduzierte zytotoxische
Aktivitét der nattrlichen Killerzellen kdnnen ebenso im Endstadium der FIP
nachgewiesen werden (PEDERSEN, 2014b). Durch eine insuffiziente zelluldre
Immunantwort kann das Immunsystem nicht adadquat auf die FIPV-Infektion
reagieren (PEDERSEN, 2014b).

Werden Katzen mit FCoV infiziert, reagiert der Organismus mit einer humoralen
Immunantwort und bildet Antikorper gegen das FCoV. Friher nahm man an, dass
die Bildung hoher Antikdrperkonzentrationen gegen das S-Protein und ein hohes
S:M-Antikérper-Verhdtnis dazu fihren, dass das FCoV eiminiert und dadurch die
Entwicklung einer FIP verhindern werden kann (GONON et a., 1999,
PEDERSEN, 2009). Allerdings we3 man heute, dass auch hohe
Antikorperkonzentrationen nicht in der Lage sind, das Virus zu beseitigen (KIPAR
& MELI, 2014). Eine starke humorale Immunantwort fihrt vielmehr zu einer

massiveren klinischen Auspragung, oft mit Bildung von Koérperhohlenergiissen
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(PEDERSEN, 2009). Eine Erklarung, warum Antikorper FIPV nicht eliminieren
konnen, ist die Inhibition der komplementmediierten Lyse FIPV-infizierter Zellen
durch das Virus (CORNELISSEN et a., 2009; DEWERCHIN et al., 2008). Zudem
wurde gezeigt, dassin vitro FIPV-infizierte Zellen nur unregelmal3ig Virus auf der
Oberflache prasentieren (DEWERCHIN et a., 2005). Aus pyogranulomatdsen
Lasionen von FIPV-infizierter Katzen gewonnene Zellen prasentierten sogar kein
Virus auf ihrer Oberflache (CORNELISSEN et a., 2007). Auch wenn die
infizierten Zellen virales Antigen auf ihrer Oberfléche présentieren, verhindert das
FIPV die Zerstorung dieser Zellen (CORNELISSEN et a., 2009; DEWERCHIN et
a., 2006; DEWERCHIN et a., 2008). Der zugrundeliegende Mechanismus hierfir
ist noch nicht vollsténdig geklart (CORNELISSEN et a., 2009).

Daim Verlauf der FIP Antigen-Antikorper-Komplexe entstehen, ging man lange
Zeit davon aus, dass de Pathogenese von FIP ene Typ-lll-
Uberempfindlichkeitsreaktion zugrunde liegt (FOLEY et al., 2003; KIPAR &
MELI, 2014). Diese Hypothese basierte auf Untersuchungen mittels der
Immunfluoreszenz, die Leukozyten, zellfreies Fibrinogen wund der
Komplementfaktor C3, sowie Virusantigen, Immunglobulin G und weitere
Komplementfaktoren in den pyogranulomatdésen Entziindungen darstellte
(PETERSEN & BOYLE, 1980; WEISS & SCOTT, 1981b; JACOBSE-GEELS,
1982; PALTRINIERI et a., 1998; KIPAR & MELI, 2014). Immunkomplexe
konnten allerdings nicht nur bel Katzen mit FIP, sondern auch bei FECV-infizierten
Katzen, die gesund bleiben, nachgewiesen werden (KIPAR et al., 1998; KIPAR &
MELI, 2014). Gegen die Theorie einer Typ-llI-Uberempfindlichkeitsreaktion
spricht, dass die typische Vaskulitis, wie sie bel einer FIP zu sehen ist, keine
Hinweise fir eine Immunkomplexvaskulitis, die typischerweise mit ener
Involvierung von Arterien oder neutrophile Granulozyten als dominierendes
ZdIbild einhergeht, zeigt (KIPAR et a., 2005).

In experimentellen Studien wurde das Phénomen des ,,antibody dependent
enhancement” (ADE) beschrieben, also die Bildung von infektionsverstéarkenden
Antikorpern. Dieses Phanomen tritt nach Impfungen mit rekombinanten Viren auf
(KIPAR & MELI, 2014). ADE basiert auf einer verstéarkten Aufnahme von Virus
und Antikdrpern gegen das S-Protein in M akrophagen Uber fragment-crystallisable-
Rezeptoren (Fc-Rezeptoren). Dadurch kann das FIPV schnell im Korper verbreitet
werden. Unter Feld-Bedingungen scheint ADE aber keine Rolle zu spielen
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(HARTMANN, 2005: MEURER & WOLF, 2007; ADDIE, 2012; KIPAR & MELI,
2014).

2.1.2.3. Pathologische Veréanderungen

Bereitsim Jahre 1960 wurde bei Katzen mit FIP eine Peritonitis als Hauptmerkmal
der Erkrankung definiert (HOLZWORTH, 1963). Aus diesem Grund nannte
HOLZWORTH (1963) die Erkrankung ,chronische fibrinbse Peritonitis®
(HOLZWORTH, 1963; KIPAR & MELI, 2014).

2.1.2.3.1. Makroskopie

Charakteristisch fur FIP sind eine fibrindse und granulomatdse Serositis,
proteinreiche K 6rperhohl energlisse sowie pyogranulomattse Lasionen (KIPAR &
MELI, 2014). Die Pyogranulome kénnen in allen Organen vorkommen und sowohl
grof3 und gut abgegrenzt mit zentralem Nekroseherd sein als auch in Form
zahlreicher kleiner Herde auftreten (KIPAR & MELI, 2014). Die Vertellung dieser
Lasionen variiert (KIPAR et a., 1998; KIPAR et a., 1999; PEDERSEN, 2009). Je
nach Studie war bei bis zu 75 % der Félle das Peritoneum betroffen. Bei 69 % der
Tiere wurden Korperhdhlenerglisse nachgewiesen (PEDERSEN, 2009; KIPAR &
MELI, 2014). In Untersuchungen von NORRIS und Mitarbeiter (2005) konnten bei
45 % der Katzen mit FIP Ko6rperhdhlenerglsse dargestellt werden (NORRIS et dl.,
2005). GroRe  intraabdominde  Massen  durch  pyogranulomattse
Organveranderungen wurden bei 20 % aller Katzen gesehen (LEWIS & O'BRIEN,
2010). In der Studie von NORRIS und Mitarbeitern (2005) lag der Anteil der
Katzen mit palpierbaren vergrof3erten abdominalen Organen bei 48 % (NORRIS et
a., 2005). Die typische Vaskulitis betraf in einer Studie von KIPAR und
Mitarbeitern (2005) vor allem kleine oder mittelgrof3e Venen in Leptomeningen,
Nierenrinde, Augen und seltener auch in Lunge und Leber (KIPAR et al., 2005).

Lasionen im ZNS stellten sich a's Verdickungen und Trilbungen der Meningen vor
allem im ventralen Bereich des Gehirns dar (FOLEY et a., 1998). Auch im ZNS
treten typische, meist oberflachenassoziierte, pyogranulomattse Verdnderungen
auf. Die Lasionen im Gehirn reichen von einer milden Infiltration des Ependyms
mit hauptsachlich Lymphozyten und Makrophagen bis zu einer massiven
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Ependymverdickung durch histiozytare und lymphozytére Infiltrationen,
periventrikuldrer Vaskulitis, periventrikulérer Astrozytose und zell- und
proteinreicher, entziindlicher Exsudation. Aufrund des hohen Eiweil3gehalts kann
ein obstruktiver Hydrozephalus entstehen (FOLEY et a., 2001, FOLEY et 4.,
1998).

2.1.2.3.2. Histologie

Histologisch dominieren Phlebitis und Periphlebitis. Weiterhin kdnnen Nekrosen
mit perivaskulérer Infiltration mit Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen und
polymorphnukledren neutrophilen Granulozyten gesehen werden (MEURER &
WOLF, 2007; KIPAR & MELI, 2014).

Im ZNS wurden eine Meningitis, eine Ependymitis, eine Periventrikulitis und eine
choroidale Plexitis beschrieben. Der Schweregrad der Entziindung variierte dabei,
und der entzindliche Prozess war meist oberflachlich und periventrikulér
lokalisiert. Das Zdlbild im entzindlichen Gebiet beinhaltete vor allem
Lymphozyten, Plasmazellen, neutrophile Granulozyten und Makrophagen
(SLAUSON & FINN, 1972; TAMKE et a., 1988; FOLEY et a., 1998). Die
Meningitiswar in einer Studie von FOLEY und LEUTENEGGER (2001) vor alem
auf der ventrokaudalen Oberflache des Gehirns (Kleinhirn, Hirnstamm), inklusive
Medulla oblongata, ausgepragt (FOLEY & LEUTENEGGER, 2001). Leukozyten
wurden vor alem im perivaskuldren Gebiet im Zusammenhang mit Periarteritis,
Phlebitis, aktivierten Astrozyten mit Produktion von zell- und proteinreichen
Odemen vorgefunden (SLAUSON & FINN, 1972; FOLEY & LEUTENEGGER,
2001). Ein Hydrozephal us konnte in Verbindung mit Leptomeningitis, meningeal er
Fibrose, akkumulierendem Zelldetritus und Obstruktion des Liquorflusses aufgrund
des hohen Proteingehalts des Liquors vorhanden sein (FOLEY &
LEUTENEGGER, 2001).

2.1.2.3.3. Immunfarbungen

Eine immunhistochemische Farbung betroffener Organe gilt als Goldstandard in
der Diagnose der FIP (FOLEY et al., 1998; HARTMANN, 2005; KIPAR & MELI,
2014). Alternativ  konnen Immunfluoreszenzfarbungen, welche gefrorene
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Gewebeproben bendtigten, oder Immunperoxidasefarbungen, welche an Formalin-
fixierten Proben durchgefiihrt werden, FIP bestétigen (PEDERSEN, 2014a). Die
Sensitivitét der IHC hangt von der Qualitdt der verwendeten Reagenzien, von der
Qualitéat der Gewebeprobe oder der Biopsien oder des Kdrperhdhlenergusses sowie
vom Vorhandensein von Lasionen innerhalb der Gewebeprobe und von der
Kompetenz der versuchsduchfihrenden und mikroskopierenden Person ab. Die
Spezifitét der IHC gilt als 100 %.(GIORI et al., 2011; PEDERSEN, 20144). Als
Antikoper wird der monoklonale Antikorper FIPV3-70 verwendet (FOLEY et al.,
1998).

2.2. Coronavirusinfektionen der Frettchen

Beim Frettchen wurden drei verschiedene Erkrankungen beschrieben, die durch
CoV verursacht werden: das schwere akute respiratorische Syndrom (SARS), die
epizootische katarrhale Enteritis (ECE) und die Infektion mit dem systemischen
Coronavirus der Frettchen (FrSCoV) (DOMINGUEZ et d., 2011). SARS-CoV
konnten bel Frettchen bisher nur experimentell Ubertragen werden und eine
Infektion ist im Feld noch nicht beschrieben (DOMINGUEZ et al., 2011,
CAMERON et a., 2012). Wie beim Menchen befdlt das SARS-CoV nach
experimenteller Infektion beim Frettchen vor alem den Atmungstrakt. Es fuhrt zu
milden respiratorischen Symptomen (GARNER et al., 2008; VAN DEN BRAND
et a., 2008; GRAHAM et a., 2013). Da bisher keine natirlichen SARS-CoV-
Infektionen bei Frettchen auftraten, wird im Folgenden nur auf die ECE und die

Infektion mit dem FrSCoV naher eingegangen.

2.2.1. Enterales Coronavirusder Frettchen
Die ECE stellt eine kontagi6se Erkrankung der Frettchen dar, die mit Symptomen
einer Gastroenteritis einhergeht (MURRAY et al., 2010). Diese Erkrankung bei
Frettchen wurde zum ersten Mal im Jahre 1993 an der Westkiiste der Vereinigten
Staaten nachgewiesen (WILLIAMS et al., 2000).
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2.2.1.1. Atiologie und Epidemiologie

Im Jahre 1993 wurde mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie
gezeigt, dassein CoV fir die ECE, namlich das enterale Coronavirus der Frettchen
(ferret enteric coronavirus, FrECoV), verantwortlichist (WILLIAMS et al., 2000).
Das FrECoV gehort ebenso wie das FCoV zur Gruppe 1 des Genus
Alphacoronavirus (Tab. 1).

Bel der ECE handelt es sich um eine hoch kontagiose Erkrankung bel Frettchen,
die mit einer Gastroenteritis einhergeht (WILLIAMS et a., 2000; MURRAY et d.,
2010). Das Durchschnittsalter infizierter Frettchen betréagt 4 Jahre. Altere Frettchen
entwickeln schwerwiegendere Symptome als Jungtiere, bei denen die Infektion
meist subklinisch verlauft (WILLIAMS et al., 2000; MURRAY et d., 2010).

In einer Studievon VLASOVA und Mitarbeitern (2007) wurde die Verbreitung des
FrECoV bei Frettchen in den Niederlanden untersucht (VLASOVA et d., 2007).
Dabel wurden 85 asymptomatische Frettchen auf Antikorper gegen das FrECoV
getestet. Zusdtzlich wurde eine RT-PCR von Rektal tupferproben durchgefihrt, um
virdle RNA nachzuweisen. Von den untersuchten Frettchen wiesen 32 %
Antikorper gegen das Virus auf, und bel 42 % der Tiere war die RT-PCR positiv.
In einer weiteren Studie wurde Kot von 90 Frettchen mittels RT-PCR untersucht.
In dieser Untersuchung waren 61 % der Kotproben positiv (PROVACIA et d.,
2011).

2.2.1.2. Pathogenese

Die Pathogenese der ECE ist der einer FCoV-Infektion der Katzen &hnlich. Das
Virus wird Uber den Kot infizierter Frettchen ausgeschieden und von anderen
Frettchen oral aufgenommen. Danach kommt es zur Infektion der Enterozyten
(WILLIAMS et a., 2000). Die Folgen kénnen Enteritiden mit gastrointestinalen
Symptomen und Dehydratation sein, die zum Tode fuhren kénnen (WILLIAMS et
al., 2000). Asymptomatische Infektionen sind haufig (PROVACIA et a., 2011).

2.2.1.3. Pathologische Veréanderungen

In der pathologischen Untersuchung von Frettchen mit ECE kann ene
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hyperémische Verénderung des betroffenen Darmabschnittes gesehen werden. Die
Darmwand erscheint zudem sehr dinn (MURRAY et a., 2010). In der
mikroskopischen Untersuchung félt eine diffuse lymphozytdre Enteritis mit
Villiatrophie sowie Villifusion und Villischrumpfung auf. Weiterhin kann es zu
einer vakuolaren Degeneration und zur Nekrose des apikalen Epithels kommen
(WILLIAMS et d., 2000). Durch immunhistochemische Untersuchungen des
Darmes mit dem monoklonalen Antikorper FIPV3-70 kénnen FrCoV
nachgewiesen werden (MURRAY et a., 2010).

2.2.2.  Systemisches Coronavirusder Frettchen

FrECoV -Infektionen beim Frettchen gehdren zu den wenigen CoV-Infektionen, die
wie bei der Katze nach Mutation des Virus zu einer systemischen Infektion fiihren
konnen (MURRAY et al., 2010). Bisher ist alerdings unbekannt, ob das FrSCoV
de novo im Frettchen durch eine Mutation aus dem FrECoV entsteht, so wie dies
bei der FCoV-Infektion der Katze der Fall ist, oder ob es aus einer Rekombination
des FrECoV mit einem anderen CoV resultiert und von Frettchen zu Frettchen
Ubertragen wird (POLAND et d., 1996; VENNEMA et al., 1998; WISE et d.,
2010). Durch pyogranulomatdse Organveranderungen (,,FIP-like disease™) kann
diese Erkrankung letztendlich zum Tode fuhren (MURRAY et al., 2010;
DOMINGUEZ et d., 2011).

2.2.2.1. Atiologie und Epidemiologie

FrSCoV wurde erstmals 2004 in Spanien und kurz darauf auch in den USA
beschrieben (MARTINEZ et a., 2006; GARNER et a., 2008). Die an einer
FrSCoV -Infektion erkrankten Frettchen sind meist unter 18 Monate alt, wobel das
Alter der betroffenen Tiere zwischen 2 und 36 Monaten variierte. Infektionen
wurden  grofdtenteils bei  weiblichen  Frettchen nachgewiesen, was
hochstwahrscheinlich an der préferierten Haltung weiblicher Tiereliegt (GARNER
et al., 2008; MURRAY et al., 2010). Die FrSCoV-Infektion fuhrt zu einer letalen
Erkrankung (GARNER et a., 2008). GARNER und Mitarbeiter (2008)
untersuchten die Uberlebenszeit von 23 Frettchen mit typischen Symptomen und
immunhistochemisch bestétigter FrSCoV-Infektion. Alle Frettchen starben
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zwischen 1 Tag und 195 Tagen an den Folgen der Erkrankung. Die mittlere
Uberlebenszeit lag bei 69 Tagen (GARNER et al., 2008).

Der genetische Aufbau des FrSCoV enthélt vereinzelte Unterschiede zu dem
Aufbau andere CoV. Analysen des FrSCoV zeigten, dass dieses Virus ein ORF-7b-
Gen enthélt, aber kein ORF-7a-Gen. Anstelle des ORF-7a-Gens, welches bei FCoV
vorkommt, wurde ein Pseudogen (3x-Gen) identifiziert (Abb. 6) (WISE et a.,
2006). Pseudogene sind RNA-Abnschitte, die Gber Mutationsprozesse zwar dem
Aufbau von Genen dhneln, aber nicht mehr fur ein funktionelles Protein kodieren
(TUTAR; 2012). In einer Studie wurde ein solches Pseudogen auch bel caninen
CoV gefunden. Die Pseudogene der caninen CoV und des FrSCoV stimmten aber
nur zu 24 % Uberein (WISE et a ., 2006). Dieses 3x-Gen ist zudem an einer anderen
Stelle im FrSCoV-Genom verglichen mit dem caninen CoV-Genom lokalisiert,
wobei es sich hierbel auch nur um en Strang-spezifisches Merkmal des
untersuchten Virus gehandelt haben konnte (WISE et a., 2006). Da CoV fir ihre
hohe Rekombinations-, Insertions- und Deletionsrate bekannt sind, ist das 3x-
Pseudogen hochstwahrscheinlich das Resultat eines Insertionsereignisses (LA,
1992; PASTERNAK et al., 2006; WISE et a., 2006; WOO et a., 2010).

A: 5°C 4 M H N H 3x
7b oly-A-3

wscm] 0 M v M [ e

A-3

Abbildung 6: Genetischer Aufbau des systemischen Frettchen-Coronavirus
und desfelinen Coronavirus.

In Anlehnung an WISE et a., 2006. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier
Verlags (Lizenzvereinbarung, 03. September 2017).

A: systemisches Coronavirus der Frettchen (FrSCoV); B: felines Coronavirus
(FCoV).

M: Membranprotein; N: Nukleokapsidprotein, C: Cap-Struktur; 3x: nicht-
Strukturprotein; 7b: nicht-Strukturprotein; Poly-A: polyadenyliertes Ende.

Dasletale FrSCoV der Frettchen entsteht entweder durch einein-vivo-Mutation aus
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dem FrECoV oder aus Rekombination des FrECoV mit einem anderen Coronavirus
der Gruppe 1 (Tab. 1) (POLAND et al., 1996; VENNEMA et a., 1998; WISE et
a., 2010). In letzterem Fall wirde das FrSCoV as eigensténdiges Virus in der
Frettchenpopulation zirkulieren. Hierfur wirde die hohe Sequenzdifferenz des S-
Proteins zwischen dem FrECoV und dem FrSCoV mit einer Ubereinstimmung von
nur 76 % sprechen (WISE et a., 2010). Bislang gibt es keine Prévaenzdaten aus
grof3en Popul ationen, sondern nur Fallberichte. Die Pravalenz scheint aber seit dem
ersten Fallbericht vor 10 Jahren zu steigen (MARTINEZ et a., 2006; WISE et dl.,
2006; GARNER et a., 2008; MARTINEZ et al., 2008; MICHIMAE et d., 2010;
WISE et dl., 2010; DOMINGUEZ et d., 2011; GRAHAM et d., 2012; AUTIERI
et al., 2015).

