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l. EINLEITUNG

Feline Coronaviren (FCoV) existieren als zwei verschiedene Pathotypen. Man
unterscheidet das feline enterale Coronavirus (FECV) und das die feline infektiose
Peritonitis (FIP) verursachende Virus (FIPV) (PEDERSEN et al., 1981a;
PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN et al., 1984a; PEDERSEN et al., 1984b;
PEDERSEN, 1987a; HERREWEGH et al., 1995b). Nach oraler Aufnahme und
Vermehrung des FECV im Darmepithel kann es zur Mutation und dadurch zur
Entstehung des FIPV kommen (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998).
Noch ist unklar, welche Gene die zu FIP fiihrende(n) Mutation(en) beherbergen.
Vielversprechende Studienergebnisse beschreiben Mutationen im Spike (S)-Gen,
die bei >95% der untersuchten Viren mit dem FIP-Phanotyp korrelierten
(CHANG et al., 2012). FIP ist eine todlich verlaufende Erkrankung; eine kausal
wirksame Therapie ist nicht verfligbar (HARTMANN & RITZ, 2008; FISCHER
et al., 2011). Die definitive Diagnosestellung ist daher von entscheidender
Bedeutung, um Fehldiagnosen und die Euthanasie von nicht an FIP erkrankten
Katzen zu verhindern. Existierende diagnostische Tests kdnnen bislang jedoch
nicht zwischen FECV und FIPV unterscheiden und erreichen meist unzureichende
Sensitivitat und Spezifitat, insbesondere bei der Untersuchung von Blut. Als
Goldstandard gilt der immunhistochemische Nachweis von FCoV-Antigen in
Makrophagen in FIP-typischen Gewebeldsionen (ADDIE et al.,, 2004b;
PEDERSEN, 2009; GIORI et al., 2011; KIPAR & MELI, 2014). Die Entnahme
von Gewebeproben in einer Laparotomie oder Laparoskopie ist jedoch sehr
invasiv. Ware es aber mdglich, das mutierte Virus nachzuweisen, kénnte dies

potenziell eine sichere Diagnose ante mortem ermdglichen.

Das erste Ziel dieser Arbeit (Studie 1) war daher die Evaluation einer neuen
reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), welche Viren mit
zwei Mutationen im S-Gen vom Wildtyp unterscheidet und damit eine
Differenzierung zwischen FECV und FIPV ermdglichen soll. Weiteres Ziel der
Arbeit (Studie 2) war die Etablierung und Evaluation einer immunzytochemischen
Nachweismethode fur FCoV in Makrophagen in Erguss. In einer dritten Studie
sollte diese neue Methode in Augenkammerwasserproben bewertet werden, einem
bislang nicht oder kaum verwendeten Probenmaterial, das auch bei Katzen ohne

Korperhohlenerguss verfligbar ist.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Hypothesen zur Pathogenese der felinen infektidsen
Peritonitis

FECV und FIPV sind zwei verschiedene Pathotypen des FCoV mit
unterschiedlichem biologischen Verhalten (PEDERSEN et al., 1981a;
PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN et al., 1984a; PEDERSEN et al., 1984b;
PEDERSEN, 1987a; HERREWEGH et al., 1995b). FECV kommt innerhalb der
Katzenpopulation, insbesondere in Mehrkatzenhaushalten, sehr haufig vor. Eine
Infektion verlduft zumeist asymptomatisch oder verursacht eine in der Regel
(i. d. R.) milde und transiente Enteritis, die nur in Ausnahmeféllen bei jungen
Katzen auch einen schwereren Verlauf nehmen kann (PEDERSEN et al., 1981b;
PEDERSEN et al., 1984a; PEDERSEN et al., 1984bh; HOSKINS, 1993; VOGEL
et al., 2010). Sehr selten kann es zu Durchfall mit tédlichem Verlauf kommen
(KIPAR et al., 1998b). Die Krankheit FIP, die durch FIPV ausgeldst wird, tritt
hingegen nur sporadisch auf (PEDERSEN, 1976a; ADDIE et al., 1995).

Folgende Definition soll die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nomenklatur
erlautern: es wird immer dann von FECV oder FIPV gesprochen, wenn eindeutig
ist, dass es sich um den jeweiligen Pathotyp mit dem entsprechenden, zuvor
beschriebenen biologischen Verhalten handelt. Weiterhin wird der Begriff FECV
fir den FCoV-Genotyp verwendet, wenn das virale Genom die mit FIP in
Verbindung gebrachte S-Gen-Mutationen (CHANG et al., 2012) nicht enthélt. Der
Begriff FIPV hingegen bezeichnet in der vorliegenden Arbeit FCoV, welche die
mit FIP assoziierten S-Gen-Mutationen (CHANG et al., 2012) beinhalten. Die
Bezeichnung FCoV schliellich wird dann verwendet, wenn unklar ist, welcher
Pathotyp oder Genotyp vorliegt oder wenn allgemein glltige Aussagen tber feline

Coronaviren getroffen werden.

Die Pathogenese der FIP, die Bedeutung der beiden Virusvarianten und ihre
Beziehung zueinander werden noch immer sehr kontrovers diskutiert. Im
Folgenden werden die zwei hdufigsten Hypothesen zur Entstehung der FIP, die
Hypothese der Ubertragung von virulenten Viren und die in-vivo-

Mutationshypothese, erldutert.
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1.1. Ubertragung von virulenten felinen Coronaviren

Eine Hypothese legt der Pathogenese der FIP das gleichzeitige Zirkulieren
genetisch unterschiedlicher virulenter (FIPV) und avirulenter (FECV)
Virusstamme innerhalb der Katzenpopulation zugrunde (DYE & SIDDELL,
2007; BROWN et al., 2009). Nur diejenigen empfanglichen Katzen, die sich mit
dem krankheitsverursachenden FIPV infizieren, erkranken, wéhrend eine
Infektion mit dem avirulenten FECV asymptomatisch verlauft (BROWN et al.,
2009). Die Untersuchung eines FIPV/FECV-Paares und der Nachweis von
Deletionen im Genom des FECV fiihrten im Rahmen dieser Hypothese zu der
Annahme, dass FIPV sich nicht aus FECV entwickelt, sondern dass beide Viren
gleichzeitig existieren. Rekombinationen von zwei avirulenten FECV-Varianten
fuhren moglicherweise zur Entstehung des virulenten FIPV (VENNEMA et al.,
1992). Gestitzt wurde die Hypothese durch die Sequenzierung von FCoV, die von
Katzen mit FIP und von FCoV-infizierten, asymptomatischen Katzen isoliert
wurden. Mit dem FIP-Ph&notyp assoziierte Virusstamme konnten im Hinblick auf
Gensequenzen der Membran (M)- und 7b-Gene einem monophyletischen Muster
zugeordnet werden, das sich in mehreren Gensegmenten von dem Muster der
FECV von asymptomatischen Katzen unterschied (BROWN et al.,, 2009).
Desweiteren findet die Hypothese Zuspruch durch eine Studie, in der die
Ribonukleinsdure (RNA) von FCoV aus dem Jejunum und der Leber einer Katze
mit histopathologisch bestatigter FIP untersucht wurde. Die analysierten
Gensequenzen der FCoV aus Jejunum und Leber erwiesen sich als identisch; die
Autoren sahen darin eine Widerlegung der in-vivo-Mutationshypothese (DYE &
SIDDELL, 2007). Bestatigend fir die Hypothese des Vorkommens virulenter und
avirulenter Stamme innerhalb der Population ist aus Sicht weiterer Autoren auch
der Nachweis eines identischen FCoV sowohl im Kot als auch systemisch
innerhalb derselben Katze (HORA et al., 2013). Hdmorrhagisches Dengue-Fieber
oder die Venezuelanische Pferdeenzephalitis sind weitere Beispiele fur
Erkrankungen, die nur durch bestimmte virulente Virusstimme hervorgerufen
werden, die neben avirulenten in der Population existieren (MONGKOLSAPAYA
et al., 2003; ANISHCHENKO et al., 2006).

Das sporadische Auftreten der FIP und die Seltenheit von Krankheitsausbriichen
innerhalb von Katzenpopulationen sprechen allerdings aus epidemiologischer
Sicht gegen diese Hypothese zur Pathogenese der FIP (POLAND et al., 1996).
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Zudem wurde die Richtigkeit von Aussagen der Verfechter der Hypothese der
Ubertragung virulenter Viren durch Ergebnisse nachfolgend beschriebener
Studien erheblich infrage gestellt (CHANG et al., 2010; CHANG et al., 2011).
Fur die in-vivo-Mutationshypothese spricht, dass die von CHANG und
Mitarbeitern (2010; 2011) analysierten 3c- und M-Gen-Sequenzen, im Gegensatz
zu fraheren Berichten (BROWN et al., 2009), ein paraphyletisches
Verteilungsmuster aufwiesen, also eine starke genetische Ubereinstimmung
entsprechend ihrer Herkunft zeigten, unabh&ngig vom jeweiligen Pathotyp. Eine
spatere Studie, die die M-Gen-Region auf Unterschiede zwischen FECV und
FIPV hin untersuchte, befand aufgrund ihrer Ergebnisse sowohl die in-vivo-
Mutationshypothese als auch die Hypothese des Vorkommens virulenter und
avirulenter Stdmme innerhalb der Population fur plausibel. Diese Autoren
postulieren also, dass beides moglich ist — die Ubertragung eines virulenten FIPV
von Katze zu Katze, aber auch die de-novo-Entstehung eines virulenten FIPV aus
einem avirulenten FECV in einer infizierten Katze (HORA et al., 2013).

1.2. In-vivo-Mutationshypothese

Die zweite wichtige Hypothese zur Pathogenese der FIP, die in-vivo-
Mutationshypothese, vermutet die Entstehung des FIPV durch spontane
Mutation(en) aus FECV in einer infizierten Katze (POLAND et al., 1996;
VENNEMA et al., 1998). Aufgrund der engen genetischen Verwandtschaft der
beiden Virusvarianten ergab sich schon frihzeitig der Verdacht, dass eine der
beiden Varianten eine Mutation der anderen darstellt (PEDERSEN et al., 1981b;
PEDERSEN et al., 1984b). Zudem konnte gezeigt werden, dass einige FECV
groBere genetische Ubereinstimmung mit virulenten FIPV aufweisen als mit
anderen FECV, wodurch die Theorie gestitzt wurde, dass FECV und FIPV nicht
verschiedene Spezies, sondern vielmehr Varianten desselben Virus seien
(HERREWEGH et al., 1995b). Die beiden FCoV-Varianten unterscheiden sich
aber deutlich in ihrer Virulenz: FECV st oral (bertragen hochkontagios,
verursacht jedoch meist keine Klinischen Symptome. FIPV hingegen ist auf
oralem Wege nicht infektids, fuhrt aber zur tddlich verlaufenden Erkrankung FIP
(PEDERSEN et al., 1981a; PEDERSEN et al., 1981b).

Folgende Studie unterstreicht die in-vivo-Mutationshypothese. Zwei Gruppen von
Katzen wurden oral mit einem FECV-Isolat infiziert. Die erste Gruppe bestand

aus chronisch mit dem felinen Immunschwachevirus (FIV) infizierten Katzen, die
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zweite Gruppe beinhaltete FIV-negative Wurfgeschwister (POLAND et al.,
1996). Katzen beider Gruppen zeigten wéhrend der ersten zwei Monate post
infectionem (p.1.) keine Symptome. Acht bis zehn Wochen p. i. entwickelten
jedoch zwei der FIV-positiven Katzen FIP. Im Folgenden wurden gesunde
spezifisch Pathogen-freie Katzen intraperitoneal mit den von den beiden
erkrankten Katzen isolierten FCoV inokuliert. Ein Teil der Katzen entwickelte
darauthin FIP. Anhand dieses biologischen Verhaltens der FCoV konnte gezeigt
werden, dass es sich bei diesem Virus um ein FIP-auslosendes FIPV handelte. Die
beiden FIPV-Varianten und das urspriungliche FECV-Isolat zeigten nur sehr
geringe genetische Unterschiede. Der zeitliche Zusammenhang zwischen FECV-
Infektion und Auftreten der beiden FIPV-Varianten und die enge genetische
Verwandtschaft der drei Viren sind deutliche Hinweise darauf, dass FIPV durch
Mutation(en) aus FECV entsteht (POLAND et al., 1996).

Der Vergleich von FECV/FIPV-Paaren, die aus Kot und Gewebe gesunder und an
FIP erkrankter Katzen aus derselben Zucht oder demselben Tierheim isoliert
wurden, lieferte neue Befunde, die fur die Richtigkeit der in-vivo-
Mutationshypothese sprechen (VENNEMA et al., 1998). Im Genom der FIPV
wurden Deletionen oder Nonsens-Mutationen im open reading frame (ORF) 3c
und, weniger hdufig, Punktmutationen im ORF 7b nachgewiesen, die im
jeweiligen FECV-Partner nicht vorhanden waren (VENNEMA et al., 1998). Die
groBe genetische Ahnlichkeit der jeweiligen FIPV/FECV-Paare aus gleichen
geografischen Regionen oder Zuchten lieferte Hinweise auf eine gemeinsame
Abstammung von einem FCoV und sprach gegen das VVorkommen verschiedener
zirkulierender Stamme mit unabhéngiger Abstammung (VENNEMA et al., 1995;
VENNEMA et al., 1998; CHANG et al., 2010; CHANG et al., 2011; BARKER et
al., 2013).