2.2.2.2. Pathogenese

Die Pathogenese der FrSCoV-Erkrankung ist noch nicht vollig gekléart. Bisher
vorliegende Informationen basieren auf klinischen Beobachtungen, pathol ogischen
Untersuchungen und genetischen Analysen (MURRAY et al., 2010). FrSCoV-
Antigen kann immunhistochemisch im Zytoplasma von Makrophagen
nachgewiesen werden (DORIA-TORRA et a., 2016). Somit weildt das FrSCoV
einen anderen Zelltropismus auf as das FrECoV. Dieser Unterschied des
Zé€lltropismus schreibt man einer Mutation im Gen des S-Proteinszu (WISE et dl.,
2010).

Die Infektion mit dem FrSCoV verursacht eine immunmediierte, systemische
Erkrankung mit der Bildung einer pyogranulomattsen Entzindung. Typ-I11- und
Typ-1V-Uberempfindlichkeitsreaktionen scheinen dabei fur die Entstehung der
pyogranulomatdsen L&sionen verantwortlich zu sein (DORIA-TORRA et 4.,
2016). Diese pyogranulomattsen Veranderungen konnen in jeglichen Organen
auftreten, inklusive Zentralnervensystem und Augen (GARNER et al., 2008;
DOMINGUEZ et d., 2011). Die Symptome hangen dabei ab, welches Organsystem
betroffen ist. Die typische Vaskulitis, wie sie bei Katzen mit FIP zu sehen ist, die
aufgrund einer Monozytenaktivierung und der Aktivierung von Endothelzellen
zustande kommt, scheint bei Frettchen seltener vorzukommen und daher eine
untergeortnete Rolle zu spielen (KIPAR et al., 1998; DORIA-TORRA et d., 2016).
In einer Studievon DORIA-TORRA und Mitarbeitern (2016) wurde eine Vaskulitis



I1. Literaturtibersicht: Coronavirusinfektionen der
Fleischfresser 31

nur bei einem Frettchen in meningealen Venen in Form von granulomattser
Phlebitis nachgewiesen (DORIA-TORRA et a., 2016). Da eine Vaskulitis bei
Frettchen selten vorkommt, entwickeln Frettchen mit einer FrSCoV-Infektion
anders as Katzen mit FIP keine Korperhohlenerglisse (GARNER et a., 2008;
MURRAY et al., 2010). Erkrankte Frettchen werden meist mit abdominalen
Umfangsvermehrungen aufgrund grofer Pyogranulome und Lymphadenopathien,
jedoch ohne Fieber vorgestellt (DOMINGUEZ et al ., 2011; GRAHAM et al., 2012).

2.2.2.3. Pathologische Veréanderungen

Die pathologische Untersuchung von Organen FrSCoV-infizierter Frettchen zeigt
ahnliche Verdnderungen wie die von Katzen mit FIP (GARNER et al., 2008;
MURRAY et al., 2010). Auf der Serosa sind gefél3assoziierte, multifokale
weifdliche Knoten und Plaques zu sehen. Haufig sind dabei das Peritoneum, die
Intestinal e Serosa und das M esenterium veréndert. Das Mesenterium ist dann durch
die Knoten und Plagques irreguldr verdickt. Ahnliche Knoten sind auf den
Oberfléachen von Organen, wie Leber, Nieren und Lunge, zu sehen. Die
Morphologie der pyogranulomattsen Organverénderungen ist identisch zu denen
einer FIP. Viruspartikel und Zellen des Immunsystems sind in den L&sionen
enthalten (KIPAR & MELI, 2014; DORIA-TORRA et d., 2016). In bisherigen
Untersuchungen zeigten mehr als 64 % der an einer FrSCoV-Infektion erkrankten
Frettchen grofe Pyogranulomen in verschiedenen Organen, die sich wie
tumordhnliche Umfangsvermehrungen darstellten (GARNER et a., 2008;
DOMINGUEZ et al., 2011). In der Regel sind die mesenterialen Lymphknoten
betroffen, die bis zu ihrer achtfachen Grof3e anwachsen und aufgrund der Knoten
ebenfalls eineirregulére Oberflache aufweisen konnen (MURRAY et al., 2010). In
einer Studie von DOMINGUEZ und Mitarbeitern (2011) hatten nahezu alle
Frettchen veradnderte Lymphknoten (DOMINGUEZ et a., 2011). Typische
Lymphknotenveranderungen bel  Frettchen mit einer FrSCoV-Infektion sind
nekrogranulomatdse L ymphadenitiden mit multifokal er biskonfluierender Nekrose
und histiozytérer, neutrophiler und geringgradiger |ymphoplasmatischer
Infiltration, die oft al's palpierbare Massen identifiziert werden (GRAHAM et al.,
2012). Verdnderungen im Zentranervensystem sind bel FrSCoV-Infektionen

selten. Es kann unter anderem zur Tribung der Meningen im Bereich der Medulla
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oblongata und des Plexus choroideus des vierten Ventrikels kommen (MURRAY
et al., 2010).

In der histologischen Untersuchung weisen die Lasionen eine charakteristische
pyogranulomatdse Entziindung auf, die vorwiegend am Mesenterium und an den
peritonealen Oberfl&chen auftritt. Die granulomatdse Entziindung betrifft vor allem
die Oberflache des Darms, kann sich aber von der Serosaauf die Laminamuscularis
ausdehnen. Beim Frettchen werden vier Granulomtypen beschrieben: Granulome
mit zentralem Nekroseherd, Granulome ohne Nekroseherd, Granulome mit vor
allem neutrophiler Granulozytenansammlung und eine diffuse granulomatdse
Entzindung (DORIA-TORRA et a., 2016). Bei Granulomen mit zentralem
Nekroseherd befindet sich zentral der Granulome ein nekrotischer Bereich, der aus
zerstorten zelluldren Bestandtellen mit wenigen degenerierten neutrophilen
Granulozyten besteht. Viele Makrophagen sowie wenige Lymphozyten und
Plasmazellen umgeben dieses nekrotische Zentrum. Auf3en um die Granulome
befindet sich fibrotisch verandertes Gewebe (MURRAY et a., 2010; DORIA-
TORRA ¢t d., 2016). Beim zweiten Typ, Granulome ohne Nekrose, sind zentra
viele Makrophagen mit moderater Ansammlung von diffus verteilten Lymphozyten
und einer geringen Anzahl von neutrophilen Granulozyten zu finden. In
Granulomen mit neutrophiler Granulozytenansammlung treten vorwiegend
neutrophile Granulozyten und wenige Makrophagen im zentralen Bereich auf,
wobei wenige Lymphozyten und Plasmazellen in der Peripherie der Granulome
angeordnet sind. Die diffuse granulomattse Entztindung tritt im ZNS auf und ist
gekennzei chnet durch eine pyogranulomattse L eptomeningitis, choroidal e Plexitis,
Ependymitis und Enzephalomyelitis (MURRAY et d., 2010; DORIA-TORRA et
a., 2016). Der Grofiteil der Zellen besteht aus Makrophagen, die zusammen mit
einer  moderaten Anzahl von Plasmazellen diffus im entziindeten
pyogranulomattsen Gebiet verteilt sind (DORIA-TORRA et a., 2016). Vor alem
in Granulomen mit nekrotischem Zentrum ist ein hoher Virusgehalt nachweisbar
(KIPAR & MELL, 2014). DORIA-TORRA und Mitarbeiter (2016) merkten zu den
verschiedenen Typen von Granulomen an, dass diese Eintellung und die
unterschiedliche zelluldre Zusammensetzung von verschiedenen Stadien der
FrSCoV-Erkrankung herrihren konnen (DORIA-TORRA et a., 2016). So konnten
in Untersuchungen bei einem Frettchen sogar verschiedene Granulomtypen in
demselben Organ gefunden werden (DORIA-TORRA et al., 2016). Dieskonntedie
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Folge von verschiedenen Viramieepisoden sein (DORIA-TORRA et d., 2016).

Die Diagnose einer durch FrSCoV-verursachte Erkrankung wird wie bei der FIP
mittels immunhistochemischer Farbung von veranderten Organen unter
Verwendung des monoklonalen Antikorpers FIPV 3-70 sichergestellt (MARTINEZ
et al., 2006; MARTINEZ et d., 2008; MURRAY et d., 2010). In einer Studie von
GARNER und Mitarbeitern (2008), bei der 23 Frettchen mit FrSCoV-Infektion
untersucht wurden, konnte in pyogranulomattsen Lasionen aller Frettchen
FrSCoV -Antigen nachgewiesen werden (GARNER et al., 2008). Die Farbung war
dabel in Lymphknoten, Milz und in entziindeten Geweben am prominentesten
(GARNER et d., 2008).

2.3. Coronavirusinfektionen der Hunde

Bisher wurden bei Hunden 3 verschiedene CoV-Infektionen, ndmlich das canine
enterale CoV (canine enteric coronavirus, CECoV), das canine pantropische CoV
und das canine respiratorische CoV (canine respiratory coronavirus, CRCoV)
beschrieben (Tab. 1) (BUONAVOGLIA et a., 2006). Das CECoV fihrt
gelegentlich zu intestinalen Symptome bei Hunden (LU et al., 2016). Es kann
mutieren und dadurch bei Jungtieren zu fatalen Verlaufen mit Todesfolge fihren
(BUONAVOGLIA et a., 2006). Dieses mutierte Virus wird pantropisches canines
CoV (pantropic canine CoV, panotropic CCoV) genannt (ZICOLA et al., 2012).
Das CRCoV bleibt auf den Atmungstrakt beschrankt und verursacht meist in
Koinfektion mit anderen Erregern respiratorische Symptome (ERLES et al., 2003;
PRIESTNALL et a., 2006; SCHULZ et al., 2014; DECARO et d., 2016).

23.1.  Caninesenterales Coronavirus

Das CECoV bleibt auf den Darm beschrankt und flhrt gelegentlich zu
gastrointestinalen Symptomen, wie Anorexie, Erbrechen oder Diarrhoe
(TENNANT et al., 1991; DECARO et a., 2012). Auch bei gesunden Hunden kann
das CECoV im Kot nachgewiesen werden (TENNANT et al., 1991; DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011).
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2.3.1.1. Atiologie und Epidemiologie

Phylogenetisch gehdrt das CECoV der Gruppe 1, den Alphacoronaviren, an
(Tab. 1). CECoV wurden erstmals im Jahre 1971 bei deutschen Militdrhunden mit
Durchfallsymptomen beschrieben (BINN et a., 1974). Bisher wurden zwel
Subtypen des CECoV identifiziert, CECoV-Typ-I und -Typ-Il, welche beide zu
Enteritiden bei Hunden fihren konnen. Sie treten meist in Kombination auf
(DECARO et al., 2007; DECARO et d., 2008). Das CECoV-Typ-1 ist dem FCoV-
Typ-I sehr dhnlich. Genetische Untersuchungen zeigten, dass das FCoV-Typ-II
durch eine Rekombination des FCoV-Typ-I mit dem CECoV-Typ-1 entstanden ist
(Abb. 7) (LE PODER, 2011). Dabel tibernahm das CECoV-Typ-I die Sequenz des
S-Proteins des FCoV (Abb. 7). Dieses CECoV-Typ-I wurde daher zeitweise als
FCoV-ahnliches canines Coronavirus (FIP-like CCoV) bezeichnet (PRATELLI et
a., 2003). Das CECoV-Typ-11 wurde demgegentiber zu den ,,klassischen” CECoV -
Stédmmen gezahlt. Es zeigt einen hohen Verwandtschaftsgrad zu den Vertretern des
Serotyps-11 des FCoV sowie zum transmissiblen Gastroenteritisvirus (TEGV) der
Schweine (LE PODER, 2011). Das FCoV-Typ-Il entstand durch Rekombination
des FCoV-Typ-I mit dem CECoV-Typ-Il. Bei diesen Rekombinationen wurde ein
neues S-Protein Ubernommen (Abb. 7) (LORUSSO et a., 2008). Durch
Rekombinationen zwischen dem TEGV und dem CECoV-Typ-11 entwickelte sich
ein weiteres, neues CECoV-Typ-Il, das sogenannte TEGV-dhnliches CECoV
(TEGV-like CECoV, CECoV-Typ-1Ib), bei dem der N-terminale Bereich des S-
Proteins dem des TEGV sehr dhnlich ist, der Rest des Genoms dieses CECoV aber
dem Ublichen Aufbau des CECoV entspricht (Abb. 7) (DECARO et a., 2009;
NTAFIS et a., 2013). Aufgrund von Rekombinationen entweder mit dem TEGV
oder mit dem CECoV wurde das CECoV-Typ-Il in 2 Subtypen klassifiziert,
namlich das klassische CECoV, CECoV-Typ-l1a und dem rekombinanten, TEGV -
ahnlichen CECoV, CECoV-Typ-lIb (DECARO et a., 2009; DECARO et a.,
2013).

Das CECoV ist in der Hundepopulation weit verbreitet (PRIESTNALL et al.,
2006). Bel gesunden Hunden sowie bel Hunden mit Durchfallsymptomatiken
konnten TENNANT und Mitarbeiter (1991) bei 54 % Antikorper gegen das CECoV
nachweisen (TENNANT et al., 1991). Die AntikOrperpravalenz steigt, wenn
mehrere Hunde auf engem Raum gehalten werden. So haben 76 % der Hunde in
Tierheimen Antikorper gegen das CECoV. In Zuchtkolonien kénnen bei bis zu
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100 % der Hunde Antikdrper nachgewiesen werden (TENNANT et al., 1993).
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Abbildung 7: Genomischer Aufbau von caninen Coronaviren und felinen
Coronaviren.

In Anlehnung an LE PODER, 2011. Mit freundlicher Genehmigung von Le Poder
(Creative Common Attribution License erlaubt uneingeschrankte V erwendung).
FCoV: felines Coronavirus Serotyp | und 11; CECoV: canines enteral es Coronavirus
Serotyp I, llaund l1b; grin: Sequenz des feline Coronavirus; braun: Sequenz des
caninen Coronavirus;, blau: offene Leseraster 3 (ORF 3); rot: Sequenz des
transmissiblen Gastroenteritisvirus der Schweine (TEGV); S. Spikeprotein; 3abc:
offene Leseraster (ORF) 3a, 3b und 3c; E: Hullprotein (Envelope-Protein); M:
Membranprotein; N: Nukleokapsid; 7ab: nicht-Strukturproteine 7a und 7b; Pfeile:
Bereiche, bei denen haufig Rekombinationen statt finden.

2.3.1.2. Pathogenese

Das CECoV ist weltweit verbreitet und stellt vor allem in Tierheimen und
Zwingern, in denen viele Hunde auf engem Raum gehalten werden, ein Problem
dar (DECARO & BUONAVOGLIA, 2008, 2011). In den meisten Féllen fuhrt eine
CECoV-Infektion zu milden Gastroenteritiden mit Durchfallsymptomen
(CARMICHAEL & BINN, 1981; TENNANT et al., 1991; BUONAVOGLIA et d.,
2006). Die Infektion erfolgt oral durch Aufnahme von infiziertem Kot oder Kontakt
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zu infizierten Tieren und Gegenstanden (TENNANT et al., 1991; DECARO et al.,
2012; NTAFIS et a., 2013). Nach einer Inkubationszeit von 1-4 Tagen werden
zuerst die Tonsllen befallen. Daraufhin kommt es zu ener Infektion der
Darmepithelzellen vor allem des ersten Dinndarmabschnittes (EVERMANN et al.,
2005; DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Zerstorung der Darmepithelzellen
und der Darmzotten fuhrt zu einer meist milden Diarrhoe und zu FUssigkeits- und
Elektrolytverlusten (BINN et al., 1974). Nur selten flihren derartige Durchfélle zum
Tod (TENNANT et a., 1991; DECARO & BUONAVOGLIA, 2008).

2.3.1.3. Pathologische Veréanderungen

In der pathologischen Untersuchung bel Hunden mit einer symptomatischen
CECoV-Infektion konnte eine milde bis moderate Enteritis gesehen werden, die
meist auf den DUnndarm beschrankt war. Der Darm enthielt wenig mukoiden,
gelblich-bréaunlichen Kot (TENNANT et a., 1991; ZICOLA et d., 2012).
Histologisch dominierten eine Villiatrophie sowie eine Villifusion. Darmkrypten
waren teilweise dilatiert und enthielten degenerierte, nekrotische Zellen (DECARO
& BUONAVOGLIA, 2011; ZICOLA et a., 2012). In manchen Falen waren
Durchfallsymptomatiken beschrieben, ohne dass histol ogische Veranderungen des
Darmes vorhanden waren (TENNANT et al., 1991).

Das CECoV kann Uber eine immunhistochemische Farbung des Darmes mit einem
Alphacoronavirus-1-monoklonalem Antikorper dargestellt werden. Diese Methode
wird zur ldentifikation der Ursache bei Durchfdlen mit schwerwiegenden
Verlaufen mit Todesféllen eingesetzt (ZICOLA et a., 2012).

2.3.2.  Canines pantropisches Coronavirus

Durch in-vivo-Mutation kann das CECoV seinen Organtropismus andern und eine
systemische Erkrankung mit Todesféllen verursachen (BUONAVOGLIA €t a.,
2006; DECARO et d., 2012; ZICOLA et a., 2012). Erstmals wurde eine derartige
systemische Erkrankung bei Hundewelpen im Jahre 2005 beschrieben
(BUONAVOGLIA et a., 2006).
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2.3.2.1. Atiologie und Epidemiologie

Das pantropische canine Coronavirus gehort ebenfalls der Gruppe 1 der CoV, den
Alphacoronaviren an (Tab 1). Durch Mutation kann aus dem CECoV diese
hochvirulente Variante, das pantropische CCoV (Stamm CB/05), entstehen, die zu
Todesféllen bel Jungtieren fuhren kann (BUONAVOGLIA et d., 2006). Diese
virulente Variante entsteht hochstwahrscheinlich aus dem TEGV-éhnlichen
CECoV, CECoV-Typ-lla (Abb. 7) (LE PODER, 2011). DECARO und
Mitarbeiter (2012) untersuchten das Genom des pantropischen CCoV naher. Der
Stamm des pantropischen CCoV CB/05 beinhaltete eine Mutation im Bereich des
S-Gens und eine Deletion im ORF 3b (DECARO et d., 2012). Ein anderer Stamm
des pantropischen CCoV 450/07 enthielt zudem eine Deletion im ORF 3c
(DECARO et a., 2012). Nicht alle virulenten pantropischen CCoV haben
Veranderungen im Bereich ORF 3abc, Mutationen des S-Gens scheinen aber, wie
bei FIP, eine grof3e Bedeutung in der Pathogenitéat zu haben (DECARO et al.,
2012; DECARO et a., 2013).

Die Pravalenz der durch pantropische CCoV verursachten Erkrankung ist
unbekannt. Seit Mai 2005 werden aber immer wieder fatale Krankheitsausbriiche
bei Welpen beschrieben (BUONAVOGLIA et a., 2006; DECARO et al., 2008;
DECARO & BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al., 2012; ZICOLA et d.,
2012).

2.3.2.2. Pathogenese

Folge der Mutation ist die Anderung des Zdlltropismus. Das mutierte CECoV wird
von Makrophagen aufgenommen und im gesamten Korper verteilt
(BUONAVOGLIA et d., 2006; DECARO et d., 2012). Die damit verbundene
systemische Infektion fuhrt vor allem bel Welpen zu fatalen Verldufen (DECARO
& BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et al., 2012; ZICOLA et d., 2012). Vor
allem Jungtiereim Alter von 6-12 Wochen kénnen schwerwiegende Symptome mit
akuter Lymphopenie und Todesfallen entwickeln (CARMICHAEL & BINN, 1981;
TENNANT et a., 1991; BUONAVOGLIA et a., 2006). Das pantropische CCoV
fuhrt zu hémorrhagischen und nekrotischen Lasionen in Gastrointestinaltrakt,
Tonsillen, Lunge, Leber, Milz, Nieren und Gehirn (TENNANT et a., 1991;
EVERMANN et d., 2005; DECARO & BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et d.,
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2012; ZICOLA et a., 2012). Die Welpen sterben meist an dem massiven
Flissigkeits- und EiweiRverlustes oder aufgrund ausgepragter Bronchopneumonien
(TENNANT et d. 1991, EVERMANN et a. 2005, DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011; DECARO et dl., 2012; ZICOLA et a., 2012). Das Virus
vermehrt sich im Lymphgewebe und fuhrt bei vielen infizierten Welpen zur
Lymphopenie (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Im Blut konnte die RNA
bisher nicht nachgewiesen werden (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). Die
Mortalitétsrate ist sehr hoch. Allerdings wurden bei den Krankheitsausbriichen
vereinzelt Fale beschrieben, die nicht todlich endeten. So Uberlebte bei dem
Ausbruch im Jahre 2005 nur ein Welpe von insgesamt 7, die an dem pantropischen
CoV erkrankt waren (BUONAVOGLIA et al., 2006). In den Aubrtichen von 2008
und 2009 Uberlebte ebenfalls nur ein Welpe von insgesamt 21 erkrankten Hunden.
Die meisten Hunde starben innerhalb der ersten Tage (ZICOLA et a., 2012). Auch
experimentelle Infektionen verlaufen nicht immer tddlich. Experimentelle
Infektionen flhrten zu einer Schwachung des Immunsystems aufgrund der
Depletion von Lymphozyten wahrend der Erkrankung. Diese war biszu 2 Monaten
nach Remission nachweisbar. Daher sind sie wéhrend dieser Phase anfélliger fur
andere Infektionen (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011).

2.3.2.3. Pathologische Veréanderungen

In der pathol ogischen Untersuchung konnten bei Welpen mit einer pantropischen
CCoV-Infektion Veranderungen im Bereich des Darmes und weiterer Organe, wie
Tonsillen, Lunge, Leber, Milz und Nieren, gesehen werden (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011; ZICOLA et a., 2012). In einer Untersuchung von
DECARO und BUONAVOGLIA (2011) fied makroskopisch priméar eine
ausgepragte hamorrhagische Gastroenteritis ins Auge. Durch Ulzerationen am
Magen war Meléna zu sehen. Die Tonsillen waren meist vergrof3ert und enthielten
multifokale  Einblutungen. Weiterhin  konnte eine Bronchopneumonie
nachgewiesen werden, dievor alem im cranialen und caudalen Lobus sichtbar war.
Bel manchen Welpen konnten Thoraxerglisse gefunden werden. Viele Welpen
zeigten eine Degeneration des Lebergewebes. Auffallig war dabei die gelblich-
braunliche Verfarbung der Leber (DECARO & BUONAVOGLIA, 2011).

In der histologischen Untersuchung des Dinndarmes waren eine Atrophie und
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Fusion der Mikrovilli des Darmes mit degenerierten und nekrotischen Darmkrypten
und tellsweise einer Ansammlung neutrophiler Granulozyten zu sehen
(EVERMANN et a., 2005; ZICOLA et a., 2012). Eine subakute Enteritis war
histologisch durch eine Makrophageninfiltration der Lamina propria
gekennzeichnet (ZICOLA et d., 2012). Lymphatisches Gewebe war ddematts
verdndert. Bel einigen Tieren lag eine Depletion der Lymphfollikel vor (ZICOLA
et a., 2012). In der Lunge konnten konfluierende, bronchoalveolére Lésionen mit
fibrinopurulentem Exsudat oder multifokale Petechien zu sehen sein
(EVERMANN et a., 2005; ZICOLA et d., 2012). Mestens lag eine diffuse
L eberdegeneration mit Nekroseherden und Milzdegeneration mit Arteriennekrosen
vor. Zudem fand eine Infiltration von Makrophagen in das hamorrhagische und
hyperamische Parenchym betroffener Organe statt (BUONAVOGLIA et al., 2006;
DECARO & BUONAVOGLIA, 2011). In den Nieren konnten peripher
hyperéamische Bereiche mit Nekrosen im Bereich der Nierenkapsel sowie eine
Degeneration der GeféalBwande der Arterien dargestellt werden (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2011).

Das pantropische CoV kann Uber eine immunhistochemische Farbung der
betroffenen Organe verifiziert werden. HierfUr wird das Antigen in Makrophagen
mit dem Alphacoronavirus-1-monoklonalem-Antikorper dargestellt (DECARO &
BUONAVOGLIA, 2008, 2011; ZICOLA et da., 2012).

2.3.3. Caninesrespiratorisches Coronavirus

Das CRCoV zéhlt zur Gruppe 2 der CoV, den Betacoronaviren (Tab. 1). Dieses
Virus kann zu Atemwegssymptomen flihren. Es wird mit vielen weiteren Viren
oder Bakterien der caninen infektiosen Tracheobronchitis (CRID, canine
respiratory infectious disease) zugeordnet (ERLES et al., 2004, BUONAVOGLIA
& MARTELLA, 2007).

2.3.3.1. Atiologie und Epidemiologie

Im Jahre 2003 wurde das CRCoV zum ersten Mal bei Hunden mit CRID
beschrieben (DECARO et a., 2007). Das Virus konnte vor allem bei Hunden aus
Tierheimen und Hundeschulen mit respiratorischen Symptomen isoliert werden
(ERLES et a., 2003). Zusammen mit dem Bakterium Bordetella bronchiseptica,
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dem caninen Adenovirus-Typ-1 und -Typ-2, dem caninen Parainfluenzavirus, dem
caninen Herpesvirus sowie Reoviren kann das CRCoV fir die Entstehung die CRID
verantwortlich sein (ERLES et a., 2004). Das CRCoV ist dem bovinen CoV, das
ebenfalls der Gruppe 2 der CoV angehort und zu respiratorischen Symptomen bei
Kuhen fuhrt, mit einer Sequenzibereinstimmung des S-Gens von 94 % und des
Gens der Polymerase von 99 % sehr dhnlich (ERLES et al., 2003). Zum S-Protein
des CECoV besteht eine Sequenzibereinstimmung von nur 21 % (ERLES et al.,
2003). Daher geht man davon aus, dass das CRCoV urspringlich durch
Ubertragung des bovinen CoV auf Hunde entstanden ist (PRIESTNALL et al.,
2006). ERLES und Mitarbeiter (2003) konnten in Untersuchungen von Hunden mit
respiratorischen Symptomen, die neu in ein Tierheim gebracht wurden, bei 30 %
Antikorper gegen das CRCoV nachweisen (ERLES et al., 2003). Nach einem
dreiwGchigen Aufenthalt in diesem Tierheim stieg die Antikorperpravalenz auf
99 %, was die hohe Kontagiositdt des CRCoV verdeutlicht (ERLES et al., 2003).
DieRNA desCRCoV konnte mittels RT-PCR in verschiedenen Studien bei Hunden
mit respiratorischen Symptomen im unteren Atmungstrakt bei 1-27 % der Hunde
nachgewiesen werden (ERLES et a., 2003; ELLIS et al., 2005; KANESHIMA et
a., 2006; PRIESTNALL et al., 2006; YACHI & MOCHIZUKI, 2006; DECARO
et al., 2007; AN et al., 2010; SCHULZ et d., 2014).

2.3.3.2. Pathogenese

Das CRCoV bleibt auf den Atmungstrakt beschrankt. Die Ubertragung erfolg durch
eine orale Aufnahme des Virus Uber respiratorische Sekrete von infizierten Hunden
(ERLES & BROWNLIE, 2008). Die Replikation des CRCoV findet im Epithel des
Atmungstraktes statt und fuhrt dort zur Beeintréchtigung der mukoziliéren
Clearance (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007). Es ist unbekannt, ob das
CRCoV adleine zu Atemwegssymptomatiken fuhren kann (PRIESTNALL et al.,
2006; DECARO et al., 2016) oder ob Koinfektionen mit anderen Erregern nétig
sind. Bisher konnte CRCoV-RNA nicht in den Atemwegen von gesunden Hunden
nachgewiesen werden. Dies spricht fir eine primére pathogene Bedeutung. Durch
die Replikation dieses Virus im Atmungstrakt wird das mukozilidre System
beeintréchtigt (BUONAVOGLIA & MARTELLA, 2007; SCHULZ et d., 2014).

Da Bakterien und Viren be reduzierter mukozilidgrer Clearance leichter in den
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Atmungstrakt gelangen konnen, steigt das Risiko von Sekundérinfektionen
(ERLES & BROWNLIE, 2008). Entstehen Sekundérinfektionen oder treten
Koinfektionen mit dem caninen Adenovirus-Typ-1 oder -Typ-2, dem caninen
Parainfluenzavirus oder Bordetella bronchiseptica auf, sind Symptome mdglich
(PRIESTNALL et a., 2006; DECARO et al., 2016). Nur in seltenen Féllen und bel
Komplikationen, wie einer Bronchopneumonie, kann eine CRCoV -Infektion zum
Tode fihren (ERLES et al., 2004; DECARO et al., 2016).

2.3.3.3. Pathologische Veréanderungen

In einer Studie wurden 36 Hunde nach experimenteller Infektion mit dem CRCoV
pathologisch und histologisch untersucht (MITCHELL et al., 2013).
Makroskopisch konnte bei diesen Patienten ein Entzindungsprozess in den
Atemwegen, wie eine katarrhalische Rhinitis, Pharyngitis, Laryngitis sowie
Tracheitis und Bronchitis vorhanden sein (MITCHELL et d., 2013).

Histologische Verdnderungen waren in Nasenlocher und der Trachea zu sehen. Die
zilidre Funktion war dabel eingeschrankt (BUONAVOGLIA & MARTELLA,
2007). Mikroskopisch waren hyperplastische Follikel der Tonsllen und
Kehlgangsymphknoten mit Retikulumszellenproliferation zu sehen. In der
entzindeten Lunge konnten Lymphozytenaggregate dargestellt werden, die im
Bereich der Atemwege und der Blutgefélie zu finden waren. Das Lymphgewebe
war in schwerwiegenderen Fallen hyperplastisch (MITCHELL et a., 2013).

Durch die immunhistochemische Farbung des verdnderten Gewebes mit dem
polyklonalen Anti-bovinen-CoV-Antikorper kann das CRCoV-Antigen dargestel It
werden (MITCHELL et al., 2013). Meist konnte das Virus in der Trachea, in den
Tonsillen und in der Lunge nachgewiesen werden (MITCHELL et al., 2009).
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[11. EIGENE STUDIE |

Das Zid dieser Studie war es, die Untersuchungsmethode der 1ZC an Zellproben,
diedas FCoV enthalten, zu evaluieren. Hierzu wurden vorerst Zellproben von leicht
zuganglichen Geweben mit zelluld&rem Antigen verwendet, an denen die
Auswirkung verschiedener Vorbehandlungen auf die Antigenitdét und die
Darstellung dieser Antigene Uber die IZC untersucht wurde. Die Vorbehandlungen
beinhalteten die Farbung der Zellproben mit einer gangigen Farbemethode, das
Eindeckeln mit einem Einbettmedium und die Mikrowellenbehandlung. Diese
V orbehandlungen wurden einzeln und in Kombination durchgeftihrt. Die M ethoden
mit den besten Ergebnissen zur Darstellung des zellularen Antigens der Zellproben
wurden letztendlich bei Koérperhdhlenergussproben, die das virae Antigen

enthielten, angewendet.
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Abstract

Background: In cinical cytology, the applicab@ty of ancillary diagnostic procedures
such as immunacyiochermisiny all too often is Bmited by low sample wolemes, poor
representativity and poor presendation of cells. Therefore, the diagnostician has to
choose standard cytology, although specific techniques such as mmunocytochemistry

are in many cases essental to find the definitve diagnosis.

Objectives: The goal of the present study was to investigate the applicab@ity of
imemunccytochemestry to prestained cytological specimens. Different pretreatments were
examned to determine which one presenved the antigenicity best.

Methods: [n total, 122 touch cytologies and 84 fine-needie-aspiation specimens taken
from the brain and lymph nodes of a cat and a pig were processed and evaluated
ricroscopically. The impact of cytobogical staining with modified Wright's stain,
destaining, coversiipping and decoverslipping cycles and microwave freatment wers
examined in the immuncdabelfing of meclear, cytoplasmes and plasmalemmal antigens as
well as miracellular feline corenavines (FCoV). Biotinyisted secondary antibodies were

used, and bound prmary antibody was visualized by an ABC ampfification kit.

Results: Cellular antigens were reliably deteched via immunccyiochemisiny after
cytological prestaining if the smears were coverslipped early afier staining and stayed
coverslipped unil immediately before immunclabelling. The staining ntensity reached
the same levels as that of the confrods 7 the cytofilm undersent micowave treatment in
citrate buffer. In contrast, FCoW antigen detection was abolished after any type of
physicochemical mierference.
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Conclusion: Post-staining immunocytochemistry represents a practicable tool for
second-set imvestigations of preevaluated cytological specmens if searching for cellular
antigens. Paired untreated samples should b= kept in case the work-up reguires testing
fior more wulnerabls vial antigens.

Keywords

Ciowerslipping, neurocytology, destaming. fefine infectious pentonitis, FIP, microwave
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Introduction

Investigation of cytolegical specimens obtained by fine-needie aspiration (FMA) is the
least imvasve approach o obtain 3 diagnosis of altered tissues "< Cytomorphology,
howewer, can only provide limited insights, such as the biology of a necplastic disorder or
the etilogy of an infective process, i not accomplished by more specific disease
markers. 2 In contrast to histological nvesSgations. which allow for multiple sections of
even one sigle c=ll, repetitive imprints and FMA of the same side by no means can
reproduce exactly the same composition of cells and fissue components.® In addition fo
these technological preciusions, the type and disiribation of a lesion can pose essential
limitations to its holistic cytological characterizabon. Thus, detectabilty is compromised §
the disorder is poory exfdiatiee and pauccellular, affects remotely sheltered fsswes (e.g.,
cenira nervous system (CMNS)) and sparse fuids (eg., cerebrospinal flud (CSF)),
presents with low density or sparse distnbution of atypical cells and pathogens, and
renders the invodved cells highly vuinerable to shearing stress.

For elucidation of changes in samples with a low yield of cells, ideally, a set of multiple
imvestigations should be camied out on the same shde rather than single investigations on
multiple specimens with variable representativity.

The =implest types of secondary procedures use conventional stans to highfight
microonganisms, chemical compounds, matriz components, and subcellular structures
histochemically after removal of the previcus dye. With advancement of panoptic stains,
indications for special stains have mainly focused on microbial and fungal organisms (e.g.,
Ziehl-Meetsen, Fie-Farace, Gram, Fontana-Masson), assessment of mucins and

4
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polysacchanides (e.g, Alcian blue, Periodic acid-Schiff), ron pigments, and melann (2.9,
Prussian blus reaction, Mis buse A Fontana-Masson).? As the callular contest in these
situations is rargly necessary, addibonal staming often can be successfully conducted on
spare slides . Cther infectious disease and tumcr cell antigens, howsver, may require
preselection and cytomonphological characterization of the cell to be stained.** This hobds
tree in particuar for advanced ftumor diagnosis.®* Immunocytochemistry (ICC) on
prestained slides (post-stainmg |CC, PSICC) could help to identify the histogenstic origin
of atumor and cell type, to charactenze individual calls that do not prowide distinctive clues
on consentional stains and to obtain further prognostic and predictive nformation 25404
In nfectiows diseases, PSICC may be a promising toof for intracelidar detection of viral
proteins. One of the most common situabions in which the presence of a viral antigen
requires the celiular context is the intramacrophageal demensiration of feline coronavines
(FCoW) for the diagnosis of felime infecbous pertonitis (FIF)L"™ This approach again
requires presenvation of both the tanget antigen and the momphology of the host cells.

Imthe past, PEICC methodology has been tailored to individual case scenarios. Therefone,
systematic studies on the reproducibility, =fficacy and rediabdity of the immuncstaining are
rare {Supporting Table 1). Hence, the present study aimed to fll this gap by establishing
reproducible guidetnes for PSICC labeling of cellular and viral anbgens in tissue imprnts,
FMA, and cytospun fluids. Therefore, the focus was particularty on antigen presensation
and retreval. Selection of target antigens was drwven by our high caseload of
neurncyiological specimens from dogs and cats with possible mflammatory and infectious

CHNE diseases.
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Materials and Methods

Study design

This study investigated (1) the applicability of FCC to prestasned cyiological specimens,
(.2} whether coversipging is an opticn for preserving antigenicity and (3} whether
microwave freaiment enhances immunodetection in prestained smears. Thersfore, 100
staining quality was evalusied in slides afier prestaining with modified Wight's stain
[meodWW'S) and destaining with hydrochloric acid and was compared to unstzned
samples with and without coverslipping and microwave treatment. The effects were
evaluated for a set of cellular antigens with a distinct subceliular distribation (study A)
and fior intracelular FCoV protein (shedy B

Study A - cellular antigens

Individual prefreatments werne tested with regard to their impact on the immunostainng
of nuclear, cytoplasmic and membrane antigens. The systematic evaluation therefore
employed distinet methodological fials, as illustrated in Figure 1 and Table 2.

A senes of 122 touch cytologies and 84 fine needle-aspiration (FMA) specmens were
taken from the brain and lymph nodes of 3 cat and a pig subjected o postroetem
exarrenation (< ¥ howr after euthanasia) for diagnostic reasons unrelated o the pupose

of this study. CH35 cells were obtained from the post-cruciate gynes of the brain after

49
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extensive cranieciomy, encephalectomy and Fmmming, as described elsawhers 1114
Lyrnphooyte-ennched samples were collected from superficial cenncal and para-aoric

lynph nodes wvia FMA using a 22-gawge synnge. All slides were air dried immediately.

A set (3W1BE) of cytology smears (20 CHS; 10 FMAs) was stained for cytormonphological
examination (ral 1) wsing a Hemaiek® Slide Stainer (Siemens Healthcare Diagnostic,
Inc., Tamytown, WY 105-5097 USA). Ancther 24 slides (8 per anfigen]} were stained with
medified Wight s stain (modWWS) and coverslipped using xvens-based mownting
medium (Histokiti®, Glaswarenfabnk Karl Hecht GmbH & Co. KiG, Sondhemm/Rhin,
Gemany), and wnderwent hot mount” polymerization through microwave freatment
(MWT: 2 minutes, 500 watts, dry) prior to PSICC (Table 2} All these slides were
cowerslipped for at least 5 days. The pure effect of the staining-destaming cycle (S0G,
24 dlides) on immaenodetection (hal 3) plus the additive effects by additional
cowerslipping-decoverslipping (S05-COC, 38 slides) (frial 4}, weres investigated in
another &0 slides. Thess were compared to 38 pure COC slides {trial 5) and to a series
of 24 shdes keft plan frem the scratch to serve as the gold standard (trial 6) (Table Z). AR

samiples were stored for up to thres months.