Die in-vivo-Mutationshypothese wurde inzwischen durch die Ergebnisse
zahlreicher weiterer Studien gestutzt. So wurden Mutationen in mehreren
Struktur- oder Nichtstrukturproteingenen des FIPV nachgewiesen, und es konnte
gezeigt werden, dass diese Mutationen in jeder Katze einzigartig waren und damit
unabhangig durch Mutation aus dem jeweiligen FECV entstanden sind und nicht
horizontal Ubertragen wurden (PEDERSEN et al.,, 2009). Der Nachweis
funktioneller Mutationen im S-Gen eines FIPV, welche ebenfalls fur jede Katze
einzigartig waren, bestatigte die Hypothese weiterhin (LICITRA et al., 2013).
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Auch die Ergebnisse der bereits erwéhnten Studie, die beide Hypothesen zur
Pathogenese der FIP als plausibel erachtete, sprechen zum Teil fur die in-vivo-
Mutationshypothese (HORA et al., 2013). Mittels phylogenetischer Analyse
zeigten die Autoren, dass die Nukleotidsequenzen des M-Gens von FECV und
FIPV sich nicht in einer Weise aufspalteten, die flr die Existenz verschiedener
virulenter Stdmme sprach (HORA et al., 2013).

1.2.1.  Ausscheidung und Ubertragung der felinen Coronaviren

FECV kann in verschiedenen Darmabschnitten (Duodenum, Jejunum, Illeum,
Kolon und Rektum) infizierter Katzen nachgewiesen werden (PEDERSEN et al.,
1981b; HERREWEGH et al., 1997; MELI et al., 2004; KIPAR et al., 2010;
VOGEL et al., 2010). Die Ubertragung von Katze zu Katze erfolgt hauptsachlich
auf fakal-oralem Weg (PEDERSEN et al., 1981b; FOLEY et al., 1997b;
PEDERSEN et al., 2008). FECV ist hochinfektios (VOGEL et al., 2010); fast
100 % der Katzen mit Kontakt zu FECV infizieren sich (ADDIE & JARRETT,
1995; ADDIE et al., 2000). In Katzengruppen, in denen FECV endemisch ist,
werden die Welpen meist ab der vierten bis sechsten Lebenswoche direkt durch
ihre Mutter oder andere Katzen im Haushalt, die FECV mit dem Kot ausscheiden,
infiziert (PEDERSEN et al., 1981b; ADDIE & JARRETT, 1990, 19923;
PEDERSEN et al., 2008). Sowohl infizierte klinisch gesunde als auch an FIP
erkrankte Katzen kénnen FECV ausscheiden und auf andere Katzen (bertragen
(ADDIE & JARRETT, 1992a; ADDIE et al., 1996; MELI et al., 2004). Vor allem
gesunde chronisch infizierte Ausscheider spielen in der Epidemiologie eine
zentrale Rolle und halten die Infektion innerhalb einer Katzenpopulation aufrecht
(FOLEY et al., 1997a; HERREWEGH et al., 1997; MELI et al., 2004). Die
Pravalenz ist besonders dann hoch, wenn viele Katzen auf engem Raum
zusammen gehalten werden, zum Beispiel (z. B.) in Mehrkatzenhaushalten,
Katzenzuchten und Tierheimen (FOLEY et al., 1997b; ADDIE, 2000; CAVE et
al., 2004; PEDERSEN et al., 2004).

Die Virusausscheidung mit dem Kot beginnt innerhalb der ersten Woche p. i. (bei
experimentell mit FECV infizierten Katzen zum Teil (z. T.) bereits ab dem 1. Tag
p.i.) (POLAND etal., 1996; MELI et al., 2004; PEDERSEN et al., 2008; VOGEL
et al.,, 2010; DESMARETS et al., 2016) und erfolgt nach einem von drei
unterschiedlichen Mustern: ein Teil der Katzen scheidet FECV dauerhaft und z. T.

lebenslang aus; einige Katzen eliminieren die Infektion und scheiden kein FECV
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mehr aus (kénnen allerdings neu infiziert werden) und ein Teil der Katzen
scheidet FECV intermittierend aus oder wird kontinuierlich reinfiziert (FOLEY et
al., 1997a; ADDIE & JARRETT, 2001; ADDIE et al., 2003; PEDERSEN et al.,
2008). Bei Welpen, welche sich auf natiirlichem Wege durch ihre Mitter mit
FECV infizieren, beginnt eine massive Virusausscheidung mit dem Kot ab etwa
der 9. Lebenswoche (PEDERSEN et al., 2008). Junge Katzen scheiden generell
eine grolere Viruskonzentration aus als altere Katzen (PEDERSEN et al., 2008).
Immunsuppression, beispielsweise verursacht durch eine FIV-Infektion oder
Infektion mit dem felinen Leuk&mievirus (FeLV), kann zum Einen zur
Ausscheidung von signifikant gréReren Mengen an FECV (10 — 100-fach héhere
Konzentration als bei nicht-immunsupprimierten Katzen) (POLAND et al., 1996;
PEDERSEN et al., 2008), zum Anderen zu einer langeren Dauer der
Virusausscheidung fiihren (POLAND et al., 1996). Die Hohe des Antikorper-
Titers einer infizierten Katze korreliert i.d. R. mit der Konzentration des
ausgeschiedenen FECV (ADDIE & JARRETT, 2001). Katzen, welche FECV mit
dem Kot ausscheiden, haben meist signifikant hohere Antikorper-Titer, wéhrend
Katzen mit niedrigen Antikorper-Titern héaufiger kein FECV ausscheiden
(PEDERSEN et al., 2008). Allerdings kann bei einigen Antikdrper-positiven
Katzen keine Virusausscheidung nachgewiesen werden (FOLEY et al., 1997a).
Diese Katzen haben vermutlich die Infektion eliminiert, die Antikorper bleiben
jedoch noch Uber langere Zeit bestehen. So scheidet nur etwa jede dritte
Antikdrper-positive Katze FECV mit dem Kot aus (ADDIE & JARRETT, 1992b).
Auf der anderen Seite scheiden Katzen ohne FCoV-Antikorper meist kein FECV
aus (ADDIE & JARRETT, 1992a). Dennoch ist Virusausscheidung mit dem Kot
auch bei Katzen ohne Antikdrper in seltenen Fallen mdglich, solange die
Virusreplikation auf den Darm der infizierten Katze beschrankt bleibt
(HARPOLD et al., 1999; MELI et al., 2004).

FCoV bleiben in eingetrockneter Form in der AuBenwelt bis zu sieben Wochen
infektios (SCOTT, 1988) und kénnen auch indirekt, z. B. von Pflegepersonen und
durch kontaminierte Katzenstreu, verbreitet werden und weitere Katzen infizieren
(PEDERSEN et al., 1981b; HOSKINS, 1993). Auch die Ausscheidung von FCoV
in Urin (HARDY & HURVITZ, 1971; PEDERSEN, 1987b; HORA et al., 2013)
oder Speichel (STODDART et al., 1988a; STODDART et al., 1988b; ADDIE &
JARRETT, 2001; DESMARETS et al., 2016) ist beschrieben. Die Ausscheidung
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und mogliche Ubertragung mit dem Speichel erfolgt vermutlich ausschlieRlich in
der Frihphase der FECV-Infektion und spielt eine untergeordnete Rolle (ADDIE
& JARRETT, 2001). Transplazentare Virusubertragung wurde in einem
Fallbericht beschrieben (PASTORET & HENROTEAUX, 1978), ist aber selten
(ADDIE & JARRETT, 1990; HOSKINS, 1993).

In der Regel scheiden FCoV-infizierte Katzen ab dem Zeitpunkt der Mutation und
der Entwicklung klinischer Symptome einer FIP kein FECV mehr mit dem Kot
aus (CHANG et al., 2010). Nach experimenteller oraler oder parenteraler
Inokulation mit bereits mutiertem FIPV wurde Virus (nicht bekannt ob FECV
oder FIPV) ab dem zweiten Tag p. i. in oropharyngealen Sekreten und im Kot
nachgewiesen, vom 11. — 15. Tag p. i. an erfolgte jedoch keine oropharyngeale
oder fakale Ausscheidung mehr (STODDART et al., 1988a; STODDART et al.,
1988b). Obwohl Katzen nach Mutation des FECV zum FIPV zundchst kein Virus
mit dem Kot ausscheiden, kann aufgrund der bei FIP bestehenden Dysfunktion
des Immunsystems eine Reinfektion der Katzen mit in der Umgebung
vorhandenem FECV stattfinden (CHANG et al., 2010), sodass verschiedene
FCoV, ob mit oder ohne Mutationen, innerhalb einer Katze nebeneinander
vorkommen koénnen (ADDIE et al., 2003; CHANG et al., 2010; LICITRA et al.,
2013; PORTER et al., 2014) und FCoV mit und ohne verschiedene Mutationen
auch im Kot an FIP erkrankter Katzen nachgewiesen wurden (ADDIE et al., 1996;
HSIEH et al., 2013; PORTER et al., 2014; HORA et al., 2016). Eine
Ausscheidung der mutierten FIPV mit dem Kot oder Urin ist allerdings extrem
unwahrscheinlich, auch wenn vermutet wurde, dass dies potenziell bei
Vorhandensein von Lasionen im Darm oder der Niere moglich ist (ADDIE et al.,
2004b). FCoV mit mutiertem Nichtstrukturproteingen 3c, dessen Beteiligung an
der Entstehung der FIP diskutiert wird, wurden im Kot oder Darm von an FIP
erkrankten Katzen nachgewiesen. Sollte es sich bei FCoV mit Mutationen im 3c-
Gen tatsachlich um FIPV handeln, so kann eine Ausscheidung von FIPV damit
nicht ausgeschlossen werden (BANK-WOLF et al., 2014; HORA et al., 2016).
Allerdings wird angenommen, dass ein intaktes 3c-Gen fur die intestinale
Replikation notwendig ist, und Virus-Stdmme mit mutiertem 3c-Gen daher nicht
infektios fur andere Katzen sind (CHANG et al., 2010; PEDERSEN et al., 2012),
wenngleich kirzlich ein sich replizierendes FCoV mit trunkiertem 3c-Gen im
Dickdarm einer Katze mit FIP nachgewiesen wurde (HORA et al., 2016). Weder
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mit dem Kot ausgeschiedene FCoV mit intaktem noch FCoV mit mutiertem 3c-
Gen fuhrten aber nach oraler oder intraperitonealer Inokulation zur Entstehung
einer FIP (PEDERSEN et al., 2012). Auch FIPV mit Mutationen im S-Gen, die im
Zusammenhang mit einer systemischen Verbreitung der FCoV und der
Entstehung von FIP diskutiert werden (CHANG et al., 2012; PORTER et al.,
2014), wurden im Kot an FIP erkrankter Katzen nachgewiesen, was erneut die
Frage nach einer horizontalen Ubertragung von FIPV aufwarf (PORTER et al.,
2014). Gleichwohl gibt es bislang keinen Nachweis, dass fékal ausgeschiedene
mutierte FCoV auch tatséchlich FIP bei anderen Katzen auslésen konnen
(PEDERSEN et al., 2012).

1.2.2. Mogliche Mutationen

FCoV sind RNA-Viren mit insgesamt elf ORF (Abbildung 1). Am 5°-Ende des
Genoms befinden sich ORF 1a und 1b, welche fiir zwei Polypeptide codieren, die
in die virale RNA-Synthese involviert sind (virale Replikase). Vier ORF codieren
flr die Strukturproteine des FCoV: Spike (S), Nukleokapsid (N), Membran (M)
und Hille (envelope, E). ORF 3abc und ORF 7ab codieren fir die akzessorischen
Proteine 3a, 3b, 3c, 7aund 7b (DYE & SIDDELL, 2007; KIPAR & MELI, 2014).
FCoV existieren als zwei verschiedene Serotypen, die sich anhand ihrer S-
Proteine unterscheiden (PEDERSEN et al., 1984a; MOTOKAWA et al., 1996;
SHIBA et al., 2007). FCoV vom Serotyp Il sind aus einer Rekombination
zwischen FCoV vom Serotyp | und caninem Coronavirus (CCV) entstanden
(PEDERSEN et al., 1984a; HERREWEGH et al., 1998; SHIBA et al., 2007).
FCoV vom Serotyp I, egal ob FECV oder FIPV, dominieren mit bis zu 98 %
weltweit im Feld (PEDERSEN et al., 1984a; HOHDATSU et al., 1992; ADDIE et
al., 2003; BENETKA et al., 2004; KUMMROW et al., 2005; SHIBA et al., 2007;
LIN et al., 2009b). Sowohl Serotyp-I-FCoV als auch Serotyp-II1-FCoV kénnen
mutieren und FIP auslosen (HOHDATSU et al., 1992; BENETKA et al., 2004;
KUMMROW et al., 2005; SHIBA et al., 2007; LIN et al., 2009b). In einer Studie
waren Serotyp-1-FCoV jedoch haufiger mit FIP assoziiert als Serotyp-11-FCoV
(KUMMROW et al., 2005).