All bt the slides from trial § underwent the abovementioned laboratory treatments
precading CC. Coverslipped samples of frials 2, 4 and 5 were immersed in xyfene for
liquefaction of the mounting medium untl the coverslides skipped off. Thereafter, the shies

underwent a descending ethanol series (2 » 100%, 1 = BE%, 1 x T0%; & minutes each)

and immersion i distilled water.
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Pre-stained decoverslipoed slides (tials 2 & 4) and those left uncovered after modWs
(Tier 3) were immersed in 1% hydrochlonc acsd (HCI} weder microscopic control until the
color had faded completely. Freshiy destained slides (nas 2 3 & 4) and non-stained
decoverslipped samples of trial § were immersed in distilled water untd BCC (Figure 1,
Table ).

Prior to ammanocytochemistry, one set of shides of each ter (Tier 2, 3, & each n=12; Tier
4 5 each n= 138; Figure 1 and Table 2) was subjected to microwave treatrment (MWT -
based antigen retrieyval. Therefore, the slides were transfemsd to a cuvette containing 0.01
meol citrate bufer (pH &), Based on owr immunohistochemical protocol, MWT was camed
out for § minutes/800 watts fobowed by 20 minutes/250 watts. The shides were k=it in
cirate buffer for 30 minutes to cool down to room temperature. AN further steps except

incubation with the primary antibodies (pABs) were camied out 3t room femperature.

WM-treated slides and those kept in distilled water (de-stained and unstained slides
without MWT, Table 2) were bathed in 0.01 mod phosphate-buffered saline (PBS; pH
7.2} for 20 minutes. Endogenous peroxidase was quenched for 35 minutes by adding
hydrogen perowde (HaCk) to the PBS. Thereafier, the slides were washed in fresh PBS,
transferred to a hamid chamber and incubated with normal goat serm (1:20; MP
Biomedicals, LLC 3 Hutton Center Drive, Suite 100, Santa Ana, CA 82707, USA) for 30

mintes.

Upon removal of the non-immune senem, lymiph node FMAS were ncubated weth anti-
CO3 antiody for detection of the comesponding T cell antigen. Ciher markers
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172 addressing MeuM and GFAFP were used on separate brain smears (Table 3). Each run
173 contamed site-matched shdes in which a pAB was replaced by antibody diluent senang
174 as anegative control (altogether n = 12). The incubation was camied ouwt for 13 howrs. 3t
17s 450 (3922°F).

17s  After repeated washing steps i PBES, the slides were mounted with bictimdated goat
177 ant-rabbitmouse 15 antibodies {both DAKD®, Glostrup, Denmark) for 1 hour. Bound
172 pAB was subsequently visualized by an ABC amplification kit (Vectastan®, Vector

173 Laboratory Inc., Buringame, USA) wsing diaminobenzidine tetrahydrochlonde [DAB) as
120 the chromagen. The enzyme reaction was biocked by PBS nnses. The shdes then were
181 counterstaned with Mayer's hemalum (AppliChern GmibH, Darmstad, Gemany),

122 underwent an ascending ethand series and were coves-slipped as deseribed abowe.

123 Call yviedd and presenvabion were assessed through bright field microscopy by two differsnt
124 raters. In separate sessions. these raters evaluated the G outcome blinded to the origin
155 of the smears. type of pretreatment and kind of pAB. Determinants of ICC quality were (1)
15 el type speciicity and (2) intensity of cellular staining, (3) presencefabsence of acellular
127 background activity and (4) unspeciic staining. These parameters were semiguantiatreety
12 scored by using 3 4-pomnt system (0 to 3). In the event of intrachsereer disagresment, the
129 shies were reviewed on 3 multiheaded microscops (Zeiss AxicPhot, made in westem

180 (Germany), and mean values were newly assigned.
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For statistical evahuation, final scores were companed in betwesen the different procedures
using non-parametnc statstcal algonthms. & Pvalue £ 05 was accepted as indicating

statistical significance.

Study B — wviral antigens
This study evaluated the mpact of pretreatments on the mmunclabelling of FCoV
antigens.

Shudy B was conducted on pleural (n= 6) and abdominal (n = 16) efusions of feline
infectious pertonitss {FIF') cases confirmed via histopathology and positive
irmmunohistachemistry for FCoW antigen.t These effusions were collected wsing

conventional thoracocentesis or abdominocentesis.

Harvested fluids were mounted onte wncoated standard slides (Langenbrinck,
Emmendingen, Germany] using a cytocentrifege (Hettich Zenfrifugen, Universal 18R).
Accordng to owr in-house protocol for CSF, centrifugation chambers were spam for 5
minuies at 250 g-force, after which the supematant was remowed and the coated slides
were centrifuged for 1 minwte at 416 g. The shdes then were air dried and stored at -
205G {-4°F) until further processing.

To evaluate the presenvation and anbgenicity of the viral antigen, the samples
underwent trials 3.4, 5 and & (with and without MW T) as described in study A. 1CC was
performed using a mouse monocional antibody directed against the comonavines

10
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nucleccapsid (cdone FIPW3A-TD; Table 3). Incubation and subsequent steps were identical
to those applied for MeuM [abelling (s== above) using ABC enhancer and DAB.

The 1CC signal was evaluated again by both raters with regard to cellular and subcellular

localization, intensity, specificity and background 3= described above.

Results

Study A — cell specific antigens

For evaluation of the cell presenvation, the slides were microscopically assessed.

Mod'W 5-stamed slides revealed a representative cefl yield, with fewer than 5% of cells
suffering crush artifact and fewer than 10% ghost nucles. Cell presenation was inversely
related to cell size, with lymphooytes, glial cells and small granule neurons being less

vulnerable o sheamng forces compared to large neurcns.

All samples were coversliippsd for at least 5§ days. The time needed for removal of the
cowerslip upon mmersion in xylene comesponded to the duration since coverslipping. In
shides coverslipped for fewer than 14 days, the coverslip was removed within 48 hours
after incubation. Those coverslipped more than 3 weeks prior reguired 5 working days
until the coversiip came off without manipulabon.

The effect of destaming through HC| was assessed under microscopic control. Thin
smears from FRA required 10 mirutes until complete decoloration. Thick Brain smears
required HC treatment for 15 1o 20 minutes unil complete Bleaching.

11
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Independent of the blood content, endogenous peroxidase activity was removed
compietely. when quenching the shdes i 0.7% Ha0y for 35 minutes, as seen in controls

subjected to direct DAB reatment.

I unstaned and non-coverslipped specimens (mal §, n =24}, 1CC for all markers
provided good, reliable and reproducicie results in terms of high intensity {median
imensity score (153 2.0 £ 040 30 £ 0), cell specificity {median cell specificity score (C55)
3.0 £ 1) and absent (CC2, MeulM) to bow (GFAP: score 1.5 £ 0.58) background (Figure
24; Table 4} In GFAP only, a background of brownish, cloudy, sometimes flocculent
lw-intensity staining was evident in all specimens (4/4) (Table 4). The background,
though, did not interfers with the distinctive staining of astrocyte somata. Regarding the
subcelular distrbution of 10T on these plain slides, the CD3J signal was strongest in the
periphery of the lymphocyte cytoplasm close o the membrane. Neul immunoreactvity
was restricted bo neuronal nuclsi, white GFAP diffusely stained the soma and
fragmented processes of astrocytes.

Even afier coverslipping and decoversiipping (COC only, rial 5), ICC allowed the
identification of a three cell types (Figure ZB). Howewver, both the staining intensity and
cell speciicity of the CO3 and NeuM specimens decreased significanty compared to tnial
fi (P < 04} whie the GFAP background staining was more severe (P = [02) (Tabis 4
and Tabée 5).

The S0O5 per se (mal 2} did not interfere with immunolabsling if ICC was perfomed
within a couple of days after oytostaining. A delay of one to two weeks abolished the
immuncdatadling significantly (Figure 2C). Hence, the detectability of 3l markers was

12
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severely compromised (cell specificihy P = 013; infensity: P < 018} {Table £ and Table
). A weak cellular staining was seen in isolated ymphocytes and astrocytes only, while
the majority of cells throwghout all specimens remainsd immunonegative.

Early coverslipping of modW5-stained specimens (trial 2 & 4) rescued the anbigenicity of
all three antigens comparsd to cytostained, non-coversliipped slides of tial 3 (intbensity
and cell specificty: P < .001) {Figure 20; Table § and Table 7). A specific signal was
obtainable in these shdes, with a median |5 of 1.0 - 1.5 (Table 7). Mon-specific
backgrownd staming was restricted mostly to GFAP slides (10010) baut remained distinet
from cefular chromagen ennchment, as seen in Figure 20 (Table 7). Motably, SDECOC
had an effect on the subceliular disimbution of immunostaming: the C03 signal extended
ower the hymphooyte cytoplasm rather than being accentuated in the peripheny, whils
(GFAF staming in astrocytes leaked into the nucleus, Neul staining was still mainly
confined to neurcnal nuclei; howeyer, the signal was patchy and did not ennoll the enfire

nucear area (Figure 0.

“Hot mount” coverslipping did not have an impct on the [CC results (P = 47), while
MWT in ctrate buffer significantly increased the staining intensity and cell specificity of
all markers (F = .03, Figure 2E) (Table 7). Therefore, the negafive mpact of 505 was
antagonized for all markers, and the GFAP immunostaining in tier 4 became even
stronger than that an the plain slides {C03: 15 P= 04, C55 P= 4 NeuM: I3 P= §;

C55 P=1.0; GFAP I5 P = .007; C55 P=1.0).

The positive effect of MIWT was restricted to coverslipped shides. Omission of
cowerslipping in irial 3 failed 1o rescue antigenicity.

13
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Study 8 — FCoV antigen

All types of chemical pretreatment (irial 3, 4 & 5) abolished immunostaining of the FCol
nucleccapsid completely (Figure 34 and 3B; Table B) Therefore, in contrast to the
immuncdetection of callular antigens, coversiipping did not protect wiral antigenicity i the
stained slides (Table B). Likewise, MWT precluded immunostaning in plain shdes of trial

& and, hence, faded to rescue antigen labslling of the pretreated shides.
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Discussion

Cytological examination is a valuable tool for establishing a definite tissue diagnosis in
practice, according to the ROSE {rapid on-site evaluation) concept and can complement
histological studies by showing previoushy unrecognized features. "' There is, however,
an enomous dermand for more specific diagnosas in dinical oncology and infecticlogy.
Special stains are essential, in particular, to confirm or specify a cyiological diagnosis
swch as in atypical and rare infections and undifferentiated neoplasia “47 The use of
special stains is recommendsd mostly as a second step to Romanowsky-stainsd
standand smears wsing additional sarmples. '™ In a dinical sefting, however, exploitation
of tests all oo often is limited by paucity of slides. poor preservation, low cellularity,
blood contamination and differences in ywedd and cell composiion in between
consecutive samples "% This limitabon becomes most relevant in poory accessibls
tisswes (e.g, CMS) and media (C5F, pericardial effusion) and in procedures inficing a
high procedural morbidity {2.3., invelving the heart, lungs, CHS). The diagnostician often
has to cope with single-slide settings, in which sequential tests to be camied out on the
samie shies could possibly provide subcellular, molecular or metabolic detals n context
with their cellular source.?

Ideally, the best cytological sample, exhibiting conspicuous changes, should also be
used for additional testing. This way, the cytclogical context is presened, and the
imfoernation is not Burmed by concomitant non-relevant cefis such as peripheral blood

contamination.
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Previous studies and case reports have demonsirated the feasibility of second-set
cytological, histological and histochemical staining of immunocytochermistry and in sty
hybridization (Table 1).1718% Most of these mwestigations ether did not wse MWT or
converslipping or did not evaluate the mpact of MWT or coverslipping on stanng results.
These studies were mainfy camed out after removal of the previcushy used dye either by
using alcohol solutions. by bleaching in hydrochionc acd or, anscdotally, by micovave
treament in citrate buffer and distilled water (Table 1)22251 Only a few communications
spared these physicochemical maneuwvers and perforrmed immunostaining for a plethora
of nuclear, cytoplasmic. and membranous antigens in FPapanicolacu-stained, May-
GGrirwald Giemsa-stained and Dif-Chick-stained smears from vanous cancers (Table
1)1 10 Romanowsky siains are supposed to bind to disBnguish o=l components by
electmstatic forces only without impeding antibady binding by conformabtonal changes of
target epitopes. ' This might e one of the reasons why May-Grinwald
GiemsaPappenheim, Hemacolor, Diff Quick and, as seen herein, modified Wnght stans
do not preclude antigen detection_ 1+ 14214 Howewer, the time of storage and the
effect on ICC staining has been rarely addressed in PSICC studies [Table 1). In single
investigations, the storage of stained slides for more than 4 months or even more than
10 years was described. However, these shides 3l were coversippsd. "' In native air-
dried smears, antigenicity is presenved only for 4 weeks without any change in the
irmemunoreactiviby. = if longer shorage s needed, it is recommended that cytolopical shides
should be kept at -T0%C. 2722 |n the present study, it was proved mandatory after
cylosiaining to shisld the cyiofdm from environmental influences by coverslipping i
immunostaining was delayed for more than one week after dye contact. The comparison

1B
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to unstaned and coverslipped slides i thes study indesd revealed that the decay of
antigenicly was directly associated with dye exposure and not with the destaming
procedure. Without coversiipping, the ionic dye components facilitate biomoleculs
degradation in the smear by cxidative stress and other pathways. = i sealed under the
lid using a xylene-based mounting medium, the decrease in anbSgenicity was significanty
less and reached the levels of plain shides i they undensent microwave reatment in
citrate buffer afier decoverslipping, destaining. and rehydration. That way, coverslipping
helped to overcome limitations by restricied freezer shots.

MWT-based antigen retrieval is a common procedure n the immunohistochemistry of
formalin-fized tissue a5 it removes cross-linking of aldehyde bidges and thereby
recowers hidden epiiopes 2830 |n immumocyiclogy, MWT appears o increase antigen
detection thresholds after vanous ethanol and formalin fxation technigues & ls utity in
non-fized preparations has not been systernatically tested befors tmn1nm2i 28 |n
confrast to fived cytofilms=, common MWT protocols recommended for retrieval of
tisswe antigens can be appbed to recover nuclear, cytoplasmic, and membranous
antigens to a senilar extent.” Moreower, air-drying alone mnimizes the nsk of imeversible
obliteration of nuclear epitopes by overfixation =

In stark confrast io the staining results for cellular anfigens, PSICC appears to be
unsuitabie for the detection of FCoV antigen in macrophages from effusions and CSF.
Each treatrnent cycde, including 505, COC, and MWT, leads to partial (MWT) or
compiete (other procedures) abolishment of vius antigen detection, compared to that in
unitreated sampée pairs. Whether or not vinss antigen presendation could possibly be

17
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achieved by fixation of the smear before stanng as required for detecting other
microbial antigens such as Chlamydia®, s curently under investigation

Cine lirmitation of this study s that no fxation was omitted, whereas other studies
propose fication by formain or ethand to mprove the |CC results = The substatistical
number of samples in study B is a further limitation. Still. the results of the present study
provide evidence that viral antigens must be treated diffierently than cellular antigens.

I surmmary, PSICC is a sensitive, refiable, and reproducible method for the evaluation
of multiple cell and tissue markers. |t allows a structured diagnostic appeoach with the
implementation of results from a preceding cytomorphological analysis. The wield of
staining, however, is antibody dependent. According to the results of this shudy, wiral

antigens, such as of FCoV, may require dedicated presenvation technigues.
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471 Table 2. Tra 1 to trial & with different prefreatments.

MWT=  Mumiber of slides for each

Mumber of MW= during Che=
cat'pig modWS* CS De-C5* + primary AB®
total slides CS staining
- (NeuMYGFAPCOA)
0 —
Triad 1 aa 1515 £ - - - -
a0 -
12024 4
Triad 2 24 121z = + + £ +
12524 4
T2 4
Trial 3 24 iz = - - - £
12024 4
18538 B
Trial 4 ad 1aNMe = + - £ £
1830 i
1838 B
Trial 5 3 13118 - + - + -
18436 G
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12724
Trial 6 24 12112 ot = = = i
12724

473 Mumbers without negative controls (n = 12}, 3modified Wiright's stain, t=‘4::::!l..'-er“-s.Ii|:=;:-ir'|g. Cmicrowave treatment, Ynumber of slides treated with

474 microwave (+) and without microwave (-} for cat and pig together, ®antibody, Tneuronal nuclei, and Sglial fibrillary acidic protein.
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415 Table 3. Prmary antibodies used in studies A and B.
Target antigan  Typa/cione Targat Subcshular localizafion  Manufschurss
Poiyclonal Rainbit DakoCytomation,
D3 f£ chaln)
Cataiogues no. T iymphocyte Plasmalemma o,
AD4EZ Dermark
Moncdonal Mouse Ml pore
Haun*
Cione A5 Heurons Nusieus Chemicon
MaB3TT USa & Canada
DakoCyteenation
GFAP® Poiycional Rabbit
ARTOCYEE Cyioplasm DH-Z500 Closirup
F0334
Denmark
Feling Mionodonal Mouse Linaris =mbH
Coronavines Clone FIPYV3-T0= Fi=Type 1and 2 Nuckeocapsid Docssenheim
AT 194 Gamany

ars

snasronal nuclear antigen; Sglka fbdilary acidic profein, and Shelime infacous perbonitis vinas
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477 Table 4. Median scores of trial & with and without microwave reatment.

=

478

Cell
Antibody Intensity Background Unspecific staining
specificity
Heuh® NI ELiTig 25+0538 0000 0.0 £ 00
Trial & GFAPY 30:00 20+0.0° 415=+058 00£05
CO3 3000 30£00 0000 0005
Heuh® 3000 30+00 05z0.58 0005
Trial &
TGFAFE kI B ] 3000 20 z0EZ 1005
with MWT-
CO3 3000 30+00 DOz0O0 0.0 200

4 ‘meuror] nuck=ar anfigen; Sgial fbrilary addic protein, “micosase restment, Siandanrd dewlabion,

480 “significant difemence between with MW and wEhout MWT

Z8



I11. Eigene Studie |

72

421

43

4524

455

Table 3. Median scores of trial S with and without microwave treatrment.

Cell
Antibody Intensity Background Unspecific staining
specificity
Neuh* 20+05" 10x05° 10 05" 0.0 £ 0.07
Trial 5 GFAP: 2000 20+0.0° T ENT] 0.5+ 0.hB"
CO3 15+0.54 1.5+0.58 0.3+ 0.58" 0.0 £ 0.0
Heuh* 30+00~ 251058~ 00205 0.0 £ 05"
Trial 5
GFAP: 25+0538* 25+058°" 25058 0.0 £ 0.07
with MWT:
CO3 15+ 0.54 1.5+0.58 00 x0.0° 0.0 £ 00"

snawronal muciear antiger; Eglal Sbrillary ackdic profein, Cmicrowave Teatment, Sstandard dewlation,

"rignificant dffersnce betwesn with BBAT and without MW T, and ~ro signficant deference comparsd io

iral &.

29
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4z Table & Median scores of tnal 3 with and without microwave treatment.

qE7

B ]

459

450

Cell
Antibody s Intensity Background Unspecific staining
specificity
HeuM- 0.0 £ 010 0.0+00 a0 +£0.0° 0.0 £ 0.07
Trial 3 GFAPY 0.0+£00 0.0+00 2.5 +0.58° 00z 1.0°
CO3 0.0 +00 0.0+00 03 £0.58" 0.0 £ .0
Heuh- 0.5 £ 058 0.5+058 00 x0E" 0.0 £ 0.5
Trial 3
GFAPY 0000 0.0+00 20007 0.0 £ 057
with MWT=
CO3 1.0 082 10105 0.5 £ 0.58° 0.0 = 05"

"newronal nuclear antigen; “glial fbrilary addic profein, “microwae treatrent, ‘stardard deviabian,

"significant dsence batween with BT ard wEhout MW T, and “no signifcant dfference comparsd 1o

tral &.
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451 Table T. Median scores of tnial 24 with and without microvwave treatment.