Die Replikation aller Coronaviren ist, wie die aller RNA-Viren, sehr fehleranféllig
(DENISON et al., 2011). Wéhrend jedes Replikationszyklus von FCoV entstehen
zahlreiche individuelle Mutationen (KISS et al., 2000; PEDERSEN, 2009;
DESMARETS et al., 2016; HORA et al., 2016). Spezifische Mutationen des
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FECV-Genoms in einer infizierten Katze fiihren zur Entwicklung des virulenten
FIPV-Pathotyps (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998) und zur
Verénderung des viralen Zelltropismus (ROTTIER et al., 2005).

E N
ORF la S ]
5¢ ORF 1b H_‘
ORF M ORF
3abc Tab

Abbildung 1: Genomische Organisation der felinen Coronaviren (ORF: open
reading frame (offener Leserahmen), S: Spike, E: envelope (Hdlle), M: Membran,
N: Nukleokapsid)

Das Auftreten von Mutationen wird umso wahrscheinlicher, je hoher die
Virusreplikationsrate ist (POLAND et al., 1996). Ist das Immunsystem bei jungen
Katzen noch nicht voll entwickelt oder durch verschiedene Faktoren, wie
Infektionen mit FIV oder FeLV, supprimiert (PEDERSEN, 1987a; POLAND et
al., 1996), so kommt es zur Steigerung der FECV-Vermehrung im Darmepithel,
und die Wahrscheinlichkeit einer Mutation wird gréRer (POLAND et al., 1996).

Die Suche nach der oder den zu FIP fuhrenden Mutation(en) ist daher eine
Herausforderung und Gegenstand zahlreicher aktueller Studien. Erste Vergleiche
zwischen  FECV ~ und  FIPV  entdeckten  Deletionen in  den
Nichtstrukturproteingenen 3c und 7a und im S-Gen der FIPV im Vergleich zu
FECV (VENNEMA et al., 1998; KENNEDY et al., 2001). Auf der anderen Seite
wurde jedoch gezeigt, dass Deletionen in den ORF 3abc und/oder ORF 7ab mit
einem Verlust der Virulenz einhergehen (HERREWEGH et al., 1995b; HAIJEMA
etal., 2004).

1.2.2.1. Spike-Gen

Das S-Protein der FCoV ist verantwortlich fur die Aufnahme des Virus in die
Wirtszellen. So beinhaltet es zum Einen eine Region zur Bindung an den Rezeptor
(S1-Region), zum Anderen eine Untereinheit zur Vermittlung der Membranfusion
(S2-Region) (BOSCH et al., 2003; HEALD-SARGENT & GALLAGHER, 2012).
Aufgrund dieser Eigenschaften kénnten Mutationen im S-Gen die Anderung des
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Zell-Tropismus der FCoV erklaren (ROTTIER et al., 2005; CHANG et al., 2012;
LICITRA et al.,, 2013). ROTTIER und Mitarbeiter (2005) gelangten zu der
Annahme, dass ausschlieBlich die S2-Region fur den Tropismus der FIPV fir
Monozyten/Makrophagen verantwortlich ist. Wurden bei rekombinanten FIPV
entweder ORF 1lab, die ORF 3a bis N oder ORF 7b durch das jeweilige
Gegenstiick eines FECV ersetzt, so infizierten diese Makrophagen so effizient wie
das Ursprungs-FIPV. Nur ein Austausch der S2-Region des FIPV durch die S2-
Region eines FECV flhrte zu erheblicher Reduktion der Replikation in
Makrophagen. Die Nichtstrukturproteine und die S1-Region spielen daher keine
Rolle bei der Replikation in Monozyten/Makrophagen (ROTTIER et al., 2005).

In einer Sequenzanalyse von elf FECV und elf FIPV wurden zwar Mutationen
verteilt Uber das gesamte Genom festgestellt, eine besondere Haufung an
Mutationen wurde jedoch im S-Gen beobachtet (CHANG et al., 2012). In einer
folgenden genaueren Analyse der S-Gen-Region von 183 FECV und 118 FIPV
wurden Punktmutationen an zwei eng benachbarten Nukleotidpositionen (23531
und 23537) bei FIPV nachgewiesen, die bei keinem der sequenzierten FECV zu
finden waren. Der Nachweis einer Mutation an einer der beiden
Nukleotidpositionen erlaubte die Unterscheidung von FIPV und FECV in > 95 %
der untersuchten Viren. Bei ausnahmslos allen sequenzierten FECV befand sich
an Position 23531 Adenin, bei 92 % der FIPV wurde Thymin oder Cytosin
nachgewiesen. Beide Mutationen fiihrten zu einer Aminosaure-Substitution an der
Position 1058 des S-Proteins (Leucin statt Methionin; M1058L). An Position
23537 befand sich bei allen FECV Thymin, 4 % der FIPV wiesen Guanin auf.
Diese Punktmutation fiihrte zu einer Sequenz-Anderung an Position 1060 des S-
Proteins (Alanin statt Serin; S1060A) (CHANG et al., 2012). Wahrend in dieser
Studie Mutationen tatsachlich nur bei Katzen mit FIP nachgewiesen wurden
(CHANG et al., 2012), konnte die Substitution M1058L in einer anderen Studie
allerdings auch im Gewebe von Katzen mit anderen Erkrankungen als FIP
nachgewiesen werden. Die Mutation war nach den Ergebnissen dieser Studie also
nicht spezifisch fur den FIP-Phanotyp (PORTER et al.,, 2014). Sowohl die
Mehrzahl der Gewebeproben von Katzen mit FIP (39/43; 91 %) als auch die
Mehrzahl der Gewebeproben der Kontroll-Katzen (8/9; 89 %) enthielt Leucin an
Position 1058, die Mehrzahl der Kotproben von Katzen mit (10/13; 77 %) und
ohne FIP (6/6; 100 %) enthielt jedoch keine Mutationen. Zudem konnte auch bei
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einem Anteil der Gewebeproben von Katzen mit FIP (4/43; 9 %) Methionin an
Position 1058 gefunden werden. Die Autoren schlussfolgerten daher, dass die
Substitution M1058L nicht ein Marker fir FIP, sondern eher fir die systemische
Verbreitung der FCoV sei (PORTER et al., 2014). Bei einer von funf
Gewebeproben von Katzen mit FIP, die die Substitution M1058L nicht enthielten,
kam stattdessen die zweite von CHANG und Mitarbeitern (2012) beschriebene
Substitution S1060A vor (PORTER et al., 2014). BANK-WOLF und Mitarbeiter
(2014) untersuchten ebenfalls die S2-Region der Genome von FECV und FIPV
und entdeckten die Substitution M1058L in funf von sechs FIPV aus dem Aszites
von an FIP erkrankten Katzen. Neun von zehn FECV aus dem Kot gesunder
Katzen und drei von sieben FECV aus dem Kot von an FIP erkrankten Katzen
enthielten ein Methionin (also eine nicht mutierte Sequenz) an dieser Position. Die
Autoren fanden einen zweiten Hotspot an der Aminosaureposition 1108. Ein
Aspartat-Rest, der bei allen sequenzierten FECV gefunden wurde, war bei funf
FIPV durch Tyrosin ersetzt (BANK-WOLF et al., 2014).

Funktionelle Mutationen wurden auch in einer Region zwischen S1 und S2 in
einem Furin-Spaltmotiv bei FIPV von Katzen mit FIP nachgewiesen (LICITRA et
al., 2013). Furin, eine ubiquitdr vorkommende Proprotein-Konvertase, ist fur die
posttranslationelle Spaltung und damit Aktivierung inaktiver Proproteine
zustandig (THOMAS, 2002). Nachdem zunéchst vermutet wurde, dass die S-
Proteine der FCoV, anders als die der Coronaviren anderer Spezies, keiner
Spaltung bedirfen, konnte schlieBlich doch ein funktionelles Spaltmotiv im
Grenzgebiet zwischen S1 und S2 gefunden werden (DE HAAN et al., 2008).
Mutationen in diesem Bereich verdndern daher mdglicherweise die proteolytische
Spaltbarkeit des S-Proteins und erlauben damit die Spaltung durch Makrophagen-
spezifische Proteasen (z. B. Matrix-Metalloproteasen, Cathepsin B) und dadurch
wiederum eine Steigerung der Virusaufnahme in Makrophagen (LICITRA et al.,
2013). Ausnahmslos alle untersuchten FECV bei nicht an FIP erkrankten Katzen
wiesen die Konsensus-Sequenz des Furin-Spaltmotivs auf, die daher vermutlich
fur die Replikation in Enterozyten unerlasslich ist (LICITRA et al., 2013). Die
S1/S2-Spaltregion bei FIPV von Katzen mit FIP zeigte hingegen eine deutlich
groRere Variabilitat. Mutationen in dieser Region korrelierten stark mit dem FIP-
Phénotyp. So waren 10/12 Katzen, deren FCoV-Spaltregion mindestens eine

Mutation enthielt, an FIP erkrankt, wahrend nur 2/12 dieser Katzen
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asymptomatisch infiziert waren. Zwei Katzen aus einem gemeinsamen Haushalt
wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Bei der ersten
Probenentnahme waren beide Katzen asymptomatisch und schieden FCoV mit
dem Kot aus, deren S1/S2-Region die Konsensus-Sequenz beinhaltete. Zum
Zeitpunkt der zweiten Probenentnahme wurde bei einer der Katzen FIP
diagnostiziert. Von dieser Katze isoliertes FCoV hatte eine Mutation in der S1/S2-
Region, wahrend die zweite Katze, die noch immer asymptomatisch war,
weiterhin FCoV mit intaktem Spaltmotiv mit dem Kot ausschied. Mutationen des
S1/S2-Furin-Spaltmotivs standen also in direktem Zusammenhang mit der
Entwicklung von FIP (LICITRA et al., 2013). Eine aktuelle Studie schlieRlich, die
eine komplette Genomanalyse verschiedener FCoV durchfiihrte, bestatigte zum
Einen die bereits von CHANG und Mitarbeitern (2012) gefundene
diskriminierende Substitution M1058L; zum Anderen beschrieben die Autoren
eine Substitution von Threonin statt Isoleucin in der S2-Region des S-Proteins, die
ebenfalls eine Unterscheidung zwischen FCoV aus dem Gewebe von an FIP
erkrankten Katzen und FCoV aus dem Kot gesunder Katzen ermdéglichte (LEWIS
etal., 2015).

1.2.2.2. Open reading frame 3abc

Eine Beteiligung von Mutationen im ORF 3abc an der Pathogenese der FIP wird
seit einigen Jahren diskutiert. ORF 3abc besteht aus den drei Genen 3a, 3b und 3c,
die fur die entsprechenden Nichtstrukturproteine codieren (DYE & SIDDELL,
2007; KIPAR & MELLI, 2014).

Bei Vergleichen zwischen FECV wund FIPV wurden Mutationen im
akzessorischen Protein 3c gefunden: FCoV aus Gewebe oder Erguss von Katzen
mit FIP enthielten Mutationen im 3c-Gen, die zur Trunkierung des 3c-Proteins
fuhrten (PEDERSEN et al., 2009; CHANG et al., 2010; PEDERSEN et al., 2012;
HSIEH et al., 2013; BANK-WOLF et al., 2014; BORSCHENSKY &
REINACHER, 2014; HORA et al., 2016), wahrend FCoV aus dem Kot von
Katzen mit FIP oder gesunden FCoV-infizierten Katzen meist ein intaktes 3c-Gen
aufwiesen (PEDERSEN et al., 2009; HSIEH et al., 2013; BANK-WOLF et al.,
2014; HORA et al., 2016). Es wurde zudem gezeigt, dass FCoV mit trunkiertem
3c-Gen nach experimenteller Infektion FIP verursachen konnen (PEDERSEN et
al., 2009). Zwei Studien konnten sogar bei allen sequenzierten fakalen FCoV ein

intaktes 3c-Gen nachweisen und kamen zu dem Schluss, dass ein intaktes 3c-Gen
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fur die Replikation im Darmepithel entscheidend sei (CHANG et al., 2010;
PEDERSEN et al., 2012). Allerdings wurde auch replizierendes FCoV mit
trunkiertem 3c-Gen im Dickdarm einer Katze mit FIP gefunden (HORA et al.,
2016). Da jedoch auch FIP-auslésende FCoV mit intakten 3c-Genen gefunden
wurden, ist davon auszugehen, dass 3c-Gen-Mutationen zwar an der Pathogenese
der FIP mitbeteiligt, aber nicht allein ausschlaggebend fur die Entstehung der
Krankheit sind (PEDERSEN et al., 2009; CHANG et al., 2010; PEDERSEN et al.,
2012; BANK-WOLF et al., 2014; BORSCHENSKY & REINACHER, 2014). Ein
Zusammenspiel mit Mutationen im S-Gen (BANK-WOLF et al., 2014) oder auch
mit einer vorliegenden Immunsuppression wird diskutiert (BORSCHENSKY &
REINACHER, 2014). Die Untersuchung eines FCoV mit trunkiertem ORF 3abc,
das, im Gegensatz zu einem rekombinanten FCoV-Gegenstick mit intaktem
ORF 3abc, effizient in isolierten felinen Monozyten replizieren konnte und bei
experimentell infizierten Katzen FIP verursachte, legte nahe, dass auch
Mutationen im ORF 3abc eine Rolle in der Entstehung eines FIP-verursachenden
FCoV und im viralen Zelltropismus spielen (BALINT et al., 2012; BALINT et al.,
2014). Dies wurde in einer weiteren Studie bestéatigt und auf das 3c-Protein
eingegrenzt, indem zundachst Zellkulturen mit Vektoren transfiziert wurden, die
intaktes FCoV-3c-Protein enthielten. Nach Infektion dieser Zellkulturen mit
einem FCoV mit trunkiertem 3c-Protein kam es letztlich in den transfizierten
Zellkulturen zu geringerer viraler Replikation als in den nicht transfizierten.
Daraus wurde geschlossen, dass ein intaktes 3c-Protein die virale Replikation
hemmt und dadurch die Virulenz der FCoV abschwécht (HSIEH et al., 2013).
Mindestens eines der akzessorischen Proteine 3a und/oder 3b missen jedoch
intakt sein, um eine optimale Replikation in Monozyten zu gewahrleisten
(DEDEURWAERDER et al., 2013).