253
Cell
Antibody Intensity Bachkground Unspecific staining
specificity
Neul® 10£00F 10007 0.0 £ 0.0° 0.0 £ 0357
Trial 214 GFAP» 10+1.03* 1.5+£0900¢ 30zx046 0.0 £ 076"
CO3 10+048* 101045 052053 00+£035°
Heul® 30000 30+0.45° 002052 0.0 £ 007
Trial 214
GFAPs 30+0.0¢ 30+0.35 30100 1.0 £ 076"
with MWT=
CO3 30+048* 20+052° 00200° 0.0 £ 046~

453 “pagronal nuclesr antigen, Sgikal fibrllary acidic profein, Smicnoeayve neatment, Ssiandard deviaton,

454 "significant difemence batwsen with BT and wEhout MW T, and “no sign®cant dfference compansd 1o

455 iral 6.

il
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45 Table 8. Median scores of all tnals with different pretreatments for feline coronavirus

a57  anbgen detection.

Cell specificity Intensity Background Unspecific staining
Trial & 30z00F 20+£1.0 0o x00 0.0+00
Trial & with MWT® 0o+173 00058 Qo000 0000
Trial 5 0ox00 oo+0.0 10 +0.58 0.0 £ 058
Trial 3 with MWT* 0000 oo+00 101058 0b+1.15
Trial 4 00x00 0o+00 0000 0.0+ 0.0
Trial 4 with MWT= f.0+00 0o+0.0 10 + .58 0.0+00
Trial 3 LE ] oo+00 0o 00 00200
Trial 3 with MWT* 0o+00 0o+0.0 0000 0.0+00

458 "microwave treatment and h:-'ﬂ' dard deviabon.

a2
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Figure legends:

Figure 1. Schemat illustration of the staining trials.

Tria 1; Shdes were stained and coverslipped. These slides sened for the
cytomophological evaluation

Tral 2: The procedure included staining, coverslipping and microwave reatment of the
shides. After storage and directly before immunocytochemistry, these specimens were
decoverslipped and destained, and half of the slides were again micowave treated.
Trial 3: Shdes were only staned and stored afierwards. Before immunocytochemistry,
the slides were destained, and half of them were microwave treated.

Trial 4: Shides were stained and coverslipped. After storage and directly before
immunccytochemistry, they were decoverslipped and destained, and half of them were
riciowave treated.

Trial &: This procedure incheded only coverslippang of the slides. Before
immunocytochemistry, they were decoverslipped, and haff of them were microwase
treated.

Trial & On these specimens, no prefreatment was done, and they wene stored frozen.
Cinly half of them were pretreated in the microwave before immunocytochermistry. These
plain shides served a5 the gold standard.

Figures 2A-E. Cutcome of ICC for callular antigens (blue amows: specfic staining; black
armows: mmunonegative cefis). Counterstaining with Mayer's hermatum.

Az 1CC on plain cytofilms serves as the gold standard. Thes figure illustrates e optirmal
staining results. The CO3 signal was strongest in the periphery of the lymphocyte
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cytoplasm close to the membrane. NeuN mrmunoreactivity was restricted to newnonal
nuclei, whie GFAP diffusely stained the soma and fragmented processes of asooytes.
[procedure depicted in Trial 8 without microwsve treatment)

B: The mpact of xylene-based coversipping and decowverslipping appeared negligible.
Hence, microwave freatment was not necessary {procedure depicted in Trial 5 without
rmicrowave treatment).

C: Cytostaining and bleaching with HCI abelished the specific immunostaining of all
mariers (blue smow) if the slides were left uncoverslipped (proceduwre depicted in Trial 3
without microwsve reatment).

D Cowerslipping upon cytostaining appeared superior with regard to pressrvation of
antigenicity and specific staining intensity (procedure depicted in Trial 4 without
microwave treatment)

E: Microwawe reatment, however, rescued the compromising effects of staining/de-
staining and coversipping'de-coversiipping completely (procedure depicted in Trial 2

with ricrowave reatment).

Figures 3A & B. Impact of pretreatments on ICC for FCoW. Counterstaining with
Mayer's hemaiom.

A Oy direct 1CC of unstained slides dlowed reliable immunodetection (blue amow). Al
other physicochemical maneweers camied cut on unsfained slides completsly abolished
FCol immunoneschivity.

B: The same hald true for panoptic staining, bleaching, coverslipping and
decreerslipping. Even microwave reatment fled to rescue antigenicity.

34
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V. ERWEITERTE DISKUSSION DER STUDIE |

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die 1ZC aus Liquor zum Nachweis der
ZNS-Manifestation einer FIP zu evaluieren. Leider sind die Liquormengen, die
Katzen entnommen werden kdnnen, begrenzt. Die empfohlene Liquormenge, die
maximal entnommen werden darf, ohne dem Tier zu schaden, liegt bel 1 ml pro
5kg Korpergewicht (DEWEY & DUCOTE, 2008). Bei der Untersuchung von
Liguorproben neurologischer Patienten werden die Proben zur méglichst breiten
Abdeckung der mdoglichen Differentiadiagnosen mit  konventionellen
zytologischen Farbungen, wie zum Beispiel der Wright-Férbung, der Hamatoxylin-
Eosin-Farbung oder der panoptischen Farbung nach Pappenheim, untersucht,
weshalb sie dann nicht mehr zur 1ZC-Anayse zu Verfigung stehen. Aufgrund der
geringen gewinnbaren Liquormengen und aufgrund der Tatsache, dass Liquor fur
Untersuchungszwecke ein sehr instabiles Medium ist (FRY et al., 2006), wurden
fur die Versuchsanordnung zur Evaluierung der Durchfihrbarkeit der 1ZC nach
konventioneller zytologischer Farbung Lymphknotenfeinnadel aspirations- und
Gehirnabklatschzellproben mit zellularen Antigenen verwendet. Danach wurde
diese Methode auf Korperhéhlenergussproben, die das FCoV-Antigen enthalten,
Ubertragen. Dafr wurden verschiedene Vorbehandlungen der Zellproben, wie die
Mikrowellenbehandlung und die Asservierung des Antigens in enem
Einbettmedium mittels Eindeckeln, untersucht, mit dem Ziel einer optimalen
Erhaltung der Antigenitét der Zellproben. Diese Vorbehandlungen wurden an
konventionell gefarbten Zellproben und an ungeférbten Proben durchgefihrt und
mit dem Goldstandard der 1ZC an eingefrorenen, ungeférbten Zellproben

verglichen.

Wurde die 1ZC an L ymphknotenfei nnadel aspirations- und
Gehirnabklatschzellproben nach konventioneller zytologischer Farbung mit
modifizierter Wright-Farbung (modWS) durchgefiihrt, waren Intensitét und
zellulére Spezifitédt vergleichbar zum Goldstandard der 1ZC aus gefrorenem,
ungeféarbtem Material. Dieswar alerdings nur der Fall, wenn die geféarbten Proben
direkt nach der modWS eingedeckelt und unmittelbar vor der Durchfiihrung der
IZC - nach Entdeckelung in Xylol und Entfarbung in 1%igem Chlorwasserstoff
(HCI) — in der Mikrowelle zur Antigendemaskierung vorbehandelt wurden. Wurde
die I1ZC dlerdings an modWS-gefarbten Proben ohne weitere Vorbehandlungen
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wie Eindeckeln oder Mikrowellenbehandlung durchgefihrt, sank die Intenstitét der
IZC nach Entfarbung der Préparate signifikant fur alle Antikorper im Vergleich zu
eingefrorenen, ungeféarbten Proben. Im Gegensatz zu zellularem Antigen wurde die
Immunreaktivitét von viralem Antigen jedoch durch jegliche Vorbehandlung, wie
konventionelle zytologische Farbung, Eindeckeln und Mikrowellenbehandlung,
zerstort, und die virden Antigene konnten dann mittels der 1ZC nicht mehr
nachgewiesen werden.

Nicht nur bel der Entnahme von Liquor, sondern auch bei der Probenentnahme von
schwer zuganglichen Organen, wie ZNS-Gewebe oder von verschiedenen
Tumoren, ist die Anzahl und Menge der zu gewinnenden Proben limitiert. Die
zytologische Untersuchung mit konventionellen Farbungen stellt bei solchen
Proben die beste Option in der diagnostischen Aufarbeitung dar (JORUNDSSON
et al., 1999; BERAKI et da., 2012). Die Moglichkeit der Anwendung spezieller
Untersuchungen, wie die 1ZC, an solch schwer zuganglichen Organen ist daher
ebenso begrenzt (DABBS & WANG, 1998). Die 1ZC wird vor dlem zur
Immunophénotypisierung und Klassifizierung von Lymphomen sowie zur
Differenzierung, Subklassifizierung und Subtypisierung anderer Tumore genutzt
(MASON & GATTER, 1987; MCKEE, 1990; HOINGHAUS et d., 2002). Ist die
Morphologie der Zellprobe schlecht erhalten oder fehlen die fur die Diagnostik
spezifischen Zellen in der Zellprobe, hilft die IZC zur Diagnosefindung (MASON
& GATTER, 1987). Weiterhin kénnen mit diesem Verfahren Zellen, die nur in
geringer Zahl vorliegen und die in konventionell gefarbten Préparaten schlecht
erkennbar sind, identifiziert werden (ADAMS et al., 1984; DEMIREZEN et al.,
1986; MASON & GATTER, 1987; MONACO & DABBS, 2015). Da sich die
Proben untereinander in Zellularitét, Verschmutzung, individueller Zellpopulation
und Morphologie stark unterscheiden, erleichtert es die Diagnosefindung, die 1ZC
direkt an zuvor konventionell gefarbten Préparaten, in denen spezielle
Veranderungen zu sehen waren, durchzufihren (MEINKOTH & COWELL, 2002;
MARCOS et al., 2009). Aus diesem Grund beschéftigten sich verschiedene Studien
mit der Durchfiihrung der 1ZC und anderer Spezialfarbungen an bereits geférbten
Zellpréparaten (ABENDROTH & DABBS, 1995; NORDGARD et d., 2002
MARCOS et a., 2009; CHOI & KIM, 2011; BERAKI et a., 2012). In
verschiedenen Tumor-Studien wurden Farbungen, wie die May-Grinwal d-Giemsa
(MGG), die Diff-Quick-(DQ) und die Papanikolaou-(PAP)-Farbung und
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nachfolgend die 1ZC an diesen geférbten Proben getestet (IWA et al., 1988;
CAJULIS et d., 1993; CORKILL & KATZ, 1994; ABENDROTH & DABBS,
1995; DABBS & WANG, 1998; EJERSBO et al., 1999; KOYATSU et al., 1999;
NORDGARD et d., 2002; CHENG et a., 2003; KRISHNAMURTHY et al., 2003;
KIRBIS et a., 2004; SHTILBANS et al., 2005; DARVISHIAN et a., 2006; KIM
& KWON, 2010; CHOI & KIM, 2011; BERAKI et d., 2012; ZHANG et dl., 2015;
OZA et d., 2016). Dabei wurden die Zelproben in den meisten Studien mit
verschiedenen Medien fixiert und nach konventioneller Farbung eingedeckelt. In
manchen Studien wurden die Proben vor der 1ZC wieder entférbt und einer
hitzeinduzierten Antigendemaskierung (heat induced antigen retrieval, HIAR)
unterzogen. Antikorper, die in diesen Studien verwendet wurden, waren gegen
nukleére, zytoplasmatische und membrandse Antigene gerichtet. In diesen Studien
wurde gezeigt, dass eine |ZC nach konventioneller zytologischer Farbung in den
meisten Fallen mdglich ist. Nach PAP soll die 1ZC ohne Probleme durchfhrbar
sein, wohingegen sich die 1ZC nach MGG oder DQ schwierig gestaltete (EJERSBO
etd., 1999; KOYATSU et d., 1999; KRISHNAMURTHY et a., 2003; KIRBIS et
al., 2004). BERAKI und Mitarbeiter (2012) demonstrierten in ihrer Studie die
Bedeutung der Stérke und Dauer der vorgeschalteten Mikrowellenbehandlung
sowie die Auswahl des verwendeten Mediums zur HIAR fir optimale Ergebnisse
der 1ZC (BERAKI et al., 2012). Die Untersuchungen wurde mit nukleéren
Antikorpern  (Ki-67, Ostrogen-Rezeptor-Antikorper,  Progesteron-Rezeptor-
Antikorper), einem zytoplasmatischen Antikorper (Panzytokeratin-Antikorper) und
einem membrantsen Antikorper (E-cadherin-Antikdrper) durchgefihrt. Optimale
Ergebnisse der 1ZC wurden fur alle Antikorper mit einer HIAR mittels
Mikrowellenbehandlung mit niedriger Leistung (750 Watt) und kurzer Dauer (2,5
Minuten), gefolgt von einem zweiten Zyklus (6 Minuten bei 160 Watt) erzielt. Als
bestes Medium fur die HIAR ewies sich der TrissEDTA-(Trismethylamin
Ethylendiamintetraacetat)-Puffer. Er war besser geeignet, als der Zitratpuffer. Bel
Verwendung einer stérkeren Mikrowellenbehandlung von zweimal 5 Minuten bei
750 Watt in TrisEDTA-Puffer ergab die 1ZC des Ki-67-Antikorpers bereits
suboptimal e Ergebnisse, alle anderen Antikorper konnten sogar gar nicht dargestel It
werden. Wurde die Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer durchgefihrt, konnte
bei alen Antikdrpern auch nach verschieden starken Mikrowellenbehandlungen
keine 1ZC-Farbreaktion dargestellt werden. Fur die Versuchsdurchfiihrung wurden
in dieser Studie die zytologischen Zellproben in Ethanol fixiert und vor der 1ZC
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entfarbt (BERAKI et al., 2012). KIRBIS und Mitarbeiter (2004) stellten in ihren
|ZC-Untersuchungen von humanen Mammatumoren mit dem nukledren Antikorper
MIB-1 fest, dass eine HIAR mittels Mikrowellenbehandlung bel PAP-geférbten
Préparaten fir positive Resultate essentiell ist (KIRBIS et a., 2004).
ABENDROTH und DABBS (1995) untersuchten ebenfalls den Effekt einer PAP-
Farbung auf die 1ZC-Ergebnisse (ABENDROTH & DABBS, 1995). Alle
Zelproben wurden in 95%igem Alkohol oder per Lufttrocknung fixiert. Danach
wurde ein Teil dieser Proben ungefarbt belassen und ein weiterer Teil mit PAP
gefarbt und eingedeckelt. Die 1ZC wurde an geférbten, entdeckelten Praparaten und
anin HCI (Chlorwasserstoff) entfarbten, entdeckelten Préparaten durchgefihrt. Die
Ergebnisse wurden mit der 1ZC der ungeférbten Préparate verglichen. In 76 % der
PAP-gefarbten Zellproben, die vor der 1ZC nicht entfarbt worden waren, sowie in
72 % der zuvor entfarbten Proben, waren die Farbeergebnisse dquivalent zu den
|ZC-Ergebnissen der ungefarbten zytol ogischen Préparate. Eine HIAR wurde dabei
nicht angewendet (ABENDROTH & DABBS, 1995).

Zur Evaluation der Ergebnisse der vorliegenden Studie wurde ein 4-Punkte-System
verwendet, in dem Werte von 0 keine 1ZC-Féarbbarkeit und Werte von 3 optimale
Resultate bedeuteten. In der vorliegenden Studie hatte die modWS eine starke
negative Auswirkung auf die Immunreaktivitdt der Zellproben. Die Intensitét der
IZC-Farbung sank nach konventioneller zytologischer Farbung von maximal zu
erreichenden medianen Werten von 3 bei ungefarbten, eingefrorenen Proben auf
mediane Werte von 0 nach modWS der Préparate, bei denen also eine |ZC-Féarbung
nicht mehr darstellbar war. Es ist bekannt, dass panoptische Farbungen eine
Auswirkung auf Zellen haben (JORUNDSSON et al., 1999; BERAKI et al., 2012).
Jeder Farbstoff hat prinzipiell die Tendenz, von der Farbelésung in die Zelle zu
wandern und somit die Zellen zu farben (BERAKI et al., 2012). Zytologische
Farbelosungen, wie PAP und Romanowsky-Giemsa-(RG)-Farbungen, eine
Modifikation der Romanowsky-Farbung (RF), beinhalten ein Gemisch von sauren,
negativ geladenen und basischen, positiv geladenen Farben. Nach dem
Coulombschen Gesetz entstehen entgegengesetzte elektrische Kréfte zwischen
diesen ionischen Farbungen und den zelluldren Bestandtellen (BERAKI et al.,
2012). Bestandteile der RF, zu der auch die modWS zé&hlt, binden demnach Uber
elektrische Kréfte an bestimmte Zellkomponenten, ohne die Antigenbindung zu
verhindern (JORUNDSSON et al., 1999; BERAKI et d., 2012). RF besitzen eine
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komplexe chemische Zusammensetzung. Sie bestehen aus der positiv geladenen,
basischen Farbe Methylenblau, sowie aus der negativ geladenen, sauren Farbe
Eosin Y. Weiterhin sind die Abbauprodukte von Methylenblau, ndmlich Azur A, B
oder C, enthalten (JORUNDSSON et al., 1999). Im Gegensatz zu den chemisch
stabileren Farbelésungen, wie PAP und Hamatoxylin-Eosin, reagiert die RF
sensibel auf pH-Wert, Temperatur, Puffer, Farbkonzentration und Fixation
(JORUNDSSON et al., 1999). Somit konntein der vorliegenden Studie die modwWS
an sich oder das Verfahren ohne Fixierung letztendlich eine Auswirkung auf die
Immunreaktivitét gehabt haben. Da nach Eindeckeln der geférbten Proben die
Immunreaktivitét noch vorhanden war, ist dies in der vorliegenden Studie jedoch
unwahrscheinlich.

Wie in friheren Studien beschrieben, konnten die modWS-gefarbten Zellproben
mittels HCI erfolgreich entfarbt werden (MARCOS et al., 2009). Allerdings kann
eine Entfarbung mit HCl auch die Immunreaktivitét reduzieren. RAMOS-VARA
und MILLER (2014) beschrieben bei Verwendung von HCI in dekalzifizierenden
Ldsungen eine Reduktion der Immunreaktivitdt bel einigen Antikorpern innerhalb
eines Tages. Nach einer Woche war keine Immunreaktivitét mehr nachweisbar
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Durch saure Fixationsmedien wurde die
Immunreaktivitdt aufgrund der reduzierten Kreuzreaktionen zwischen den
einzelnen Antikorpern wahrend der 1ZC ebenfalls vermindert. Daher sollte zur
Erhaltung einer 1ZC-Farbung eine HIAR durchgefihrt werden (RAMOS-VARA &
MILLER, 2014). In der vorliegenden Studie wurde eine niedrige HCI-
Konzentration von 1 % Uber eine kurze Zeit von maximal 10 Minuten verwendet.
Dies sollte keine relevante Auswirkung auf die Immunreaktivitdt gehabt haben
(BERAKI et al., 2012).