1.2.2.3. Open reading frame 7ab

Auch ORF 7ab war Gegenstand mehrerer Studien zur Pathogenese der FIP. Zwar
wurde einerseits gezeigt, dass Deletionen im 7b-Gen zu Schwachung der Virulenz
fuhrten (mit Deletions-Mutanten infizierte Katzen entwickelten im Vergleich zu
mit dem ursprunglichen Virus infizierten Katzen keine klinischen Symptome
einer FIP) (HERREWEGH et al., 1995b; HAIJEMA et al., 2004; TAKANO et al.,
2011Db). Andererseits waren im 7b-Gen mutierte FCoV aber dennoch in der Lage,
Makrophagen effektiv zu infizieren (ROTTIER et al., 2005; TAKANO et al.,
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2011b). Im Gegensatz dazu zeigten in einer anderen Studie genetisch modifizierte
FCoV, denen der komplette ORF 7ab fehlte, nur kurzfristig die Fahigkeit zur
Replikation (DEDEURWAERDER et al., 2013). Vermutlich spielt das Protein 7a
hier die entscheidende Rolle: es agiert mit der Interferon (IFN)-vermittelten
antiviralen Immunantwort infizierter Wirtszellen, fihrt dadurch zu einer
Hemmung dieser zellularen Abwehrmechanismen und ermdglicht eine bessere
virale Replikation. Die Vermehrung der FCoV ohne intaktes Protein 7a hingegen
wird nach kurzer Zeit durch die zellulare Abwehr gehemmt. Die IFN-
antagonistische Wirkung von Protein 7a war nur in Anwesenheit der ORF 3abc-
codierten  Proteine  vorhanden (DEDEURWAERDER et al., 2013;
DEDEURWAERDER et al., 2014). Durch Sequenzierung verschiedener FCoV-
Genome von Katzen mit und ohne FIP wurden aber nur geringe Unterschiede im
ORF 7ab gefunden. So wiesen mit Ausnahme eines FCoV alle untersuchten Viren
von Katzen mit FIP intakte 7a- und 7b-Gene auf (BANK-WOLF et al., 2014).
Auch KENNEDY und Mitarbeiter (2001) und HERREWEGH und Muitarbeiter
(1995b) fanden bei allen untersuchten Feldstammen bei gesunden Katzen und
Katzen mit FIP intakte 7b-Gene. LIN und Mitarbeiter (2009a) entdeckten zwar
Deletionen in den 7b-Genen einiger untersuchter FCoV von Katzen mit FIP; diese
resultierten jedoch nicht in einem Wechsel des Leserahmens und beeintréchtigten
damit die Funktion des 7b-Proteins sehr wahrscheinlich nicht. Da Deletionen im
7b-Gen nicht regelmalig im Genom von FCoV bei Katzen mit FIP gefunden
werden konnen, wird angenommen, dass diese Mutationen nicht die alleinig
bestimmenden Faktoren fir den jeweiligen Pathotyp des FCoV sein kodnnen
(BORSCHENSKY & REINACHER, 2014).

1.2.3.  Tropismus und Replikation der felinen Coronaviren

FECV zeigen eine starke Affinitat fir das apikale Zylinderepithel im Duodenum,
Jejunum, Illeum und Kolon. Hier findet nach der fakal-oralen Ubertragung
hauptsachlich die Virusvermehrung statt (PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN
et al., 1984a; KIPAR et al., 2010). Wahrend der akuten Infektion kommt es vor
allem (v.a.) zur Infektion des Darmes vom Duodenum bis zum Z&kum
(PEDERSEN et al., 1981b; KIPAR et al., 2010). In chronisch FECV-infizierten
Katzen wurden Kolon und Rektum als Haupt-Lokalisationen identifiziert
(HERREWEGH et al., 1997; KIPAR et al., 2010; VOGEL et al., 2010), in einer
Studie war jedoch der gesamte Darm betroffen (MELI et al., 2004). Mdgliche
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Lasionen sind eine Atrophie oder Verschmelzung der Darmzotten und die
Trennung des Zylinderepithels vom oberen Anteil der Darmzotten im Duodenum,
Jejunum und lleum (PEDERSEN et al., 1981b). In der Vergangenheit wurde
angenommen, dass FECV ausschliel3lich in Enterozyten replizieren und den
Gastrointestinaltrakt nicht verlassen (PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN et
al., 1984b), wahrend FIPV nach ihrer Entstehung Monozyten/Makrophagen
infizieren, in ihnen replizieren und Uber die Blutbahn systemisch verbreitet
werden (WEISS & SCOTT, 1981a; STODDART & SCOTT, 1989). Im Laufe der
Zeit wurde jedoch deutlich, dass auch FECV Monozyten/Makrophagen infizieren
kdnnen und es in der Folge auch bei klinisch gesunden FECV-infizierten Katzen
zu einer Monozyten-assoziierten Virdmie kommen kann (GUNN-MOORE et al.,
1998b; MELI et al., 2004; KIPAR et al., 2006a; KIPAR et al., 2010; PEDERSEN
et al.,, 2012; FISH et al., 2017). Nach oraler Inokulation wurde FECV drei bis
sieben Tage p. i. im Blut nachgewiesen (POLAND et al., 1996; DESMARETS et
al., 2016). Auch umgekehrt kann FECV nach intraperitonealer Infektion (ber eine
Virdmie den Gastrointestinaltrakt erreichen und mit dem Kot ausgeschieden
werden (PEDERSEN et al., 2012). Zudem konnten FCoV in Makrophagen auch
im Gewebe gesunder, nicht-virdmischer Virus-Carrier nachgewiesen werden,
ohne dass eine FIP entstand (KIPAR et al., 2010). Natdrlich und experimentell
oral mit FECV infizierte klinisch gesunde Katzen beherbergen FCoV-RNA in
Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon, Rektum, mesenterialen Lymphknoten, Leber,
Milz, Niere, Thymus, Lunge, Tonsillen, Speicheldrisen, Knochenmark, Haut,
Skelettmuskulatur und Gehirn (HERREWEGH et al., 1997; MELI et al., 2004,
KIPAR et al., 2010).

Maoglicherweise finden die zu FIP fihrenden Mutationen nicht, wie bisher
angenommen, in Enterozyten, sondern in Monozyten/Makrophagen statt, indem
FECV aus dem Darmepithel uber Monozyten/Makrophagen in die regionéren
Lymphknoten und schliellich in die Blutzirkulation gelangt (PEDERSEN et al.,
2012). Mittels Nachweis von Boten-Ribonukleinsdure (MRNA) des M-Proteins
der FCoV durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnte gezeigt werden, dass
virale Replikation auch im Blut klinisch gesunder infizierter Katzen stattfindet,
dass also auch FECV in Monozyten replizieren kdnnen (SIMONS et al., 2005;
CAN-SAHNA et al., 2007; SHARIF et al., 2011; FISH et al., 2017). Katzen mit
FIP weisen allerdings eine héhere Viruslast auf, und die FCoV der Katzen mit FIP
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zeigen hohere Replikationsraten (KIPAR et al., 2006a; HORNYAK et al., 2012;
PORTER et al., 2014). Zudem sind nur FIPV in der Lage, die Replikation Uber
einen langeren Zeitraum aufrecht zu erhalten und die Infektion effizient auf
weitere Makrophagen zu verbreiten (STODDART & SCOTT, 1989;
DEWERCHIN et al., 2005).

Bereits 1976 wurde beobachtet, dass die Replikation der FIPV ausschlieBlich in
Makrophagen-ahnlichen Zellen stattfindet (PEDERSEN, 1976b).
Makrophagen/Monozyten sind damit die Ziel- und Tragerzellen der FIPV-
Infektion (WEISS & SCOTT, 1981a, 1981b; STODDART & SCOTT, 1989;
KIPAR et al.,, 1998a; KIPAR et al., 2005; CORNELISSEN et al., 2007;
PEDERSEN et al., 2015). FECV sind zwar genauso wie FIPV in der Lage,
Monozyten/Makrophagen zu infizieren und in ihnen zu replizieren, allerdings
wird die Replikation nicht aufrechterhalten und weniger Virus produziert
(DEWERCHIN et al., 2005). In experimentellen in-vitro-Studien mit Peritoneal-
Makrophagen und dem Knochenmark entstammenden Makrophagen infizierten
FECV weniger Makrophagen als FIPV und waren nicht in der Lage, die Infektion
auf benachbarte Zellen auszubreiten (STODDART & SCOTT, 1989; ROTTIER et
al., 2005). Dennoch ist auch die Replikation von FIPV auf einen kleinen Anteil an
Makrophagen und Monozyten beschrankt, da einige Zellen eine natirliche
Resistenz zu zeigen scheinen (STODDART & SCOTT, 1989; DEWERCHIN et
al., 2005; VAN HAMME et al., 2007).

Das S-Protein der FCoV ist verantwortlich flr den Eintritt in die Wirtszelle; es
bestimmt die normalerweise strenge Spezies-Spezifitat und ist verantwortlich fur
den Tropismus fir die jeweilige Zielzelle (KUO et al., 2000; CASAIS et al., 2003;
HAIJEMA et al., 2003). Im S-Protein der FCoV ist die S2-Region fur die
Membranfusion zustédndig und ist somit, wie zuvor beschrieben, verantwortlich
fur den Tropismus der FIPV fiir Makrophagen und die Fahigkeit, effizient in
diesen zu replizieren (ROTTIER et al., 2005). Sowohl FECV als auch FIPV vom
Serotyp Il nutzen feline Aminopeptidase N (fAPN) als Rezeptor zum Eintritt in
Makrophagen; der Rezeptor fiir Serotyp-I-FCoV ist bislang unbekannt
(TRESNAN et al., 1996; HOHDATSU et al., 1998a; ROTTIER et al., 2005; DYE
& SIDDELL, 2007; TEKES et al., 2010). Die Unterschiede im Zell-Tropismus
von FECV und FIPV werden folglich nicht durch Veranderungen der Region flr
Rezeptor-Bindung (S1) vermittelt (ROTTIER et al., 2005). Funktionelle
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Mutationen in der S1/S2-Region des S-Gens fuhren mdglicherweise zur Spaltung
des normalerweise durch Furin aktivierten S-Proproteins durch Makrophagen-
spezifische Proteasen (z. B. Matrix-Metalloproteasen, Cathepsin B) und zu
Steigerung der Virusaufnahme in Makrophagen (LICITRA et al., 2013). Die
Matrix-Metalloprotease 9 (MMP-9) ist hierbei von besonderem Interesse, da sie in
aktivierten Monozyten/Makrophagen bei FIP exprimiert wird (KIPAR et al.,
2005; LICITRA et al., 2013).

Im Laufe der Entstehung einer FIP kommt es zu mehreren wiederkehrenden
Phasen gesteigerter viraler Replikation, die mit Fieber, Gewichtsverlust und T-
Zell-Depletion einhergehen. In  friheren Studien wurden Episoden von
Krankheitssymptomen beschrieben, welche mit einer Steigerung der Menge an
Virus im Blut einhergehen. Es wurde postuliert, dass die Zunahme der Viruslast
im Blut, welche insbesondere im Endstadium einer FIP zu beobachten ist, darauf
hindeutet, dass es im Laufe der Erkrankung zum Verlust der Immunabwehr und
dadurch zu unkontrollierter Virusvermehrung kommt (DE GROOT-MIJNES et
al.,, 2005). Experimentell mit FIPV infizierte Katzen zeigen zudem eine
biphasische akute-Phase-Reaktion (STODDART et al., 1988b). Eine neuere
Studie konnte allerdings bei keiner von 20 experimentell mit FIPV infizierten
Katzen FCoV-RNA im Vollblut, Plasma oder der Leukozytenfraktion nachweisen
(PEDERSEN et al., 2015).

1.2.4. Entstehung immun-mediierter Veranderungen

Die fir FIP typischen pathologischen Veranderungen sind proteinreiche
Korperhoéhlenergiisse mit fibrinéser und granulomatdser Serositis und/oder
multifokale pyogranulomattse Verdnderungen in verschiedenen Organen, wie
Augen, Epiglottis, Leber, Leptomeningen, Lunge, Lymphknoten, Magen, Milz,
Myokard, Nieren, Omentum, Osophagus, Pankreas, Pleura und Thymus (WOLFE
& GRIESEMER, 1971; MONTALI & STRANDBERG, 1972; HAYASHI et al.,
1977; HAYASHI et al., 1980; WEISS & SCOTT, 1981b; KIPAR et al., 1998a;
PALTRINIERI et al., 1998a; KIPAR et al., 2005). Im Zentrum steht eine
granulomattse Vaskulitis und Perivaskulitis (MONTALI & STRANDBERG,
1972; HAYASHI et al., 1977; WEISS et al., 1980; KIPAR et al., 2005).
Histopathologisch sind vier Arten von Lasionen beschrieben: diffuse
Veranderungen auf serésen Oberflachen, granulomartige Veranderungen mit und

ohne Nekrose, fokale und perivaskuldare B-Zell- und Plasmazell-Infiltrate und eine
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granulomatdése bis nekrotisierende Phlebitis (KIPAR et al., 1998a).

Eine Immunpathogenese der FIP wird schon lange diskutiert (HORZINEK &
OSTERHAUS, 1978; HORZINEK & OSTERHAUS, 1979a; PEDERSEN &
BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; WEISS & SCOTT, 1981a, 1981b, 1981c;
PEDERSEN & BLACK, 1983). Zur Entstehung der fur FIP typischen immun-
mediierten Verdnderungen existieren mehrere Theorien, welche im Folgenden

erlautert werden.

1.2.4.1. Rolle von aktivierten Monozyten/Makrophagen

Aktivierte Monozyten/Makrophagen und von ihnen produzierte Zytokine und
Botenstoffe spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der fir FIP typischen
granulomattsen Vaskulitis (KIPAR et al., 2005; KIPAR et al., 2006b; TAKANO
et al., 2007a; TAKANO et al., 2007b; TAKANO et al., 2009a; TAKANO et al.,
2009b; TAKANO et al., 2011a). Wahrend der Entwicklung der FIP erfahren
infizierte Katzen Phasen einer Monozyten-assoziierten Viramie (KIPAR et al.,
2005). Vermutlich kommt es zu mehreren solcher Phasen und wahrend jeder
dieser Phasen mit umfangreicher viraler Replikation (DE GROOT-MIJNES et al.,
2005; HORNYAK et al., 2012) zur Entstehung neuer Lé&sionen (KIPAR et al.,
1998a; KIPAR & MELI, 2014). Eine Vielzahl an Zytokinen, wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin (IL)-1p und IL-6, sind in Katzen mit
FIP Gberexprimiert (GOITSUKA et al., 1990; FOLEY et al., 2003; KISS et al.,
2004; KIPAR et al., 2005; TAKANO et al., 2007a; TAKANO et al., 2007b;
TAKANO et al., 2009b) und tragen zur Entstehung der Lasionen bei (FOLEY et
al., 2003). Es ist bekannt, dass FIPV zur Aktivierung des Signalweges der p38-
Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK) flhrt, wodurch die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine (TNF-a und IL-1pB) reguliert wird (KUMAR et al.,
2003; REGAN et al., 2009). Aktivierte infizierte Monozyten/Makrophagen
produzieren zum Einen diese Zytokine (KIPAR et al., 2005; TAKANO et al.,
2007a; TAKANO et al., 2007b; TAKANO et al., 2009b), zum Anderen
Adhasionsmolekiile, die eine Interaktion mit den ebenfalls aktivierten
Endothelzellen erlauben (KIPAR et al., 2005). Replizierende FIPV in aktivierten
Makrophagen fiihren auflerdem Uber pro-inflammatorische Zytokine zur
Expression endothelialer Adhdsionsmolekiile in betroffenen Venen (ACAR et al.,
2016). TNF-o wirkt seinerseits auf Makrophagen und fiihrt zu Steigerung der
Expression von fAPN, einem Rezeptor fir FCoV (TAKANO et al., 2007b) und zu
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Verlangerung der Uberlebensdauer neutrophiler Granulozyten, die zur
Entzindungsreaktion und Entwicklung pyogranulomatoser Verénderungen
beitragen (TAKANO et al., 2009b). IL-6 fordert die Differenzierung von B-Zellen
zu Plasmazellen (TAKANO et al., 2009a). Weiterhin tragen B- und T-
Lymphozyten und Granulozyten zur Ausschiittung von Adhésionsmolekiilen bei
(OLYSLAEGERS et al., 2013). Aktivierte infizierte Monozyten/Makrophagen
produzieren zusétzlich Enzyme, wie MMP-9, welche zu Spaltung von
Kollagen IV, zu Auflosung der vaskularen Basalmembran und damit zu Erh6hung
der vaskuldren Permeabilitat fuhren (KIPAR et al., 2005). Zusétzlich werden
Granulozyten- und Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktoren (G-
CSF und GM-CSF) (TAKANO et al., 2009b), andere B-Zell-differenzierende
Faktoren (TAKANO et al., 2009a) und vascular endothelial growth factor (VEGF)
(TAKANO et al., 2011a) produziert. VEGF vermittelt vaskulare Permeabilitat; die
Konzentration an VEGF korreliert mit der Menge an Erguss in einer an FIP
erkrankten Katze (TAKANO et al., 2011a). Moglicherweise ist auch TNF-a selbst
an der Entstehung der erhdhten vaskuldren Permeabilitat mitbeteiligt (TAKANO
etal., 2011a).

FCoV-infizierte Katzen ohne FIP zeigen eine signifikant hohere Produktion von
IL-10 in der Milz, eine geringere Produktion von IL-6, G-CSF und Makrophagen-
Kolonie-stimulierendem Faktor (M-CSF) in mesenterialen Lymphknoten und
generell eine hohere Produktion von IL-12 in lymphatischem Gewebe als Katzen
mit FIP (KIPAR et al., 2006b). Mononukledre Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) von experimentell mit FIPV infizierten Katzen wiesen eine reduzierte
Expression von IL-10 und IL-12 auf (GUNN-MOORE et al., 1998a). Eine
effektive Immunantwort in Verbindung mit einer IL-10-vermittelten reduzierten
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen und einer erhohten Zell-mediierten
Zytotoxizitéat scheint eine gewisse Kontrolle der FCoV-Infektion zu ermdglichen,
wéhrend das Fehlen von IL-12 zu reduzierter Immunantwort und vermehrter
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen flhrt (KIPAR et al., 2006b).

Dies alles spricht dafur, dass aktivierte Monozyten/Makrophagen die
Schlusselrolle in der Pathogenese der FIP spielen (KIPAR et al., 2005). Noch ist
jedoch  unklar, welche Faktoren letztlich zur  Aktivierung  der

Monozyten/Makrophagen beitragen.
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1.2.4.2. Rolle der humoralen Immunitat

Spezifische Antikdérper gegen FCoV sind nicht protektiv und ihr VVorhandensein
fuhrte in experimentellen Studien sogar zu einem rascheren und schwereren
Verlauf der FIP (antibody-dependent enhancement) (HORZINEK &
OSTERHAUS, 1979a; PEDERSEN & BOYLE, 1980; WEISS & SCOTT, 1981c;
PEDERSEN & BLACK, 1983; PEDERSEN et al., 1984a; VENNEMA et al.,
1990; HOHDATSU et al., 1998b; TAKANO et al., 2008).

Zudem scheinen FIPV einen Mechanismus entwickelt zu haben, um einer
Antikorper-vermittelten Immunreaktion zu entgehen. Bei anderen viralen
Erkrankungen kommt es nach der viralen Infektion einer Zelle zur Antigen-
Présentation auf der Zelloberflache, zur Bindung spezifischer Antikérper und
schliellich zur Komplement-vermittelten Zerstérung der infizierten Zelle durch
das Immunsystem (OLDSTONE & LAMPERT, 1979; SISSONS & OLDSTONE,
1980). In-vitro-FIPV-infizierte Zellen hingegen présentierten virales Antigen nur
unregelmaRig auf ihrer Zelloberfliche (DEWERCHIN et al., 2005). Zellen, die
aus Lasionen von Katzen mit FIP isoliert wurden, préasentierten sogar berhaupt
kein Antigen (CORNELISSEN et al., 2007), sodass davon auszugehen ist, dass
sie vor der Antikorper-mediierten Zell-Lyse durch das Immunsystem geschutzt
sind (CORNELISSEN et al., 2009). Zusétzlich zeigten in-vitro-Studien, dass es in
Anwesenheit spezifischer anti-FCoV-Antikdrper rasch zur Internalisierung von
eventuell préasentiertem Antigen in die FIPV-infizierten Monozyten kam
(DEWERCHIN et al., 2006; DEWERCHIN et al., 2008). Uberraschenderweise
waren aber auch teils FCoV-infizierte Zellen mit Antigen-Présentation auf der
Zelloberflache vor immun-mediierter Zell-Lyse geschutzt (CORNELISSEN et al.,
2009).

Die Beteiligung von Immunkomplexen aus freiem FCoV-Antigen und
zirkulierenden anti-FCoV-Antikdrpern, die im Uberschuss vorhanden sind, an der
Entstehung der Vaskulitis bei FIP wird von vielen Autoren diskutiert. Die Autoren
erachten diese frither als ,,Hypersensitivitatsreaktion vom Typ IlI* bezeichnete
Immunreaktion als urséchlich fir die immun-mediierten Verénderungen im
Rahmen einer FIP. Hierbei kommt es nach der Ablagerung von Immunkomplexen
im Gewebe betroffener Katzen zur Anlagerung von Komplement, daraufhin zur
Phagozytose dieser Komplexe und schlieRlich zur Ausschiittung verschiedener
Stoffe, wie Proteasen, Kollagenasen, Elastasen und Permeabilitatsfaktoren,
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welche zur Vaskulitis fihren (HORZINEK & OSTERHAUS, 1979a; JACOBSE-
GEELS et al., 1980; PEDERSEN & BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; WEISS
& SCOTT, 1981b, 1981c; JACOBSE-GEELS et al., 1982; PALTRINIERI et al.,
1998a). Der Nachweis von FIPV-spezifischen Immunkomplexen sowie erhohten
Konzentrationen an y-Globulinen und Komplementfaktor C3 (C3) im Blut und in
den Nieren-Glomeruli von an FIP erkrankten Katzen spricht fur die Hypothese der
Beteiligung von Immunkomplexen (JACOBSE-GEELS et al., 1980, 1982;
PALTRINIERI et al., 1998a). Auch konnte in durch FIP verursachten
granulomattésen Veranderungen zellfreies Fibrinogen und C3, in mononukleéren
Zellen neben viralem Antigen auch Immunglobulin G (IgG) und C3 nachgewiesen
werden; dies spricht ebenfalls fur eine ,,Typ-lll-Reaktion” (PEDERSEN &
BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; WEISS & SCOTT, 1981c).

In fokalen L&sionen ersetzen B-Zellen im Verlauf der Erkrankung Makrophagen
und stellen dann die vorherrschende Zellpopulation dar (KIPAR et al., 1998a). Sie
differenzieren sich zu Antikdérper-produzierenden Plasmazellen und halten so
entziindliche Prozesse aufrecht (KIPAR et al., 1998a). Diese Plasmazellen und B-
Zellen, die im Verlauf der FIP vermehrt am Rand der granulomatdsen
Verdnderungen und der Vaskulitis zu finden sind, produzieren spezifische
Antikorper (KIPAR et al., 1998a), welche an virales Antigen binden und Gber die
Komplementkaskade und die Aktivierung von fragment-crystalline-Rezeptoren
(Fc-Rezeptoren) zur Erhdéhung der Phagozytose-Aktivitat der Makrophagen
fihren. Dies resultiert in einer Steigerung der Virusaufnahme in neue
Makrophagen (PEDERSEN & BOYLE, 1980; JACOBSE-GEELS et al., 1982;
KIPAR et al., 2005). Zusatzlich kommt es zur Erhohung der Produktion von
Komplementfaktoren in Makrophagen, zur Antikorper-vermittelten Lyse der
Makrophagen und damit zu einer starken Entziindungsreaktion (JACOBSE-
GEELS et al., 1982; JACOBSE-GEELS & HORZINEK, 1983; KIPAR et al.,
2005). Nach der Anlagerung von aus FCoV und spezifischen Antikorpern
bestehenden Immunkomplexen an Gefdlwande kommt es zur Bindung von
Komplementfaktoren, zur Ausschittung von Entziindungsmediatoren und letztlich
zur Schadigung der GefédRwand mit erhohter vaskuléarer Permeabilitat mit Austritt
von Flussigkeit sowie zur Entstehung einer disseminierten intravasalen
Koagulopathie (PEDERSEN & BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; JACOBSE-
GEELS et al., 1982; WAGNER, 2006).
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Die Merkmale der typischen Vaskulitis bei FIP entsprechen jedoch nicht denen
einer klassischen Immunkomplex-Vaskulitis (KIPAR et al., 2005). Zum Einen
sind keine Arterien, sondern hauptséchlich die kleinen und mittelgrolRen Venen
betroffen und dies v. a. in den Leptomeningen, der Nierenrinde und den Augen,
weniger haufig in Lunge und Leber (KIPAR et al., 2005). Zum Anderen stellen
neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten nur eine Minderheit unter den
beteiligten Entzindungszellen dar (KIPAR et al., 1998a; KIPAR et al., 2005).
Aulerdem konnen zirkulierende Immunkomplexe auch bei nicht an FIP
erkrankten Katzen nachgewiesen werden (KIPAR et al., 1999; MELI et al., 2004).
KIPAR und Mitarbeiter (2005) erachten eine ,, Typ-111-Hypersensitivitatsreaktion*
daher nicht als essentiell fir die Entstehung der immun-mediierten Vaskulitis,
halten eine Beteiligung von Immunkomplexen am Krankheitsgeschehen

allerdings fur moglich.