In vielen Studien wird die Fixierung von Zellproben empfohlen (ADAMS et dl.,
1984; IWA et d., 1988; CAJULISet dl., 1993; CORKILL & KATZ, 1994; DABBS
& WANG, 1998; NORDGARD et d., 2002; CHENG et al., 2003; KIRBIS et d.,
2004; DARVISHIAN et a., 2006; KIM & KWON, 2010; CHOI & KIM, 2011,
BERAKI et d., 2012; ZHANG et al., 2015; OZA et a., 2016). In der vorliegenden
Studie wurden die Zellproben ausschliefdich luftfixiert. Dies konnte die Resultate
der 1ZC negativ beeinflusst haben. In der immunhistochemischen Untersuchung
von Gewebsschnitten ist die Fixierung zum Erhat der Zellkomponenten, zur
Pravention der Autolyse und der Verlagerung der Zellzusammensetzungen in

Hinblick auf Antigene und Enzyme, zur Stabilisierung des zellularen Materials und
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zur Intensivierung der konventionellen und der immunhistochemischen Féarbung
von Bedeutung (HAYAT & GIAQUINTA, 1970; RAMOS-VARA & MILLER,
2014). Sowohl eine zu frihzeitige Fixierung nach Entnahme der Proben al's auch
eine zu spéte Fixierung nach zu langer Lagerung kénnen dabei die Immunreaktivitat
vermindern (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Nach Entnahme von Proben aus
dem lebenden Organismus kommt es zu biochemischen Veradnderungen, die eine
Adenosin-Triphosphat-Depl etion und den Zusammenbruch des Natrium-, Kalium-
und Kalziumgradienten beinhalten (HEWITT et a., 2011). Je langer die Fixierung
aufgeschoben wird, desto langer besteht eine Hypoxie. Die Folge ist eine
Schwellung der Zellen und die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen sowie
eine Aktivierung von Enzymen, was wiederum die Immunreaktivitédt der Zielzellen
verandert (ESPINA et al., 2009; HEWITT et a., 2011). Speziel in der
Tumordiagnostik kann eine verspétete Fixierung der Praparate den Mitose-Index
um bis zu 40 % reduzieren und damit die Sensitivitét zur Diagnostik von Neoplasien
vermindern (CROSS et a., 1990). Eine Uberfixierung kann die 1ZC-Férbung
aufgrund von exzessiven Quervernetzungen zwischen Aminosauren und dem
Fixationsmedium unméglich machen. Dieser Effekt ist von der zeluléren
Lokalisation abhéngig. So wird zum Beispiel die nukledre Farbung mittels des
Antikorpers B-Zelllymphom 2 (Bcl-2) komplett und irreversibel aufgehoben. Nicht
einma die Anwendung einer HIAR mittels Mikrowellenbehandlung, welche die
Quervernetzungen in den meisten Fallen aufhebt, konnte dies verhindern. Die
Farbung mit zytoplasmatischen Antikorpern ist nach einer HIAR jedoch noch
moglich (RAMOSVARA & MILLER, 2014). Derzeit gibt es kein
Standardfixationsprotokoll fur Zellproben. Welches Fixationsmedium verwendet
wird, sollte vom zytologischen Verfahren und vom Antigen abhangig gemacht
werden. Fur die 1ZC sollten die Préparate auf Alkoholbasis oder in Formalin
nassfixiert werden. Alternativ ist eine priméare Luftfixierung mit nachfolgender
Fixierung mit 100 % Aceton oder 10 % Formalin unmittelbar vor der 1ZC mdglich
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Wahrend die Art der Fixierung for
membrandse und zytopl asmatische Antigene meist nicht relevant ist, liefert die 1ZC
von |uftgetrockneten Prgparaten mit nukledren Antigenen optimale Resultate nach
Fixierung in neutral gepuffertem 4%igem oder 10%igem Formalin alein oder
gefolgt von Methanol-Aceton-Fixierungstechniken (SKOOG & TANI, 2011;
RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Allerdings kann Aceton durch Auflésung der

Zellmembranen und Auswartsdiffusion von Peptiden aus der Zelle auch zu falsch
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negativen Ergebnissen in der 1ZC fuhren. Zudem fuhrt Aceton bei Verwendung
automatischer Farbemaschinen zu Zellverlusten in Zellproben (RAMOS-VARA &
MILLER, 2014). Esist zu bedenken, dass in der vorliegenden Studie die alleinige
Luftfixation die Ergebnisse verfalscht haben kann. Mit einer Nassfixation auf
Alkoholbasis hétte die Immunreaktivitdt des FCoV-Antigens eventuell besser
erhalten werden kdnnen. In einer Studie von ADAMS und Mitarbeitern (1984)
konnte das dort untersuchte Herpesvirus in der 1ZC nur nach Fixation der
Zervixzellproben in Ethanol oder Aceton mit optimalen Ergebnissen dargestellt
werden (ADAMS et a., 1984). Beachtet werden muss, dass Viruspartikel bei
fehlender Fixation grundsétzlich anfalliger fur Autolyse sind als Protozoen oder
Pilze (HEWITT et al., 2011).

Zusétzlich zur Alkoholfixierung kann eine HIAR die Resultate der 1ZC verbessern.
Fur die meisten nukledren Antigene wird dafir eine Mikrowellenbehandlung in
Zitratpuffer empfohlen. Zytoplasmatische und membrantse Antigene hingegen
bendtigen zur Erhatung ener optimaen Immunreaktivitét selten ene
Mikrowellenbehandlung (RAMOSVARA & MILLER, 2014). Zur
immunhistochemischen Untersuchung von Gewebeschnitten wird bei den meisten
Antikdrpern eine Mikrowellenbehandlung fur 20 Minuten bei 90-95 °C empfohlen
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Allerdings kann die Mikrowellenbehandlung
bei Zellproben die Immunreaktivitét auch negativ beeinflussen. BERAKI und
Mitarbeiter (2012) stellten fest, dass durch eine Mikrowellenbehandlung in
Zitratpuffer (2 x 5 Minuten bei 750 Watt) die 1ZC-Férbung von den nukledren
Antikorpern,  Progesteron-Rezeptor-  und  Ostrogen-Rezeptor-Antikorpern
aufgehoben und die | ZC-Farbung des nukledren Antikorpers Ki-67 reduziert wurde
(BERAKI et al., 2012). Mit geringerer Starke der Mikrowellenbehandiung
(2,5 Minuten bel 750 Watt, gefolgt von 6 Minuten bei 160 Watt) in TrissEDTA-
Puffer wurden bei den Zellproben optimale Ergebnisse in der 1ZC gefunden
(BERAKI et a., 2012). In der vorliegenden Studie wurde eine stérkere
Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer durchgefihrt (5 Minuten bei 800 Wait,
gefolgt von 20 Minuten bel 250 Watt). Fir die verwendeten zelluléren Antigene
CD-3, neuronales nukledres Protein (NeuN) und gliales fibrillares saures Protein
(GFAP) war diese Form der HIAR effektiv und brachte optimale Resultate. Fur das
FCoV-Antigen in K 6rperhdhlenergussproben hétten niedrigere
Mikrowellenstérken ausreichen kénnen. In zukinftigen Untersuchungen sollte die

Mikrowellenbehandlung fir das FCoV-Antigen in anderen Puffern, wie
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beispielsweise TrissEDTA-Puffer, evaluiert werden. In verschiedenen Studien
wurde gezeigt, dass unterschiedliche Antikorper jewells unterschiedliche Puffer
und unterschiedliche pH-Werte der Puffer fir die HIAR benttigen (SHI et a., 2001;
BERAKI et d., 2012; RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Der Effekt der
chemischen Zusammensetzung von Puffern zur HIAR ist unbekannt. Fir die
meisten Antigene wird jedoch eine Mikrowellenbehandlung in Zitratpuffer
empfohlen, wie sie auch in der vorliegenden Studie verwendet wurde (RAMOS-
VARA & MILLER, 2014). RAMOSVARA und MILLER (2014) merken
allerdings an, dassfir die 1ZC von nukledren Antigenen Puffer mit niedrigem pH-
Wert von Vorteil sind (RAMOS-VARA & MILLER, 2014).

Fur die kurzzeitige Lagerung von zytologischen Proben von weniger als zwel
Wochen werden Temperaturen von 2-8 °C empfohlen. Bei léngerer Lagerung
sollten die Praparate bei — 70 °C eingefroren werden oder mit einem Deckglas,
eingebettet in einem 3%igem Polyethylenglykol-Medium, versehen werden
(HEWITT et d., 2011; KIRBIS et d., 2011; SKOOG & TANI, 2011; RAMOS-
VARA & MILLER, 2014). Das Einbettmedium im Rahmen des Eindeckelns von
Zellproben bewahrt die Antigenitét. In der vorliegenden Studie konnte durch das
Eindeckeln der Zellproben die Immunreaktivitét von zelluléren Antigenen sowohl
bei ungefarbten als auch bel modW S-geféarbten Préparaten optimal erhalten werden.
In viden Studien wurde bereits das Eindeckeln von panoptisch geférbten
Z€llproben zur Aufbewahrung genutzt (IWA et a., 1988; CAJULIS et al., 1993;
ABENDROTH & DABBS, 1995; NORDGARD et a., 2002; CHENG et al., 2003;
KIRBIS et a., 2004; SHTILBANS et a., 2005; BERAKI et a., 2012). Dieses
Eindeckeln bringt allerdings auch einige Nachteile mit sich, wie zum Beispiel einen
zusétzlichen Zeitaufwand. Vor der 1ZC mussen die Proben in Xylol entdeckelt
werden. In der vorliegenden Studie benétigten die Zellproben, die weniger als 14
Tage eingedeckelt waren, 48 Stunden Aufbewahrung in Xylol bis sich das
Deckgléaschen |6ste. Waren die Proben langer eingedeckelt, waren 5 Tage ndtig.
Weiterhin  verstérkte sich durch die lange Immersion in Xylol die
Hintergrundférbung der Préparate (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Damit
kann die Erkennbarkeit von 1ZC-Farbungen vermindert sein. In der vorliegenden
Studie wiesen nur die Proben, die mit dem GFAP-Antikorper behandelt worden
waren, eine starke Hintergrundférbung auf. Daftr werden jedoch eher der GFAP-
Antikorper oder die fehlende Fixation a's das Entdeckeln in Xylol verantwortlich
gemacht (KAWAOI et a., 1982; EUSEBI et a., 1984; STANTA et a., 1988;
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HEWITT et al., 2011, RAMOS-VARA & MILLER, 2014).

Die vorliegende Studie weist Limitationen auf, die bei der Interpretation der
Ergebnisse berticksi chtigt werden missen. Eine Limitation ist diefehlende Fixation
der Proben auf Alkoholbasis. Alle zytologischen Proben wurden nach Entnahme
far kurze Zeit luftgetrocknet. In nahezu alen Studien werden jedoch verschiedene
Fixationstechniken auf Alkoholbasis verwendet und empfohlen (KIRBIS et 4.,
2004). Vor dlem zum Nachweis von Virusantigen héite die Fixation die
Immunreaktivitét trotz verschiedener Vorbehandlungen, wie konventioneller
Farbung, Eindeckeln und Mikrowellenbehandlung, erhalten konnen (ADAMS et
al., 1984; HEWITT et a., 2011). Daher sollten in zukinftigen Studien die
Zellproben in einem Parallelansatz mit einem Fixationsmedium auf Alkoholbasis
fixiert werden.

Weiterhin stellt die geringe Probenmenge zur Evaluation der Durchfihrbarkeit der
IZC nach konventioneller zytologischer Férbung bei virdem Antigen eine
Limitation dar. Die Resultate geben einen Hinweis darauf, dass viraes Antigen
gesondert behandelt werden muss und jegliche Vorbehandlungen die
Immunreaktivitét zerstoren. Fir eine statistische Auswertung war die Probenmenge
zu gering. In zukunftigen Studien sollten die verschiedenen Vorbehandlungen an
einer grof3eren, statistisch auswertbaren Anzahl von Zellproben mit enthaltenem

viralen Antigen getestet werden.

Fasst man ale Resultate der vorliegenden Studie zusammen, sollten geférbte
Zellproben mit einem Einbettmedium eingedeckelt werden, falls die Anzahl der
Proben limitiert ist und diese mittels zytol ogischer Diagnostik konventionell gefarbt
werden mussen. Das Eindeckeln bewahrt die Immunreaktivitdt der Proben und
ermdglicht eineweitere Diagnostik mittels |ZC an denselben Praparaten. Allerdings
sollte die 1ZC mit einer HIAR durch eine Mikrowellenbehandlung erfolgen.
Werden virale Antigene vermutet, sollte die 1ZC an ungeférbten, eingefrorenen
oder fixierten Proben durchgefihrt werden (ADAMS e 4d., 1984,
SUTHIPINTAWONG et d., 1996, SKOOG & TANI, 2011). In weiteren Studien
sollte die 1ZC an konventionell geféarbten Proben mit virdem Antigen mit
verschiedenen Fixationstechniken durchgefihrt werden. Dabel sollte getestet
werden, ob durch die Fixation die Immunreaktivitét auch nach konventioneller
zytologischer Férbung, Mikrowellenbehandlung und Eindeckeln der Proben
erhalten bleibt und somit das Eindeckeln als aternative Lagerung zum
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Tiefgefrieren genutzt werden kann (SUTHIPINTAWONG et d., 1996; SKOOG &
TANI, 2011; RAMOS-VARA & MILLER, 2014).
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V.EIGENE STUDIE I

Ziel dieser Tellstudie war es, mit der 1ZC zum Nachweis von FCoV-Antigen einen
Test zu entwickeln, welcher in-vivo die Diagnose der FIP erlaubt. DaZNS-Gewebe
schwer zuganglichist und Biopsien mit erheblichen Risiken verbunden sind, wurde
der Liquor a's Untersuchungsmedium verwendet. An anderen Korperflissigkeiten
wies die IZC eine Spezifitat von 100 % auf. Daher sollte sie nun an Liquorproben
von Katzen mit FIP und Katzen mit anderen Erkrankungen evaluiert werden. Dabel
wurden jewells neurologisch aufféllige Katzen und Katzen ohne neurologische

Symptome eingeschl ossen.
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Abstract

Objectives The aim of the study was to evaluate whether an ante-mortem diagnosis of central nervous system
(CNS) feline infectious peritonitis (FIP) is possible via immunocytochemical staining (ICC) of feline coronavirus
antigen (FCoV) within macrophages of cerebrospinal fluid (CSF).

Methods Prospectively, CSF samples of 41 cats were investigated, including cats with histopathologically
confirmed FIP and neurological signs (n = 10), cats with confirmed FIP without CNS involvement (n = 11), cats with
neurological signs but another confirmed CNS disease (n = 17), and cats without neurological signs and a disease
other than FIP (n = 3). ICC staining of CSF macrophages was performed in all cats. Sensitivity, specificity, positive
(PPV) and negative predictive values (NPV) of CSF ICC were calculated.

Results Of 10 samples from cats with CNS FIP, eight had detectable CSF macrophages, seven of which were
positive for FCoV. Ten of 11 samples from cats with confirmed FIP without neurological signs had macrophages in the
CSF, with all 10 being ICC-positive. In cats with other CNS disorders, 11/17 had macrophages, two of which stained
positively. In cats with diseases other than FIP and without neurological disorders, 2/3 revealed macrophages, with
one cat showing positive ICC staining. Diagnosis of FIP via CSF ICC had a sensitivity of 85.0% and a specificity of
83.3%. PPV and NPV were 85.0% and 83.3%.

Conclusions and relevance CSF ICC is a highly sensitive test for ante-mortem diagnosis of FIP manifesting in the
CNS. However, CNS ICC specificity is too low to confirm FIP and the method should only be applied in conjunction
with other features such as CSF cytology. CNS ICC could be helpful to discover pre-neurological stages of CNS FIP.

Accepted: 2 March 2016

Introduction

Feline infectious peritonitis (FIP) is a fatal immune-
augmented disease caused by feline coronaviruses
(FCoV) that arises from mutation of the generally harm-
less enteric FCoV.! This mutation allows the virus to
infect and replicate in macrophages that carry the virus
as a Trojan horse into remotely protected areas such as
the eye and the central nervous system (CNS).2

The antibody prevalence of FCoV in cats ranges from
20% in single-cat households up to 100% in multi-cat
households, but only approximately 5-10% of FCoV-
infected cats develop FIP in multi-cat environments.>12
Cats with FIP suffer from abdominal, pleural or pericar-
dial effusion to a greater or lesser degree and/or granu-
lomatous organ changes.®
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If effusion is present, there are a number of diagnostic
options; but, if there is no effusion, confirmation of the
diagnosis requires histopathological confirmation of FIP
via biopsy or post-mortem examination. In particular, the
CNS form of FIP, which most commonly occurs without
effusion, remains a post-mortem diagnosis in most cats."?
Pyogranulomatous meningoencephalitis and meningo-
myelitis lead to ne ical signs in about 10% of cats
affected by FIP.-16 As the inflammatory lesions are pre-
dominantly surface-related, they typically lead to asso-
ciated cerebrospinal fluid (CSF) changes. These include
inflammatory pleocytosis with predominance of neutro-
phils and macrophages, and a markedly increased protein
concentration®7!* These findings are, however, not
pathognomonic and can occur in a variety of infectious
CNS diseases.”” More specifically, anti-coronavirus 1gG
can be detected in CSE*!” However, the presence of anti-
bodies is also not diagnostic.?® In the study of Boettcher et
al, ™ there was no significant difference in antibody titres in
CSF from cats with neurological signs caused by FIP com-
pared with cats with other neurological diseases.® A recent
promising approach was reported to demonstrate a 100%
specificity in a prospective case-control study when identi-
fying FCoV in CSF via real-time reverse transcriptase poly-
merase chain reaction (RT-gPCR).Z? However, the
sensitivity of this method was only 42.1% in all cats, and
85.7% in cats with neurological and/or ocular signs.
Recently, a case report was published in which FCoV anti-
gen in CSF macrophages was identified via immunocyto-
chemical staining (ICC).2 This new method, however, has
not been evaluated in controlled clinical trials.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the
diagnostic accuracy of ICC in a larger number of cats,
including animals affected by CNS FIP and FIP without
neurological signs, and those suffering from other dis-

eases with and without neurological involvement.

Materials and methods

Patients

This study was designed as a prospective case-control
study including 41 cats. Cats were divided into four
groups: (1) cats with histologically confirmed CNS FIP
(n = 10); (2) cats with FIP without CNS involvement
(n = 11); (3) cats with neurological disorders caused by
diseases other than FIP (CNS non-FIP, n = 17); (4) cats
with diseases other than FIP without neurological signs
(non-CNS non-FIP, n = 3). Cats had to fulfil the inclusion
criteria shown in Table 1.

FIP diagnosis in cats with CNS FIP and cats with
HP without CNS involvement (n = 21) was confirmed
post mortem by histology, based on characteristic pyo-
granulomatous lesions,*” with immunohistochemistry

(IHC) detecting intralesional evidence of macrophages
positive for FCoV in affected organs, 5232 and exclusion

of other pathogens on special stains (Table 1). In all
cats with CNS FIP, immunohistochemically positive mac-
rophages were detected within the CNS and, if affected, in
other organs (Table 1). In cats with FIP without CNS involve-
ment, immunopositive staining was demonstrated in at least
one non-CNS organ (Table 1). Animals of the non-FIP groups
{n—m]hadasurvwalumeafmromﬂdduncalsgmof
>1.5 years (n = 9),°%% or were euthanased and

and did not show positive THC staining for FCoV antigen in
macrophages in any organs (n = 11) (Table 1).

CSF of neurological patients was collected for diagnos-
tic reasons independent of the purpose of this study. The
material was harvested by tapping of the cerebellomedul-
lary cistern. In all other cats CSF was collected post mor-
tem immediately upon euthanasia by either cisternal tap
or transpallial puncture of the lateral ventricles.