1.2.4.3. Rolle der zellularen Immunitat

Andere Autoren ziehen eine UberschieBende zelluldre Immunitat als Ursache fir
die granulomatdsen Veranderungen bei FIP in Betracht (PALTRINIERI et al.,
1998a; PALTRINIERI et al., 1998b). Diese wird auch ,, Typ-IV-Reaktion* oder
,verzogerte oder Zell-mediierte Reaktion® genannt. Es kommt hierbei nach einem
antigenen Stimulus zur Aktivierung von T-Zellen und zu einer anschlieRenden
Entzindungsreaktion durch Aktivierung von Makrophagen, eosinophilen
Granulozyten oder zytotoxischen Mechanismen (WAGNER, 2006). In fokalen
Granulomen von Katzen mit FIP wurden die bei einer , Typ-IV-Reaktion“
vorherrschenden Zellen, T-Lymphozyten (v.a. CD4"), Granulozyten und
Makrophagen, um kleine BlutgefaBe herum gefunden (PALTRINIERI et al.,
1998a; PALTRINIERI et al., 1998b). Auch ein Zusammenspiel von
Immunkomplexen bei der Entstehung der Vaskulitis und (berschiel}ender
zellul&rer Immunitét bei der Entstehung der granulomatdsen Veréanderungen wird
diskutiert (PALTRINIERI et al., 1998a; PALTRINIERI et al., 1998b; BERG et
al., 2005).

FIPV st ein intrazelluldres Pathogen, das sich in Makrophagen vermehrt
(PEDERSEN, 1976b; WEISS & SCOTT, 19814, 1981b; STODDART & SCOTT,
1989; KIPAR et al., 1998a; KIPAR et al., 2005; CORNELISSEN et al., 2007;
PEDERSEN et al., 2015), und es ist bekannt, dass die zelluldre Immunantwort
eine zentrale Rolle in der Virusabwehr spielt (PEDERSEN & BLACK, 1983;
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PEDERSEN, 1987a; STODDART et al., 1988a; DE GROOT-MIJNES et al.,
2005; KIPAR et al., 2006b; SATOH et al., 2011; VERMEULEN et al., 2013).
Dies wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass FIV-infizierte Katzen, die eine nur
unzureichende zelluldare Immunitdt mit beeintrachtigter T-Zell-Funktion
aufweisen (TORTEN et al., 1991), nach experimenteller oraler FECV-Infektion
signifikant haufiger FIP entwickelten als nicht-FIV-infizierte Vergleichskatzen
(POLAND et al., 1996). Katzen, die nach experimenteller Infektion mit FIPV
zuné&chst klinisch gesund blieben, entwickelten nach Infektion mit FeLV eine FIP
(PEDERSEN, 1987a). Katzen mit FIP zeigen eine B- und T-Zell-Depletion
(KIPAR et al., 2001; PALTRINIERI et al., 2003; VERMEULEN et al., 2013),
welche auch natirliche Killerzellen und regulatorische T-Zellen umfasst
(VERMEULEN et al., 2013). Lymphopenie ist bei Katzen mit FIP ein wichtiger
negativ prognostischer Faktor (PEDERSEN et al., 2015). Im Gegensatz dazu
wiesen FECV-infizierte Katzen, welche keine FIP entwickelten, eine
generalisierte B- und T-Zell-Hyperplasie auf (KIPAR et al., 1999; KIPAR et al.,
2001; KIPAR et al., 2006b). Experimentelle Studien wiesen bei Katzen mit FIP
eine gesteigerte Apoptose von Lymphozyten nach (HAAGMANS et al., 1996),
welche durch FIPV-induzierte gesteigerte TNF-a-Expression ausgelost wird
(DEAN et al., 2003; TAKANO et al., 2007a; TAKANO et al., 2007b). Die
Tatsache, dass einige Katzen nach experimenteller oronasaler Infektion mit FIPV
nicht FIP entwickelten, dass Monozyten einiger Katzen in vitro nach Infektion mit
FIPV oder FECV Kkeine virale Replikation aufwiesen, und dass einige Katzen aus
einem Umfeld, in dem FECV endemisch war, weder Antikdrper gegen FECV
bildeten noch FECV ausschieden, legt nahe, dass eine natirliche Resistenz
gegenlber einer FCoV-Infektion und gegeniiber der Entstehung einer FIP
vorhanden sein kann (ADDIE & JARRETT, 2001; ADDIE et al.,, 2003;
DEWERCHIN et al., 2005). Die Lymphozyten-Depletion tritt bei Katzen mit FIP
bereits friih im Verlauf der Erkrankung und zeitgleich und im selben Gewebe wie
die virale Replikation auf (DEAN et al., 2003; DE GROOT-MIJNES et al., 2005).
Dagegen wird vermutet, dass eine friihe effektive T-Zell-Antwort die virale
Replikation in Monozyten/Makrophagen limitieren und somit die Entwicklung
einer FIP trotz Infektion mit FIPV aufhalten kann (DE GROOT-MIJNES et al.,
2005).

IFN-y ist ein wichtiger Modulator der zellul&ren Immunantwort. IFN-y wurde
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einerseits in erniedrigter Konzentration im Blut oder in PBMC von an FIP
erkrankten Katzen und im Gewebe von Katzen mit neurologischer Manifestation
von FIP nachgewiesen und es wurde daher angenommen, dass dieser Mangel zur
Entwicklung der FIP beitragt (GUNN-MOORE et al., 1998a; FOLEY et al., 2003;
KISS et al.,, 2004; GELAIN et al., 2006; SATOH et al., 2011). Andererseits
konnte bei klinisch gesunden FCoV-infizierten Katzen oder resistenten Katzen
eine erhohte IFN-y-mRNA-Expression nachgewiesen werden (KISS et al., 2004;
GELAIN et al, 2006). Besonders FCoV-infizierte Katzen aus
Mehrkatzenhaushalten mit hoher FIP-Pravalenz wiesen signifikant hthere IFN-y-
Konzentrationen auf als Katzen mit FIP und Katzen aus Mehrkatzenhaushalten
mit geringer FIP-Pravalenz (GIORDANO & PALTRINIERI, 2009). IFN-y wurde
deswegen eine protektive Rolle zugesprochen (KISS et al., 2004). Im Gegensatz
dazu wurde mittels RT-PCR eine erhohte lokale IFN-y-Expression in
entziindlichen Lésionen von Katzen mit FIP nachgewiesen (FOLEY et al., 2003;
BERG et al., 2005). Makrophagen sind die bei Weitem vorherrschenden Zellen
innerhalb der akuten granulomatdsen Lésionen (KIPAR et al., 1998a; BERG et
al., 2005). Eine hohe lokale IFN-y-Produktion durch T-Lymphozyten fihrt
mdoglicherweise zu einer Aktivierung der Makrophagen, zur Steigerung der Fc-
Rezeptor-Expression auf deren Zelloberflache und letztlich zur Zunahme der
Virusaufnahme und -replikation in den Makrophagen (BERG et al., 2005).
Hierfir spricht auch die deutlich hohere IFN-y-Konzentration im Erguss als im
Serum von Katzen mit FIP. Mdglicherweise ist IFN-y also auf Gewebeebene in
die Pathogenese der FIP involviert (GIORDANO & PALTRINIERI, 2009).

2. Diagnostik der felinen infektiésen Peritonitis

Die ante-mortem-Diagnose der FIP stellt noch immer eine groRe Herausforderung
dar (HARTMANN, 2005; SHARIF et al., 2010). Die meisten Kklinischen
Symptome, wie Apathie, Anorexie, Gewichtsverlust oder Fieber, sind
unspezifisch (NEU & PFEIFFER, 1985; HARTMANN, 2005; PEDERSEN, 2009;
GIORI et al, 2011). Maogliche labordiagnostische Verdnderungen, wie
Neutrophilie, Lymphopenie, Thrombozytopenie, nicht-regenerative mikrozytére
Anamie, Hyperproteindmie mit Hyperglobulindmie und Hypalbumindmie
(SPARKES et al., 1991; PALTRINIERI et al., 1998a; PALTRINIERI et al., 2001,
PALTRINIERI et al., 2002; RIEMER et al., 2016) und gegebenenfalls, je nach

Organbeteiligung, eine Erh6hung der Aktivitit von Leberenzymen,
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Hyperbilirubindmie oder ein Anstieg der Kreatinin- und Harnstoffkonzentration
(HORZINEK & OSTERHAUS, 1979a; SPARKES et al., 1991; WEISS, 1991),
sind nicht pathognomonisch (SPARKES et al., 1991; SPARKES et al., 1994,
PALTRINIERI et al., 1999; PALTRINIERI et al., 2002). Bei Katzen mit FIP sind
im Blut oder Erguss auch deutlich erhdhte Konzentrationen von akute-Phase-
Proteinen, wie saurem alpha-1-Glykoprotein (AGP), Serum-Amyloid-A (SAA)
oder Haptoglobin, festzustellen (DUTHIE et al., 1997; GIORDANO et al., 2004;
PALTRINIERI et al., 2007a; GIORI et al., 2011; HAZUCHOVA et al., 2017).
Wenngleich hinweisend, sind diese Veranderungen jedoch alle nicht spezifisch flr
FIP. Auch bei anderen entzindlichen Prozessen und Neoplasien und sogar bei
gesunden FECV-infizierten Katzen kann es zum Anstieg der Konzentration von
akute-Phase-Proteinen (DUTHIE et al., 1997; SELTING et al., 2000;
GIORDANO et al., 2004; CERON et al., 2005; PALTRINIERI et al., 2007b;
HAZUCHOVA et al., 2017) und deren Expression auf zirkulierenden Leukozyten
(PALTRINIERI et al., 2012) kommen. Nur im Zusammenhang mit einem auf
anderen virologischen Parametern basierenden hohen Verdacht auf FIP kann die
Bestimmung von AGP-Konzentrationen von diagnostischem Nutzen sein
(PALTRINIERI et al., 2007a).

Auch  die  makroskopische und  zytologische  Untersuchung  von
Korperhohlenergiissen und die Bestimmung von Zellzahl und Ergusschemie
kdénnen zwar hinweisend fiir eine FIP sein, erlauben jedoch keine eindeutige
Diagnose, da die Veranderungen nicht spezifisch fur FIP sind (HARTMANN,
2005; GIORI et al., 2011). Ein einfacher, billiger Test zur Untersuchung von
Erglssen, die Rivalta-Probe, weist zwar eine gute Sensitivitat auf (91 % — 100 %),
die Spezifitét liegt allerdings nur zwischen 66 % und 81 % (HIRSCHBERGER et
al., 1995; HARTMANN et al., 2003; FISCHER et al., 2012). Die Rivalta-Probe
kann auch bei Erglissen anderer Genese, wie z. B. bakterieller Peritonitis oder
Lymphom, positiv ausfallen (HARTMANN et al., 2003). Als Goldstandard wurde
in den existierenden Studien zur Rivalta-Probe meist die histopathologische
Untersuchung verwendet (HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al.,
2003; FISCHER et al., 2012), teils aber auch der Nachweis von FCoV-Antigen in
Gewebe oder Erguss (FISCHER et al., 2012). Auf einer ahnlichen Grundlage wie
die Rivalta-Probe basiert auch die Untersuchung von Erglissen in automatischen

Analysegeraten, wie z.B. im Sysmex XT-2000iV. Dieses Hamatologie-
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Analysegerat misst Leukozyten in zwei verschiedenen Kanélen; in einem dieser
Kandle wird der Probe ein saures Reagenz zugegeben, welches zur
Zellschrumpfung fuhrt (normalerweise verwendet zur Z&hlung der basophilen
Granulozyten). Aufgrund des hohen EiweiRgehaltes in Ergiissen von Katzen mit
FIP kommt es dabei zur Formation von Gerinnseln, welche Zellen einschlieRen.
Die Zellzahl in diesem Kanal ist daher bei Katzen mit FIP gering und das
Verhéltnis der Zellzahlen beider Kanile, das A total nucleated cells (ATNC),
hoher als bei gesunden Katzen. Dieser Test wies in zwei Studien eine gute
diagnostische Genauigkeit auf. Bei einem cut-off von 1,7 betrug die Sensitivitat
79 % — 90 %, die Spezifitdt 94 % — 100 % im Vergleich zur Histopathologie
beziehungsweise (bzw.) Immunhistochemie. Ein ATNC > 2,5 hatte eine Spezifitat
von 100 %; bei einem cut-off von 3,4 betrug die Sensitivitat 57 % — 79 %
(GIORDANO et al.,, 2015; STRANIERI et al.,, 2017b). Labordiagnostische
Untersuchungen, die Ergussflussigkeit verwenden, haben insgesamt deutlich
bessere Sensitivitat und Spezifitat als Tests, die im Blut durchgefihrt werden
(PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al., 2003; HARTMANN, 2005;
ADDIE et al., 2009). Bei Katzen ohne Koérperhéhlenerguss ist die Auswahl eines
geeigneten diagnostischen Tests daher besonders schwierig. Die Diagnose kann
nicht allein anhand wvon Signalement, Vorgeschichte, Klinik und
labordiagnostischen Befunden gestellt werden und diese sollten nie einzeln,
sondern immer als Einheit interpretiert werden, um den Verdacht einer FIP zu
erharten und die Entscheidung fir invasivere diagnostische Verfahren zu treffen
(ROHRER et al., 1993; HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al.,
2003; ADDIE et al., 2004b; ADDIE et al., 2009; PEDERSEN, 2009).