Immunocytochemistry

Collected CSF was cytospun onto uncoated glass slides
(R Langenbrinck) immediately after collection using a
cytocentrifuge (Hettich Zentrifugen, Universal 16R)
according to standard protocols and stored at —-20°C
(—4°F) until further processing. 2

ICC was carried out manually using mouse monoclo-
nal anti-coronavirus a.ntibody (clone FIPV3-70; LINARIS
GmbH), anavidin-biotin complex detection kit (Vectastain;
Vector Laboratory) and diaminobenzidine—tetrahydro-
chloride as duomagen. The stam.lng protocol was based
(ICC).* In short, endogenous peroxidase activity was
blocked by treatment with 0.7% H;O,. The slides were
then incubated with normal goat serum (dilution 1:20; MP
Biomedicals) for 30 mins at room temperature after which
they were coated with primary antibody (dilution 1:400)
for 17 h at 4°C in a humid chamber, followed by labelling
with biotinylated goat anti-mouse IgG (no. E 0433, dilution
1:200; DakoCytomation) and diaminobenzidine reaction.
After immunolabelling, the slides were counterstained
with Mayer’s Haemalaun (AppliChem) and cover slips
applied using a xylene-based mounting medium (Histo-
kitt; Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co. KG).

For each specimen undergoing ICC, the presence and
yield of immunopositive macrophages were assessed.
Macrophages were assessed by scanning of the entire cyto-
spin area, comprising 27 high-power fields at a magnifica-
tion of at least X 400 (Axiophot; Zeiss). Macrophage counts
exceeding >1 macrophage per three fields of vision at % 200
magnification were chosen as a cut-off for high cell yield.

Cytology

For microscopic evaluation of extracellular material,
additional slides were stained with haematoxylin and
eosin. CSF slides were evaluated by two independent
raters blinded to the origin of the sample. Cytostained
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Figure 1 Cytological and i hemical results. (a,c.e)

i of slides indicative of feline infectious

immunocytoc Photomicrographs
peritonitis (FIP) (a), compatible with FIP (c) and not indicative of FIP (g). (b,d f) Immunopositive cerebrospinal fluid

macrophages in confirmed central nervous system (CNS) FIP (b,.d) and in a cat suffering from mediastinal

without

CNS involvement (f). Note that the staining intensity in the non-CNS non-FIP cat (f) is similar to that of lower level expression in
CNS FIP (d). Scale bars = 200 ym (a), 100 pm (c,e) and 50 pm (b.d.f)

slides were assessed for cellular content, composition
and preservation, including evidence of bleeding, inflam-
mation, microorganisms and brain tissue aspiration.
Depending on the pattern of pleocytosis and protein con-
tent, the CSF was categorised as follows: (1) indicative of
FIP if pyogranulomatous with macrophageal engulfment

of neutrophils and absence of microorganisms and giant
cells; (2) compatible with FIP in case of featuring mixed
white blood cell population, including macrophages; and
(3) not indicative of FIP owing to the lack of pleocytosis
or showing other cellular composition such as exclu-
sively neutrophilic cells (Figure 1).
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Statistical evaluation In the cats with other diseases and without neurologi-

The sensitivity and specificity, as well as the positive (PPV)
and negative predictive values (NPV) were calculated for
the whole group, as well as only for cats with neurological
signs. Ninety-five percent confidence intervals were deter-
mined. Data analyses were performed using a two-sided
Fisher’s exact test with GraphPad Prism Version 5.0.

Resulits

CSF cytology

In the group of cats with CNS FIP, 9/10 CSF samples
showed a significant pleocytosis. Eight of these nine
cases were cytologically classified as indicative for FIP
with pyogranulomatous inflammatory changes (Figure
1a). The sample of one cat did not contain cells. There
was a mild blood content in two samples and a variable
fibrin content in three samples (Table 2).

Ten of 11 samples of the cats with FIP without CNS
involvement showed microscopic CSF abnormalities with
the majority (9/11) featuring inflammatory changes. FIP-
typical pyogranulomatous reactions were seen in 4/11. A
mild blood content was present in three samples and in two
samples there was a mild or high fibrin content (Table 2).

In the cats with other diseases and neurological signs,
11/17 samples showed inflammatory pleocytosis, 5/11
were unremarkable and 1/11 samples did not contain
cells, One sample with elevated cell counts was considered
indicative of FIP. In one sample, taken via cisternal tap-
ping, glioneuronal cells were observed. A mild-to-moder-
ate blood content was seen in three samples and in four
samples a mild-to-moderate fibrin content was visible
(Table 2).

In the non-CNS non-FIP group, 2/3 samples had an
abnormal CSF, while the third sample did not contain
cells. The two abnormal slides showed inflammatory
changes. One sample obtained via ventricle puncture
contained glioneuronal cells. There was no blood or
fibrin seen microscopically on the slides (Table 2).

icc

In cats with CNS FIP, 8/10 samples contained mac-
rophages. In seven of these, FCoV antigen was identified
immunocytologically within the cytoplasm of the mac-
rophages (Table 1; Figure 1b,d). In three of these cases,
there was a high yield of immunopositive macrophages
(Tables 3 and 4).

In cats with FIP without CNS involvement, mac-
rophages were detected microscopically in 10/11 CSF
samples, all of which stained positive for FCoV antigen
(Table 1). The high-to-low yield ratio among these sam-
ples was 8:2, which corresponded to the overall high
nucleated cellularity (Tables 2-4).

In the cats with other diseases and with neurological
signs, macrophages were present in 11 samples. In two of
these samples, the macrophages stained positive for FCoV
antigen with one showing a high yield (Tables 1, 3 and 4).

cal signs, 2/3 samples showed macrophages with one
showing a positive ICC staining with high yield (Tables
1, 3 and 4, Figure 1f).

Discussion

Intra-vitam diagnosis of FIP in cats with neurological
signs that lack body cavity effusions has always been a
challenge.*53 Owing to the meningeal involvement of
CNS manifestations of FIP, most efforts have concen-
trated on CSF analysis in order to establish a valuable
diagnostic test.'®2-2 Cytological changes, even though
effectively narrowing differentials, are non-specific.
Moreover, depending on the location of the pyogranu-
lomatous reaction, vascular compromise and concurrent
lymphoproliferative changes, the degree and composi-
tion of pleocytosis can vary and might not be indicative
for FIP or even mimic other diseases like CNS
lymphoma 2%

Hence, the purpose of this study was to evaluate
whether an ante-mortem diagnosis of CNS FIP is possi-
ble viaICC staining of FCoV antigen within macrophages
of the CSE2! It was demonstrated that FIP could be cor-
rectly diagnosed via ICC staining of the CSF in 81.0% of
the cats with immunohistochemically confirmed FIP.
Thus, the ICC of the CSF had a sensitivity of 85.0% and a
PPV of 85.0%. Interestingly, the sensitivity of the test was
lower in cats with FIP with CNS involvement (77.8%)
than in those with FIP without CNS involvement (91.0%)
(Table 4). The sensitivity of 77.8% of ICC in cats with
CNS FIP was relatively low, when considering that
immunopositive macrophages were detected within the
CSF in as much as 90.9% of cats with FIP but without
histological evidence of CNS involvement. As only three
of these cats exhibited very mild blood contamination,
this phenomenon cannot be attributed entirely to a spill-
over of infected macrophages. Instead, a majority of
ICC-positive animals showed inflammatory pleocytosis,
of which 4/9 were FIP-indicative. Even though less
likely due to the high cellularity of the CSF, the pure
presence of infected monocytes and macrophages,
accompanied by lymphocytes, can resemble a bystander
effect of systemic inflammation.*-* It is more likely that
circulating macrophages have been recruited to the CNS
owing to local inflammation. This can happen during
immune complex deposition, which can occur as an
initial step of FIP manifestation of the brain preceding
neurological signs. In this study, none of the cats with
FIP without CNS involvement had macroscopic or histo-
logical lesions in the CNS. Therefore, these cats with FIP
without CNS involvement could have been at the begin-
ning of neurological manifestation of the disease, still
without clinical signs and pathological lesions.! In a
study of Doenges et al,*' 2/12 cats with FIP without neu-
rological/ocular signs showed also a positive RT-qPCR
result. In one of these cats, the histological examination
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Table 2 Microscopic evaluation and immunocytochemistry (ICC) results

*(-) indicates no blood or fibrin content; (+ + +) indicates highest blood/fibrin content
ms-mmmﬁhummmmpghwmmmw-mwm

Table 3 Cell yield of immunocytochemical (ICC)-positive samples

of the brain revealed inflammatory changes and necrotic  the RT-qPCR (42.1%), the other CSF samples of cats with

the FCoV within the CSF. Owing to the low sensitivity of tigated in further studies.
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Table 4 Sensitivity and specificity of cerebrospinal fluid immunocytochemistry in cats with feline infectious peritonitis (FIP)

Data are % (95% confidence interval)
PPV = positive predictive value; NPV = negative predictive value

Unfortunately, specificity (83.3%) and the NPV (83.3%)
of ICC were not as high as expected. Three samples (15.0%)
of the control groups contained immunopositive mac-
of the ICC. Independent of the presence (two cats) or
absence (one cat) of neurological signs and brain changes
(two cats), all these false-positive CSF samples showed
inflammatory features that were pyogranulomatous, lym-
phoid and neutrophilic or lymphomonocytic (Tables 1 and
2). Hence, the cytopathological pattern of the one cat with
a mediastinal lymphoma and without neurological signs
would be compatible with a preliminary stage of FIP. The
cytopathological pattern of the other two cats with neuro-
logical signs would also be compatible with either a pre-
liminary stage of FIP or, alternatively, with homing of
FCoV-infected macrophages to the CNS in the course of
other inflammatory CNS disorders. Thus, it is possible in
all three cases that the cats actually suffered from early FIP
and other diseases simultaneously. However, immunohis-
tochemical investigations of these cats were negative,
making this possibility rather unlikely.

Another reason for the false-positive results is that the
immunocytological assay cannot distinguish between
mutated FCoV (FIPV) and non-virulent FCoV (FECV) that
also is able to infect and replicate in macrophages to some
extent. ™ It has been documented that productive and sus-
tainable virus replication in macrophages only occurs after
mutation of FCoV,? while the general ability of non-viru-
lent FCoV (FECV) to infect macrophages is limited and
goes with a low staining signal.” Thus, a positive staining
of non-mutated virus within macrophages is unlikely.

Non-specific staining and aberrant antibody binding
have to also be considered as reasons for the false-posi-
tive staining results. Endogenous peroxidase activity has
been effectively quenched by pretreatment with H,0,.
The chosen monoclonal primary antibody has been used
in multiple studies on FIP and is directed at coronavirus
nucleocapsids.>*4 ]t is known to react with FCoV sero-
types 1 and 2, ferret coronavirus, canine coronavirus,
transmissible gastroenteritis virus and bovine coronavi-
rus.*! However, there are no reports on affinity to endog-
enous epitopes and structures, so that non-specific
staining is unlikely but possible.

There are some limitations in the study. First of all,
only a low amount of CSF could be collected in most
cats with FIP. FIP is a disease affecting mostly young
cats, <1 years of age, that usually have a body weight
<2 kg. Hence, the amount of CSF that could be col-
lected was <0.5 ml (when following the guidelines to
take not more than 1 ml/5 kg®). Accordingly, only a
few cells could be gained from the samples. Although
CSF was immediately preserved, the instability of CSF
cells might be damaged by freezing or washed off dur-
ing immunolabelling. Thus, often only a few cells
were available for interpretation of the ICC, especially
in cases with no inflammatory CSF. Another limitation
is that FIP could not be excluded for sure in the control
cats that could have had FIP beside another underly-
ing disease, although IHC of all organs was negative.

Conclusions

ICC on CSF taps was shown to be a sensitive test for
diagnosis of FIP, regardless of whether the CNS was
involved or not. Unfortunately, the specificity of the
method was not high enough. Immunopositivity of CSF
macrophages in cats with neurological signs, but with-
out detectable FIP on post-mortem examination, m:ght
precede histological changes of FIP. When s

the results of this study, ICC of CSF cannot be considered
a useful test for confirmation of FIP.
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VI. ERWEITERTE DISKUSSION DER STUDIE | |

Das Ziel der vorliegenden Studiewar es, die Liquor-1ZC als Nachweisverfahren fir
die ZNS-Manifestation einer FIP zu evauieren. Diese wére insbesondere in den

Féallen hilfreich, in denen keine Kdrperhthlenerglisse vorhanden sind.

Der Nachweis von FCoV-Antigen in Makrophagen aus K orperhdhlenergussproben
mittels Immunfluoreszenz hatte eine Spezifitdt von 100 % (HIRSCHBERGER et
a., 1995). Da eine ZNS-Manifestation der FIP meist ohne Effusionen in
Korperhohlen einhergeht (PARODI et al., 1993; HARTMANN et a., 2003; ADDIE
et al., 2009), wurden in dieser Studie Il immunzytochemische Analysen zum
Nachweis von FCoV-Antigen aus Liquorproben durchgefihrt und an einer
groReren Katzenpopulation evaluiert. Erste Anhaltspunkte zur diagnostischen
Tauglichkeit der Liquor-1ZC erbrachten IVES und Mitarbeitern (2013) in einer
einzelnen Fallbeschreibung (IVES et a., 2013). Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden nun die Anwendbarkeit und die diagnostische Aussagekraft genauer
Uberprift.

Die Ergebnisse zeigten, dass bei Katzen mit histologisch bestétigter FIP
immunzytochemisch FCoV -positive Liquormakrophagen nachweisbar waren. Dies
war sowohl bei Katzen mit neurologischer FIP, als auch bel Katzen mit FIP ohne

neurol ogischen Symptomen der Fall.

In der klinischen Patientenaufarbeitung deuten allgemeine Parameter, wie Alter,
Herkunft und die klinischen Symptome der Katzen, oft auf eine FIP hin
(PEDERSEN, 20144). Betroffen sind meist Katzen im Alter von 4 bis 36 Monaten,
die aus Mehrkatzenhaushalten stammen (ADDIE et a., 2009; PEDERSEN, 2014a).
Befunde der klinischen Untersuchung, wie pralles Abdomen oder Dyspnoe
aufgrund von Aszites oder pleuralen Korperhohlenergiissen sowie Massen in
Nieren oder anderen Organen, verursacht durch pyogranulomatse La&sionen oder
vergrofRerte Lymphknoten, kénnen den Verdacht entstehen lassen (HARTMANN,
2005; ADDIE et a., 2009; PEDERSEN, 20144a). Die klinischen Symptome sind
allerdings unspezifisch und resultieren aus Veranderungen erkrankter
Organsysteme (HARTMANN, 2005; NORRIS et al., 2005; DIAZ & POMA, 2009;
PEDERSEN, 2014a). Blutbildverdnderungen und Antikorper-Nachweis sind
ebenfalls nicht aussagekraftig. Es konnen eine Lymphopenie, Neutrophilie,
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Anamie, Hyperproteinamie, Hypergammaglobulindmie, ein erniedrigtes Albumin-
Globulin-Verhéltnis sowie eine erhthte Aktivité von Leberenzymen und erhdhte
Bilirubin- und Nierenwerte vorhanden sein (HARTMANN et al., 2003; NORRIS
etal., 2005; SHARIF et al ., 2010). Antikdrper im Blut sprechen nur fir eine aktuelle
oder vergangene FCoV-Infektion und nicht fir eine FIP (ADDIE & JARRETT,
1992). Der direkte Virusnachweis mittels RT-PCR aus Serumproben lieferte
Ergebnisse mit einer hohen Spezifitét von 100 %, aber einer sehr niedrigen
Sensitivitat von 7 % (FELTEN et al., 2017b).

Sind bei Katzen mit FCoV-Infektionen Korperhdhlenergliisse vorhanden, kdnnen
Antikorper gegen das FCoV auch oft in den Kdrperhohlenerglissen nachgewiesen
werden. Diese Antikorper korrelieren dabei mit den im Blut vorhandenen
Antikorpern (SOMA & ISHII, 2004). Das Vorliegen von Antikérpern in Ergissen
hatte in der Untersuchung von HARTMANN und Mitarbeitern (2003) einen
pradiktiven Wert von 90 % und einen negativen prédiktiven Wert von 79 % zur
Diagnose der FIP. In den Untersuchungen von KENNEDY und Mitarbeitern (1998)
war der Nachweis von Antikorpern aus Ergissen nicht hilfreich, da alle Katzen
Antikorper aufwiesen, unabhéngig ob sie FIP hatten oder nicht (KENNEDY et d.,
1998). Weiterhin kann zur Diagnostik der FIP die Detektion des FCoV-Antigensin
Makrophagen innerhalb des Ergusses mit einer Spezifitdt von 70-100 % genutzt
werden (PARODI et al., 1993; HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al.,
2003; ADDIE et d., 2009; LITSTER et d., 2013). FELTEN und Mitarbeiter (2017)
konnten FIP Uber den Nachweis des FCoV -Antigens in Ergussmakrophagen mittels
der IZC detektieren. Die Sensitivitét dieser Methode lag bei 85 %, die Spezifitét bei
72 % (FELTEN et a., 2017a).

Eine ZNS-Manifestation der FIP geht meist ohne K 6rperhohlenerglisse einher und
stellt daher eine diagnostische Herausforderung dar (KIPAR et a., 1999,
PEDERSEN, 2009; SHARIF et a., 2010). Eine definitive Diagnose der FIP, die
sich ausschliefdlich im ZNS manifestiert, kann bisher nur Gber eine Sektion mit
immunhistochemischer  Untersuchung der Léasionen gestellt  werden
(HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009; SHARIF et a., 2010; GIORI et a.,
2011).

Die Liquoruntersuchung stellt ein gangiges Verfahren zur Diagnostik entzindlicher
Erkrankungen des ZNS dar (DEWEY & DUCOTE, 2008; REIBER, 2016). Bei

nahezu allen neurologisch auffélligen Patienten wird daher eine zytologische
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Untersuchung des Liquors mit haufig zusétzlicher Bestimmung von Antikorpern
(19G, IgM und IgA) und dem Nachweisvon DNA oder RNA angestrebt (STORCH-
HAGENLOCHER et a., 2006; REIBER, 2016). Der Liquor wurde in
verschiedenen Studien auch als Untersuchungsmedium zum Nachweis der ZNS-
Manifestation der FIP genutzt. Der Liquor kann bei Katzen mit FIP einen erhdhten
Proteingehalt und eine hohe Zellzahl mit vorwiegend neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Makrophagen beinhalten (FOLEY et a., 1998; DIAZ & POMA,
2009). Eine Studie untersuchte den Liquor auf Antikdrper gegen das FCoV.
Antikorper im Liquor konnten aber nur bel denjenigen Katzen nachgewiesen
werden, die auch im Blut hohe Antikorpertiter aufwiesen. Daher ging man davon
aus, dass die Antikorper im Liquor aus dem Blut stammten (BOETTCHER €t 4dl.,
2007). Mittels der RT-PCR kann FCoV-RNA in Liquorproben nachgewiesen
werden. Wahrend die RT-PCR in Vollblut auch falsch positiv sein kann
(EGBERINK et a., 1995; HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-MOORE et a.,
1998; HARTMANN et al., 2003; CAN-SAHNA et d., 2007; KIPAR et a., 2010),
scheint die RT-PCR aus Liquor sehr spezifisch zu sein (100 %). Bel Patienten mit
neurologischer und/oder okulérer FIP-Symptomatik wies sie zudem eine relativ
hohe Sensitivitét von 86 %, im Vergleich zu nicht neurologisch auffélligen Katzen
mit FIP (42 %), auf (DOENGES et d., 2016).

In der vorliegenden Studie wurde bei 21 von 41 Katzen FIP immunhistochemisch
nachgewiesen, wobei 10 davon eine ZNS-Manifestation aufwiesen. Die 1ZC der
Liquorproben aller Katzen wurde an ungeféarbten und bei — 20 °C eingefrorenen
Liquorproben durchgefihrt. Eine positive immunzytochemische Reaktion von
Liguormakrophagen wurde insgesamt bei 17 von 21 Katzen detektiert. Demnach
konnte mit dieser Methode FIP bei 81 % der Katzen richtig diagnostiziert werden.
Die Sensitivitdt der 1ZC bel der Untersuchung von Ligquormakrophagen as
Nachweismethode fur FIP betrug insgesamt 85 %, war aber bel Katzen mit ZNS-
Manifestation der FIP mit 78 % niedriger als bei Katzen mit FIP ohne ZNS-
Manifestation (90 %). Bel 91 % der Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation
konnten immunzytologisch FCoV-Antigen-positive Makrophagen im Liquor

nachgewiesen wurden.