Im Gegensatz zu den beschriebenen Kklinischen und labordiagnostischen
Veranderungen, die zwar hinweisend, jedoch nicht spezifisch fur eine FIP sind, da
sie auch bei Katzen mit anderen Erkrankungen vorkommen konnen, erlauben
spezielle mikrobiologische Untersuchungen den direkten oder indirekten
Nachweis des Erregers FCoV. Die definitive Diagnose der FIP erfordert
allerdings eine Unterscheidung zwischen dem FIP-verursachenden FIPV und dem
avirulenten FECV. Ein idealer Test ermdglicht diese Unterscheidung auch ante
mortem und wenig invasiv. Dies stellt insbesondere bei Katzen ohne
Korperhohlenerguss eine Herausforderung dar (HARTMANN, 2005; KIPAR &
MELI, 2014).
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2.1. Indirekter Erregernachweis

Eine Infektion mit FCoV fiihrt, unabhangig davon, ob sich eine FIP entwickelt,
zur Produktion spezifischer Antikorper (PEDERSEN et al.,, 1981a; GUNN-
MOORE et al., 1998a; KIPAR et al., 1999; MELI et al., 2004; VOGEL et al.,
2010). Nach experimenteller Infektion mit FECV oder mit FIPV sind zwischen
dem siebten und 21. Tag erstmals Antikorper im Blut nachweisbar (PEDERSEN
& BOYLE, 1980; PEDERSEN et al., 1981b; WEISS & SCOTT, 198lc;
STODDART et al., 1988b; VOGEL et al., 2010; PEDERSEN et al., 2015;
DESMARETS et al., 2016).

2.1.1. Nachweis von Antikdrpern gegen feline Coronaviren

Der erste Test zum Nachweis von Antikorpern gegen FCoV im Serum wurde
1976 entwickelt (PEDERSEN, 1976a). Es existieren viele unterschiedliche
Testmethoden:  indirekte  Immunfluoreszenz-Antikorper-Tests  (IFA)  mit
Verwendung von FCoV (PEDERSEN, 1976a; ADDIE & JARRETT, 1992b) oder
Transmissible-Gastroenteritis-Viren (TGEV) (OSTERHAUS et al., 1977,
HORZINEK & OSTERHAUS, 1979b; KUMMROW et al., 2005) als Antigen,
Virus-Neutralisationstests, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
(ADDIE et al., 2004a; PRATELLI, 2008) und immunchromatografische
Schnelltests (RIM) (ADDIE et al., 2015). Ein idealer Test sollte v. a. eine hohe
Spezifitdt und auch Sensitivitat aufweisen, mdglichst kleine Probenmengen
bendtigen und auch Erguss als Substrat erlauben, eine Quantifizierung der
Antikorper ermdglichen und schnell ein Ergebnis liefern (ADDIE et al., 2015).
Dabei ist zu beachten, dass das im jeweiligen Test verwendete Antigen die
Sensitivitdt und Spezifitdt entscheidend beeinflussen kann. Nur Ergebnisse
desselben Labors sollten im Verlauf miteinander verglichen werden
(HARTMANN et al., 2003).

Ergebnisse quantitativer Antikorper-Tests werden (Ublicherweise als Titer
angegeben. Die Titerstufe bezeichnet jeweils die hochste Verdinnung, fir die
noch eine positive Reaktion messbar ist (PEDERSEN, 1976a).

2.1.1.1. Serum

Im Gegensatz zu friiheren Berichten, die davon ausgingen, dass der Nachweis
hoher Antikdrper-Titer ein spezifischer Indikator fur FIP sei (PEDERSEN, 19764a;
MADEWELL et al., 1978; HORZINEK & OSTERHAUS, 1979b), ist inzwischen
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bekannt, dass Antikoérper-Tests nicht zwischen Antikdrpern gegen FECV und
FIPV unterscheiden kdnnen (PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN, 1995).
Auch eine Kreuzreaktivitat zwischen FCoV und anderen Coronaviren (CCV und
TGEV) ist beschriecben (BARLOUGH & STODDART, 1988; PEDERSEN,
1995). Ein groRer Teil der Katzenpopulation (bis zu 80 % und mehr, v. a. in
Mehrkatzenhaushalten) hat Serum-Antikorper gegen FCoV, die meisten dieser
Katzen erkranken jedoch nie an FIP (PEDERSEN, 1976a; SCOTT, 1979; ADDIE
& JARRETT, 1992a; SPARKES et al., 1992; ADDIE et al., 1995; ADDIE et al.,
2000; MELLI et al., 2004). Ebenso kommen Antikorper im Serum von Katzen vor,
die gegen FCoV geimpft wurden (GERBER et al., 1990; WASMOEN et al., 1995;
HAIJEMA et al., 2004). Die Aussagekraft eines Antikorper-Titers zur Diagnose
von FIP fir eine individuelle Katze ist daher gering (SPARKES et al., 1991;
GIORI et al., 2011), sodass die friher gebrduchliche Bezeichnung ,,FIP-Test*
(NEU & PFEIFFER, 1985) fur den Antikorper-Nachweis heute nicht mehr
verwendet wird (PEDERSEN, 1995).

Wenn ein  Antikdrper-Nachweis durchgefiihrt  wird, dann sollte eine
Quantifizierung der Antikorper stattfinden. Vor allem mittlere und niedrige
Titerstufen sind von keinerlei Wert fir die Diagnose der FIP (HIRSCHBERGER
et al., 1995; HARTMANN et al., 2003). Im Verlauf der Krankheit kann zwar bei
einigen Katzen ein Antikorper-Anstieg beobachtet werden (PEDERSEN, 19764,
GUNN-MOORE et al., 1998a), allerdings tritt dieser ebenso im Zusammenhang
mit FECV-Reinfektion auf und ist daher kein Hinweis auf die Entwicklung einer
FIP (ADDIE et al., 2000). Auch bei asymptomatischen FECV-infizierten Katzen
werden oft hohe und steigende Titer festgestellt (SPARKES et al., 1992; ADDIE
et al., 2000). Ein positiver Antikorper-Test kann den Verdacht einer FIP nicht
bestatigen und darf niemals als Entscheidungshilfe zur Euthanasie herangezogen
werden (SCOTT, 1979; ADDIE et al., 2000; KENNEDY et al., 2008). Auch kann
ein negatives Testergebnis eine FIP nicht ausschliefen (KENNEDY et al., 1998).
Im Endstadium der FIP und v.a. bei fulminantem Verlauf mit
Korperhohlenerguss ist teils ein Abfall von Antikérpern gegen FCoV zu
beobachten, manchmal sogar bis unter die Nachweisgrenze (PEDERSEN, 1976a,
1995). Ungeféhr 10 % der Katzen mit klinisch manifester FIP sind Antikorper-
negativ (HARTMANN et al., 2003). Mdoglicherweise kommt es bei diesen Katzen

durch die immun-mediierte Vaskulitis zu einem Ubertritt von Blutbestandteilen
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und auch Antikdrpern aus der Blutbahn in den Erguss, sodass diese Antikorper
durch Testverfahren nicht mehr erfasst werden koénnen. Zudem sind im
Endstadium viele Antikorper durch die hohe Viruslast gebunden (ADDIE &
JARRETT, 1993; HARTMANN, 2005; MELI et al., 2013). Die Ergebnisse
vorliegender Studien zum Nachweis von Antikdrpern im Serum sind in Tabelle 1
dargestellt. Sensitivitat und Spezifitat variieren teilweise je nach Titerstufe und
sind meist im Vergleich zur Histopathologie angegeben (SPARKES et al., 1991,
HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al.,, 2003). KENNEDY und
Mitarbeiter (2008) untersuchten Katzen mit FIP, bei denen die Diagnose durch
eine Kombination aus den Resultaten ante mortem durchgefihrter Tests und
histopathologisch festgestellter Gewebeldsionen bestatigt wurde. Die Studie von
SOMA & ISHII (2004) schloss Katzen ein, bei denen zwar klinisch der Verdacht
auf FIP bestand, bei denen die Diagnose aber nicht bestatigt wurde. Die Kontroll-
Gruppen der verschiedenen Studien bestanden aus gesunden Katzen (KENNEDY
et al., 2008) und/oder Katzen mit anderen Erkrankungen (SPARKES et al., 1991;
KENNEDY et al, 2008), in den meisten Studien war FIP eine
Differentialdiagnose  aller Kontroll-Katzen (SPARKES et al., 1991,
HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al., 2003).

GIORI und Mitarbeiter (2011) untersuchten fiinf Katzen mit immunhistochemisch
bestatigter FIP und vier Kontroll-Katzen mit FIP-typischen Symptomen, aber
anderen Erkrankungen und ermittelten eine schlechte Ubereinstimmung zwischen
Antikorper-Nachweis und Immunhistochemie. Auch der Versuch, einen
Antikorper-Test mit hoherer Spezifitdt zu entwickeln, bei dem ausschlief3lich
Antikorper gegen das 7b-Protein nachgewiesen werden sollten, scheiterte. Dieser
Test wurde auf Grundlage der falschlichen Annahme entwickelt, dass FECV kein
intaktes 7b-Gen aufweisen, damit auch kein intaktes 7b-Protein und somit auch
keine Produktion von AntikOrpern gegen das 7b-Protein zu erwarten ware. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl Katzen mit FIP als auch gesunde
FECV-infizierte Katzen und FECV-infizierte Katzen mit anderen Erkrankungen
7b-Antikorper haben und dieser Test daher keine Verbesserung in der Antikorper-
Diagnostik darstellt (KENNEDY et al., 2008).
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Tabelle 1: Studien zur Evaluation des Nachweises von Antikdrpern gegen
FCoV im Serum (Ak: Antikorper, FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline
infektiose Peritonitis, IFA: Immunfluoreszenz-Antikorper-Test, k. A.: keine

Angabe)

Studie/Autoren Probenanzahl Art des Ak- Sensitivitdt | Spezifitat
Nachweises
SPARKES FIP (n =39) IFA 28%—-74% | 64%—-92%
et al. (1991) Kontrollen (n = 39)
HIRSCHBERGER | FIP (n=70) IFA 30%-79% | 64 % —98 %
et al. (1995) Kontrollen (n = 214)
HARTMANN FIP (n=97) IFA 85 % 57 %
et al. (2003) Kontrollen (n = 245)
SOMA and ISHII FIP (n = 88) IFA 100 % k. A.
(2004)
KENNEDY FIP (n=19) Western blot 100 % 25% —-45%
et al. (2008) Kontrollen (n = 20)
GIORI FIP (n=5) IFA k. A k. A.
etal. (2011) Kontrollen (n = 4)
Fur préventive MaBBnahmen und zur Bekampfung von FCoV in

Mehrkatzenhaushalten ist die Bestimmung von Antikorpern gegen FCoV dennoch
sinnvoll. So dient sie beispielsweise zur Uberpriifung von Katzengruppen und
Haushalten auf Freiheit von FCoV, zur Uberpriifung des FCoV-Status neu zu
integrierender Katzen, zur Trennung FCoV-infizierter und nicht-infizierter
Katzen, zur Diagnose einer FECV-bedingten Enteritis und zur Kontrolle
durchgefihrter Isolationsmalnahmen (ADDIE & JARRETT, 1992b). Katzen
ohne Antikdrper scheiden mit grofRer Wahrscheinlichkeit kein FECV aus (ADDIE
et al., 2000; ADDIE & JARRETT, 2001; ADDIE et al., 2015). Allerdings wurden
in einer Studie auch vier Monate p. i. Virusausscheider ohne messbare Antikorper
beobachtet (MELI et al., 2004).

2.1.1.2.
Einige Studien untersuchten den Nachweis von Antikorpern in Ergussfliussigkeit
(OSTERHAUS et al., 1977; HARTMANN et al., 2003; SOMA & ISHII, 2004).

Ein Vergleich zwischen der Antikorper-Bestimmung in Serum und Erguss von

Erguss

Katzen mit klinischem Verdacht auf FIP ergab eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse in beiden Flissigkeiten; bei 23 % der im Serum positiv getesteten
Katzen war der Titer im Erguss jedoch niedriger als im Serum. Die Diagnose FIP
wurde in dieser Studie nicht bestatigt (SOMA & ISHII, 2004). Der Antikorper-



I1. Literaturiibersicht 42

Nachweis (beliebige Titerstufe) im Erguss erreichte in der Studie von
HARTMANN und Mitarbeitern (2003) im Vergleich zur Histopathologie eine
Sensitivitdt von 86 % und eine Spezifitdt von 85 %. Als Kontrollen wurden
Katzen mit Verdacht auf FIP eingeschlossen, bei denen aber eine andere
Erkrankung diagnostiziert wurde. Zusammenfassend ist daher der Nachweis von
Antikdrpern im Erguss zur Diagnose der FIP nicht besser geeignet als der im
Serum (Tabelle 2).