Warum Virusantigen im Liquor bei den Katzen ohne ZNS-Manifestation der FIP
haufiger detektiert wurde als bel Katzen mit einer ZNS-Manifestation der
Erkrankung bedarf weiteren Untersuchungen. Dain der vorliegenden Studie 3 von
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11 Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation eine geringe Blutkontamination im
Liquor aufwiesen, war eine Fehldetektion durch eine entnahmebedingte Einblutung
in den Liquor vernachlassigbar. Der Liquor gesunder Katzen hat eine
physiologische Zellzahl von weniger als 5 Zellen/pl. Monozyten kommen dabel im
gesunden Liquor in einem prozentualen Anteil von 30 % vor. Makrophagen sollten
ohne pathologischen Hintergrund allerdings nicht anzutreffen sein (DEWEY et dl.,
2008).

Bel den Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation bestand histologisch kein Hinweis
auf eine anderweitige ZNS-Erkrankung bei vollsténdiger Untersuchung des
Gehirns. In der Abklatschzytologie wurden zwar vereinzelt Verénderungen
festgestellt, die histologisch nicht nachweisbar waren, die Rate der rein zytologisch
positiven Befunde bel den Katzen dieser Studie macht eine mangelnde Sensitivitét
der Histologie allerdings unwahrscheinlich (WUENSCHE et a., 2016). Da
radikul ospinal e Beeintrachtigungen wesentlich schlechter kompensiert werden als
die des Gehirns, dirfte bei dieser Patientenkohorte die Liquorzytologie auch eher
nicht eine subklinische FIP von Rickenmark und Nervenwurzeln widerspiegeln.
Dieser Ausschluss erhartet sich insbesondere auch durch das Fehlen anderer
Entzindungszeichen innerhalb  der  Liquorproben, vor alem von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und Fibrin. Man kdnnte also eine
bislang unbekannt weite Zirkulation infizierter, aber nicht-enzephalitogener
M akrophagen oder das Initial stadium der ZNS-Manifestation postulieren sowie die

Moglichkeit einer falsch-positiven Immunférbung erwagen.

Eine Aktivierung von Makrophagen im ZNS kann die Folge von
Immunkomplexablagerungen sein (BOLTON et al., 1998; KIPAR et a., 1998;
ENGELHARDT & WOLBURG, 2004; KIPAR et a., 2005; WOLBURG et a.,
2005; KONSMAN et al., 2007). Die Komplement- und Fc-Rezeptor-Aktivierung
erh6hen die Phagozytoseaktivitét von Makrophagen und verursachen somit die
weitere Aufnahme von FCoV (JACOBSE-GEELS, 1982; PEDERSEN, 1995;
KIPAR et a., 2005). Diese Immunkomplexablagerungen werden gerade am
Anfang einer FIP beobachtet (KIPAR et a., 1998; KIPAR et al., 2005). Weiterhin
koénnen die Makrophagen aufgrund einer Vaskulitis in das ZNS und den Liquor
gelangt sein (PEDERSEN, 1976b; HARTMANN, 2005; BOETTCHER et 4.,
2007; ADDIE et d. 2009). Diese Vaskulitis wird durch eine initiale
Makrophageninfiltration verursacht, gefolgt von ener Ablagerung von
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Immunkomplexen und Komplementfaktoren, das in einer pyogranulomatdsen
Entziindung endet (KIPAR et d., 1998; KIPAR et al., 2005). Zusétzlich wird die
Blut-Hirn-Schranke zerstort, wodurch Verdnderungen des Liquorflusses und
-drucks entstehen und die eine Einwanderung von Entztindungszellen zur Folge hat.
Antikorper kénnen in diesem Zuge ebenfalls in den Liquor Ubertreten (KLINE et
a., 1994, BOETTCHER et a. 2007). Es scheint auch eine gewisse
Antikorperproduktion innerhalb des ZNS stattzufinden. FOLEY und Mitarbeiter
(1998) untersuchten die FCoV-Antikdrperkonzentrationen bei Katzen mit FIP und
fanden heraus, dass die Konzentrationen im Liquor hoher waren, alsdie im Serum
der jeweiligen Katze (FOLEY et d., 1998). Ausdiesem Grund wurde angenommen,
dass Antikorper im ZNS-Gewebe as Folge der FCoV-Replikation produziert
wurden (FOLEY et a., 1998; FOLEY & LEUTENEGGER, 2001; BOETTCHER
et a., 2007; STEINBERG et a., 2008). Bel Menschen findet laut Studien bel
infektiosen ZNS-Erkrankungen, wie bei der humanen Herpesvirusinfektion, eine
Antikorperproduktion gegen das infektiose Agensim ZNS statt (CHAPMAN et dl.,
2005; DERFUSS et a., 2005). Makrophagen konnen dabei Uber offene
Schlussleisten (tight junctions) zwischen den Endothelzellen oder Uber Diapedese
durch die Endothelzellen in das ZNS eintreten (BOLTON et a., 1998;
ENGELHARDT & WOLBURG, 2004; WOLBURG et dl., 2005; KONSMAN et
al., 2007).

In einer anderen Kohorte konnte auch mittels RT-PCR FCoV im Liquor nicht-
neurologischer FIP-Katzen detektiert werden (DOENGES et al., 2016). In dieser
Studie wurde der Liquor von 19 Katzen mit immunhistochemisch nachgewiesener
FIP untersucht. Von den 19 Katzen zeigten 7 neurologische und/oder okuldre
Symptome. Eine FIP ohne ZNS-Manifestation wiesen 12 von 19 Katzen auf.
Mittels RT-PCR von Liquorproben konnte bel 8 Katzen mit einer ZNS-
Manifestation der FIP, aber auch bei 2 Katzen mit FIP ohne ZNS-Manifestation die
Erkrankung FIP bestédtigt werden. Nur bel einer dieser 2 Katzen wurde bel der
mikroskopischen post-mortem-Untersuchung eine histologische Veranderung im
ZNS im Sinne einer FIP festgestellt (DOENGES et al., 2016). Aufgrund der
niedrigen Sensitivitét der RT-PCR von 42 % ist anzunehmen, dass diese Methode
das FCoV nicht bel allen Patienten mit ZNS-Manifestation der FIP detektierte. Um
dieses Phanomen, dass in der vorliegenden Studie bei Katzen mit einer FIP ohne

ZNS-Manifestation haufiger FCoV im Liquor nachgewiesen werden konnten,
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obwohl im ZNS keine Lasionen zu sehen waren, als bei Katzen mit Lasionen im
ZNS, besser einschatzen zu kdnnen, sollte in zukinftigen Studien die 1ZC mit der
RT-PCR oder besser mit einer In-situ-Hybridisierung kombiniert und die

Ergebnisse verglichen werden.

Die Spezifitét von 83 % war in der vorliegenden Studie niedriger a's urspringlich
erwartet. Bei 3 Katzen, bel denen FIP immunhistochemisch nicht bestétigt werden
konnte, wurden im Liquor immunzytochemisch FCoV-Antigen-positive
Makrophagen nachgewiesen. Zwei der Katzen wiesen neurologische
Veranderungen in Abwesenheit von Entztindungen auf. In der Untersuchung von
HIRSCHBERGER und Mitarbeitern (1995) konnte mittels
Immunfluoreszenzverfahren bei 34 von 49 Katzen, bel denen FIP histopathol ogisch
bestétigt worden war, FCoV-Antigen in Makrophagen von K érperhdhlenerglissen
nachgewiesen werden. Die Sensitivitét dieser Methode betrug 84 %, die Spezifitat
100 % (HIRSCHBERGER et al., 1995). Positive Ergebnisse bestétigten somit eine
FIP-Erkrankung. Im Gegensatz dazu war in der Studie von FELTEN und
Mitarbeitern (2017) die Spezifitdt des immunzytochemischen Nachweises von
FCoV-Antigen in Erguss-Makrophagen mit 72 % niedriger (FELTEN et a.,
20174). In einer weiteren Studie wurden mit der Immunfluoreszenz ebenfallsfalsch
positive Resultate in 2 von 17 Fallen beschrieben (Spezifitat 71 %) (LITSTER et
a., 2013).

Warum diese als falsch positiv eingestuften Ergebnisse auftraten, ist derzeit noch
unbekannt. Eine Méglichkeit ist, dass diese Katzen zwar an einer bestimmten
Erkrankung litten und deswegen euthanasiert wurden, sie aber dennoch auch an FIP
erkrankt waren, die bisher aber ohne Organmanifestation einherging und daher
immunhistochemisch noch nicht nachgewiesen werden konnte. Die genaue
Inkubationszeit von FIP ist bisher unbekannt. Ebenso weil3 man nicht, ab welchem
Zeitpunkt Organlésionen zu sehen sind (LITSTER et a., 2013).

Histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen gelten als
Goldstandard zur post-mortem-Bestatigung der FIP durch Nachweis des FCoV-
Antigens in verandertem Gewebe (HARTMANN, 2005; ADDIE et al., 2009;
KIPAR & MELI, 2014). Positive Ergebnisse bestétigen eine FIP. Allerdings konnte
mittels IHC in der Studie von TAMMER und Mitarbeitern (1995) nur bel 97 % der
an FIP erkrankten Katzen das FCoV-Antigen in Gewebsmakrophagen dargestel It
werden (TAMMER et a., 1995). Daher konnten Organlasionen, die in der 1ZC
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positiv fir das FCoV-Antigen waren, mittels IHC verpasst worden sein, obwohl bei
allen vorhandenen Organen die IHC durchgefihrt wurde. Eine weitere Erklarung
ist, dass der Primérantikorper nicht zwischen dem mutierten FCoV und dem nicht
virulenten FCoV unterscheiden kann. Auch das FECV kann in Makrophagen
replizieren (POLAND et d., 1996; VENNEMA et al., 1998; FELTEN et al., 20173).
Daher kann die positive Farbreaktion durch das harmlose FECV verursacht worden
sein. Allerdings tritt eine massive und bestandige Replikation in Makrophagen, die
immunzytochemisch detektiert werden kann, nur bei FIP auf (HARTMANN, 2005;
KIPAR & MELI, 2014). Dies lasst die Mdaglichkeit einer positiven
immunzytochemischen Farbreaktion durch FECV unwahrscheinlich erscheinen.
Eine Kombination der 1ZC mit einer RT-PCR oder In-situ-Hybridisierung wére
geeignet, dieses Phanomen genauer zu untersuchen. Welterhin muss bedacht
werden, dass der monoklonale Antikorper FIPV3-70 mit anderen bisher
unbekannten Antigenen zu Kreuzreaktionen geftihrt und somit falsch positive
Ergebnisse geliefert haben konnte (LITSTER et a., 2013). Esist bekannt, dass das
FIPV3-70 auch mit dem FCoV-Typ-l und -Typ-1l, dem FrCoV und auch dem
CCoV und dem TGEV des Schweines reagiert (LINARIS, 2015). Es gibt jedoch
keine Hinweise, dass dieser Antikorper an endogene Epitope oder Strukturen
bindet. Dies macht die Mdglichkeit der unspezifischen Farbreaktion
unwahrscheinlich.

Eine Limitation der Studie ist darin zu sehen, dass die Katzen der
Vergleichsgruppen ohne nachgewiesene FIP zwar aufgrund einer bestimmten
anderen Grunderkrankung euthanasiert wurden, dennoch aber zusétzlich an FIP
erkrankt gewesen sein konnten. Bisher gibt es keine Methode, FIP grundsétzlich
auszuschlief3en.

Eine weitere Limitation stellte die geringe Menge an verfligbarem Liquor dar. ES
sollte nicht mehr Liquor as 1 ml/5 kg Korpergewicht entnommen werden, um bei
dem Patienten keine Nebenwirkungen hervorzurufen (DEWEY & DUCOTE,
2008). FIP tritt in der Regel bei sehr jungen Katzen mit einem Korpergewicht von
weniger as 2 kg auf. Daher lag die Menge an Liquor, die bei diesen Patienten
entnommen werden konnte, im Bereich von weniger als 0,5 ml. Aul3erdem besitzt
der eiweil¥eiche Liquor aufgrund seiner hohen Viskositét eine nur geringe
Flief3ggeschwindigkeit durch die Liquorpunktionskanule. Dementsprechend stehen
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oft nur wenige Zellen fur die 1ZC zur Verfigung. Zudem ist die 1ZC ein Verfahren,
das leicht zu Zelverlusten fihrt. Haufiges Waschen und die Behandlung mit
Wasserstoffperoxid kann zur zusétzlichen Verringerung der Zellzahl auf den
Objekttragern fuhren. Das Baden der Liquorproben in Wasserstoffperoxid blockt
die endogene Peroxidase der Zellen und verringert somit die unspezifische
Hintergrundférbung. Makroskopisch sient man dabei die Entstehung von
Luftblasen, die zur Oberflache aufsteigen. Dabei konnen Zellen vom Objekttrager
abgel 6st werden. In der vorliegenden Studie waren bel 3 Proben keine Zellen mehr

sichtbar.

Zusammenfassend sprechen die ausgewerteten Daten dafir, dass die
immunzytochemische Untersuchung des Liquors auf FCoV-Antigen-positive
Makrophagen einen sensitiven Test zur Diagnose einer FIP bei vorhandener und
fehlender ZNS-Manifestation darstellt. Die Spezifitét dieses Testsist jedoch nicht
ausreichend gut. Positive Befunde sollten nur in Kombination mit Signalement,
klinischer Untersuchung und Laborbefunden interpretiert werden. Da bei Katzen
mit FIP ohne ZNS-Manifestation sowohl in der RT-PCR as auch in der 1ZC von
Liguorproben positive Ergebnisse zu sehen waren, sollten in weiteren Studien beide
Methoden in Kombination evaluiert und die Ergebnisse verglichen werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

In der Studie | wurde das Verfahren der Immunzytochemie (1ZC) an Zellproben,
die zuvor einer konventionellen Farbung unterzogen worden waren, untersucht. In
derselben Versuchsdurchfihrung wurde evaluiert, durch welche Vorbehandlung
die Immunreaktivitdt der Zellen fur die 1ZC am besten erhalten bleibt. Hierfir
wurden 186 L ymphknotenfeinnadel aspirations- und Gehirnabkl atschzel | proben mit
zelluldrem Antigen und 22 Ergussproben mit FCoV-Antigen verwendet.
Verschiedene Vorbehandlungsverfahren beinhateten die konventionelle Farbung
mit und ohne Eindeckeln der Zellproben, das Eindeckeln an sich ohne vorheriger
Farbung und die Mikrowellenbehandlung. Nur durch das Eindeckeln konnte die
Immunreaktivitét von zelluldren Antigenen nach konventioneller Farbung fur die
IZC erhaten werden. Eine Mikrowellenbehandlung zur Antigendemaskierung vor
dem immunzytochemischen Verfahren optimierte die Resultate. Ist allerdings nicht
eindeutig sicher, ob eine Viruserkrankung vorliegt, sollten die Proben ungeféarbt
bleiben, da nachgewiesen werden konnte, dass jegliche Vorbehandlung die

Immunreaktivité des FCoV-Antigens zerstorte.

In der Studiell wurde die 1ZC zum Nachweis des Antigens des felinen Coronavirus
(FCoV) in Makrophagen aus Liquorproben eingesetzt. Dazu wurde der Liquor von
41 Katzen immunzytochemisch auf das Antigen des FCoV untersucht. Bei 21 von
41 Katzen wurde FIP immunhistochemisch in verdnderten Organproben
nachgewiesen. Bel 10 von 21 Katzen mit neurologischen Symptomen konnte post
mortem eine ZNS-Manifestation der FIP mit pyogranulomattsen Lasionen
dargestellt werden. Bae 20 von 41 Katzen wurde FIP durch Sektion und
immunhistochemische Férbung aler Organe nicht nachgewiesen oder wurde
aufgrund einer Uberlebenszeit der Katzen von mehr als 1,5 Jahren ausgeschl ossen.
Von diesen 20 Kontrollkatzen wiesen 17 Katzen neurol ogische Symptome auf. Die
Liquorproben wurden auf Art der Pleozytose und das Vorhandensein einer FIP-
typischen Zellpopulation, Fibringehalt, Blutkontamination und
immunzytochemisch positive Makrophagen hin untersucht. Mit der 1ZC von
Liguormakrophagen konnte FIP bel 81,0% der Katzen korrekt nachgewiesen
werden. Die Sensitivitét der 1ZC aus Liquor betrug insgesamt 85,0 % und war bel
Katzen mit FIP ohne ZNS-Beteiligung mit 90,1 % hoher als bel Katzen, bei denen
sich FIP innerhalb des ZNS manifestierte (77,8 %). Die Spezifitat war mit 83,3 %
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niedriger as aufgrund vorliegender Studien zu erwarten gewesen wére. Negative
Ergebnisse in der 1ZC von Liquorproben schlief3en FIP nicht aus. Positive Befunde
durfen nur mit Vorsicht und in Kombination mit Signalement, klinischen
Symptomen und Laborveranderungen beurteilt werden, da falsch positive

Ergebnisse auftreten konnen.
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VIII. SUMMARY

Implementation of theimmunocytochemistry (ICC) of panoptically stained samples
was evaluated in study I. In order to analyze which pretreatment preserves the
immunoreactivity of the cells best, panoptic staining with and without
coverslipping, coverdlipping without staining, and microwave treatment were
tested. In this study, 186 lymph node fine-needle-aspiration and brain smear
samples containing cellular antigens and 22 effusion samples containing feline
coronavirus (FCoV) antigen were used. Immunoreactivity of the samples
containing cellular antigens for ICC staining was preserved best by covering the
panoptically stained cytologies in a mounting medium. An additional microwave
treatment for antigen retrieval before ICC improved the ICC staining results
comparable to the optimal results of unstained, frozen dides. Each pretreatment
abolished the immunoreactivity of FCoV antigen and gave negative ICC results.
Therefore, samples should be left unstained and stored frozen if a vira disease is

possible.

Study 1l investigated the ICC for detection of the FCoV antigen in macrophages of
the cerebrospinal fluid (CSF). CSF samples of 41 cats were evaluated for FCoV
antigen-postive macrophages via ICC. In 21/41 cats, feline infectious peritonitis
(FIP) was confirmed via positive immunohistochemical staining of altered organs.
In 10/21 cats with neurological signs, post mortem investigation showed a central
nervous system (CNS) manifestation of FIP with pyogranulomatous lesions within
the CNS. In 20/41 cats, FIP was either excluded post mortem via
immunohistochemical staining of all altered organs or FIP was excluded due to a
survival time of the cats longer than 1.5 years. Seventeen of the 20 cats showed
neurological signs. CSF samples were aso evaluated regarding type of pleocytosis
and whether aFIP-typical cell population was present. Further, fibrin content, blood
contamination and number of macrophages positive for FCoV antigen in the ICC
were analysed. FIP was correctly diagnosed via ICC staining of CSF in 81.0 % of
the cats with immunohistochemically confirmed FIP. The ICC of the CSF thus, had
a sensitivity of 85.0 % and was higher in cats with FIP without CNS involvement
(90.1 %) than in cats with a CNS manifestation of FIP (77.8 %). The specificity of
the ICC (83.3 %) was not as high as in other studies. Consequently, negative ICC

results do not exclude FIP. As false-positive results can occur, positive ICC
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stainings should be interpreted with caution and only in combination with

signalement, clinical signs and laboratory changes.
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