Tabelle 2: Studien zur Evaluation des Nachweises von Antikdrpern gegen
FCoV im Erguss (Ak: Antikoérper, FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline
infektiose Peritonitis, IFA: Immunfluoreszenz-Antikorper-Test, k. A.. keine
Angabe)

Studie/Autoren Proben- | Probenanzahl Art des Sensitivitat | Spezifitat
material Ak-Nach-
weises
HARTMANN Aszites FIP (n = 119) IFA 86 % 85 %
et al. (2003) oder Kontrollen
Thorax- (n=74)
erguss
SOMA and ISHII | Aszites FIP (n = 88) IFA 100 % k. A.
(2004)
2.1.1.3. Liquor

Der Antikorper-Nachweis im Liquor von Katzen mit neurologischer
Manifestation wurde zunéchst als hilfreich fur die Diagnose der FIP angesehen
(FOLEY et al., 1998). Weitere Untersuchungen unter Einbeziehung gréRerer und
sinnvollerer Kontroll-Gruppen zeigten jedoch, dass der Nachweis von
Antikorpern im Liquor, genauso wie der Antikorper-Nachweis im Serum und
Erguss, nicht geeignet ist, um eine FIP ante mortem zu diagnostizieren
(BOETTCHER et al., 2007). Sensitivitat und Spezifitat sind in den Studien im
Vergleich zur Histopathologie angegeben, die Kontroll-Gruppen bestanden
entweder nur aus Katzen mit neurologischen Erkrankungen (FOLEY et al., 1998;
BOETTCHER et al., 2007) oder zusétzlich auch aus Katzen mit nicht-
neurologischen Erkrankungen (BOETTCHER et al., 2007) (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Studien zur Evaluation des Nachweises von Antikdrpern gegen
FCoV im Liquor (Ak: Antikorper, FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline
infektiose Peritonitis, IFA: Immunfluoreszenz-Antikorper-Test, k. A.: keine

Angabe)

Studie/Autoren

Probenanzahl

Art des Ak-
Nachweises

Sensitivitat

Spezifitat

FOLEY
et al. (1998)

FIP ohne
neurologische
Symptome (n = 8)

IFA

0%

k. A.

FOLEY
et al. (1998)

FIP mit
neurologischen

IFA

94 %

100 %

Symptomen (n = 16)
Kontrollen mit
neurologischen
Symptomen (n = 3)

FIP ohne IFA 31%
neurologische
Symptome (n = 13)
Kontrollen ohne
neurologische
Symptome (n = 15)

FIP mit IFA 60 % 93 %
neurologischen
Symptomen (n = 10)
Kontrollen mit
neurologischen
Symptomen (n = 29)

BOETTCHER 100 %

et al. (2007)

BOETTCHER
et al. (2007)

Aufgrund der deutlichen Korrelation von Serum- und Liquor-Antikérpern und der
Tatsache, dass die im Serum festgestellten Titer immer hoher waren als die im
Liquor, wird der Ubertritt der Antikérper aus dem Blut in den Liquor (ber eine
gestorte Blut-Hirn-Schranke als wichtigste Ursache fiir die Anwesenheit von
Antikorpern im Liquor bei Katzen mit anderen Krankheiten diskutiert. Eine
andere Mdoglichkeit ist die lokale Antikérper-Produktion durch eingewanderte B-
Lymphozyten bei Katzen mit FECV-Infektion (BOETTCHER et al., 2007). Eine
Produktion spezifischer Antikorper durch intrathekale B-Lymphozyten wurde
nicht gefunden (STEINBERG et al., 2008).

2.1.2.
Wie bereits beschrieben, spielt das Immunsystem eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der FIP (HORZINEK & OSTERHAUS, 1978; HORZINEK &
OSTERHAUS, 1979a; PEDERSEN & BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980;
WEISS & SCOTT, 1981a, 1981b, 1981c). Die Produktion nicht protektiver

Antikorper und die Bildung von Immunkomplexen sind laut Aussage vieler

Nachweis von Antigen-Antikérper-Komplexen
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Autoren entscheidend an der Entstehung immun-mediierter Lasionen bei FIP
beteiligt (HORZINEK & OSTERHAUS, 1979a; JACOBSE-GEELS et al., 1980;
PEDERSEN & BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; WEISS & SCOTT, 1981b,
1981c; JACOBSE-GEELS et al., 1982; PALTRINIERI et al., 1998a) und
zirkulierende Antigen-Antikérper-Komplexe wurden im Serum und im Erguss
FCoV-infizierter Katzen gefunden (JACOBSE-GEELS et al., 1982; HORZINEK
et al., 1986; PFEIFFER, 1991; SCHROO, 1994; KIPAR et al., 1999; MELI et al.,
2004). Der Wert des Nachweises von Immunkomplexen mittels kompetitivem
ELISA in der FIP-Diagnostik hatte im Vergleich zur Histopathologie eine
Sensitivitat und Spezifitat von 48 % bzw. 91 % (Tabelle 4). Bei den verwendeten
Kontroll-Katzen bestand der Verdacht auf FIP, es wurde jedoch eine andere
Erkrankung diagnostiziert (HARTMANN et al., 2003).

Tabelle 4: Evaluation des Nachweises von Antigen-Antikdrper-Komplexen
(ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, FIP: feline infektiGse Peritonitis)

Studie/Autoren | Proben- | Probenanzahl Art des Sensitivitat | Spezifitat
material Nachweises

HARTMANN Serum FIP (n =29) ELISA 48 % 91 %

et al. (2003) Kontrollen (n = 83)

Auch in weiteren Studien wurden FCoV-spezifische Immunkomplexe auch bei
klinisch gesunden Katzen ohne FIP nachgewiesen (KIPAR et al., 1999; MELI et
al., 2004). Es konnte allerdings beobachtet werden, dass Immunkomplexe bei
FECV-infizierten Katzen nur kurzzeitig ungefahr drei Wochen p. i. auftraten
(PFEIFFER, 1991). Letztlich ist auch der Nachweis von Immunkomplexen nicht
zur Diagnose der FIP geeignet (HARTMANN et al., 2003).

2.2. Direkter Erregernachweis

Im Gegensatz zu indirekten Nachweismethoden, die lediglich auf eine
Auseinandersetzung des Immunsystems mit FCoV hinweisen, liefert der direkte
Erregernachweis den Beweis fiir eine bestehende Infektion (HERREWEGH et al.,
1995a). Die Virusisolation in Zellkultur ist zeitaufwendig und v. a. bei dem im
Feld vorherrschenden Serotyp I-FCoV (PEDERSEN et al., 1984a; ADDIE et al.,
2003; BENETKA et al., 2004; KUMMROW et al., 2005; SHIBA et al., 2007
LIN et al., 2009b) nur sehr schwierig durchfiihrbar. Sie ist daher als Routine-
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Diagnostik nicht geeignet (PEDERSEN et al., 1984a; VENNEMA, 1999).

2.2.1. Polymerase-Kettenreaktion

Seit der ersten Anwendung dieser Technik zum Nachweis von FCoV (LI &
SCOTT, 1994) ist der direkte Virusnachweis mittels RT-PCR eine vielfach
verwendete Methode in der Diagnostik der FIP. GemdR der lange Zeit
bestehenden Hypothese, dass ausschlieSlich FIPV und nicht FECV systemisch
verbreitet werden, ging man zunéchst davon aus, dass der Nachweis von FCoV im
Blut, Erguss oder Gewebe aullerhalb des Gastrointestinaltraktes fiir das VVorliegen
des virulenten FIPV-Pathotyps spricht (PEDERSEN et al., 1981b; WEISS &
SCOTT, 1981a; PEDERSEN et al., 1984b; STODDART & SCOTT, 1989).

2.2.1.1. Gewebe

Bei Katzen mit FIP ist FIPV-RNA in groRen Mengen ausschlieRlich in
entziindlich verandertem Gewebe zu finden. Gewebe ohne Beteiligung am
Entziindungsgeschehen weisen keine oder nur geringe Mengen an RNA auf.
Organe mit der groBten Viruslast sind Omentum, mesenteriale Lymphknoten und
Milz. Niere, Leber, Lunge, Myokard und Popliteal-Lymphknoten enthalten
geringere Mengen oder gar kein Virus (PEDERSEN et al., 2015). Eine Ubersicht

uber verschiedene Studien zur RT-PCR aus Gewebe ist in Tabelle 5 dargestellt.

Li und Scott (1994) wiesen mittels RT-PCR bei 88 % der Katzen mit klinischem
FIP-Verdacht FCoV in Organmaterial (Leber, Niere und/oder Milz) nach; bei
experimentell mit FIPV infizierten Katzen waren es 100 %. In dieser ersten Studie
wurde allerdings auch bei 61 % der Katzen ohne FIP-Verdacht FCoV-RNA im
Gewebe detektiert. KIPAR und Mitarbeiter (2006a) wiesen bei allen in ihrer
Studie untersuchten Katzen mit FIP (immunhistochemisch bestétigt), aber auch
bei 85 % der klinisch gesunden FECV-infizierten Katzen in mindestens einem
h&molymphatischen Gewebe (Milz, mesenteriale Lymphknoten, Knochenmark)
FCoV-RNA nach. Bei Katzen mit FIP verlief die real-time reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR) in 60 % der Falle in der Milz, in 87 % der
Falle in mesenterialen Lymphknoten und in 67 % der Falle im Knochenmark
positiv. Bei FCoV-infizierten Katzen ohne FIP wurde FCoV-RNA in der Milz in
38 %, in mesenterialen Lymphknoten in 33 % und im Knochenmark in 46 % der
Falle nachgewiesen (KIPAR et al., 2006a).
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Tabelle 5: Studien zur Evaluation verschiedener RT-PCR zum Nachweis von
FCoV-RNA aus Gewebe (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektiose

Peritonitis,

Ribonukleinsaure,

k. A

RT-PCR:

keine Angabe, mRNA: Boten-Ribonukleinséure,
reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion,

RNA:

RT-gPCR: real-time reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion)

Studie/Auto | Proben- Probenanzahl Artder | Sensitivitat Spezifitat
ren material PCR
LI and Leber, Niere, | FIP (n=28) RT- 88 % 39 %
SCOTT Milz Kontrollen PCR
(1994) (n=84)
LI and Leber, Niere, | Experimentell RT- 100 % k. A
SCOTT Milz induzierte FIP PCR
(1994) (n=13)
KIPAR Héamo- FIP (n = 15) RT- 60%—-87% | 54 % —-67%
et al. lymphatische | Kontrollen gPCR
(2006a) Gewebe (n=13)
HORNYAK | Verschiedene | FIP (n=32) RT- 60 % — 100 % | 100 %
etal. (2012) | Gewebe Kontrollen (n=9) | gPCR

fiir

MRNA
PORTER Verschiedene | FIP (n =45) RT- 96 % 78 %
etal. (2014) | Gewebe Kontrollen gPCR

(n=41)

In einer anderen Studie wurde mittels RT-gPCR in 71 % der Gewebeproben von
Katzen mit FIP (immunhistochemisch bestétigt) FCoV-mRNA gefunden. Am
haufigsten enthielten mesenteriale Lymphknoten (100 %), Milz (88 %), Lunge
(86 %), Leber (75 %), bronchiale Lymphknoten (67 %), Niere (63 %) und Darm
(60 %) vermehrungsfahiges Virus. Gewebe von gesunden Katzen mit FECV-
Infektion wurde zu 100 % negativ getestet (HORNYAK et al., 2012). PORTER
und Mitarbeiter (2014) untersuchten Katzen mit immunhistochemisch bestatigter

FIP und Kontroll-Katzen mit anderen Erkrankungen.

2.2.1.2. Blut

Basierend auf der urspriinglichen Annahme, dass ausschlielich FIPV und nicht
FECV systemisch verbreitet werden, wurde eine RT-PCR entwickelt, welche das
3‘-Ende des FCoV-Genoms amplifizierte und dadurch alle bekannten FCoV-
Isolate erkennen sollte. Die RT-PCR konnte nicht zwischen FECV und FIPV und
ebenso nicht zwischen FCoV und CCV oder TGEV unterscheiden. Es wurde aber
angenommen, dass in Blut oder Erguss nur FIPV nachzuweisen wére. Studien
zeigten jedoch, dass, anders als bislang angenommen, FCoV mittels RT-PCR

auch im Plasma von Katzen mit anderen Erkrankungen als FIP und von
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asymptomatischen Katzen nachgewiesen werden konnte (HERREWEGH et al.,
1995a; HERREWEGH et al., 1997). Mehrere Studien, die den diagnostischen
Wert der RT-PCR aus Serum, Plasma oder Vollblut evaluierten, bestatigten diese
Ergebnisse (EGBERINK et al., 1995; FEHR et al., 1996; GUNN-MOORE et al.,
1998b; KENNEDY et al., 1998; HARTMANN et al., 2003). Eine Ubersicht dieser
Studien ist in Tabelle 6 dargestellt. Wurden unterschiedliche Blutfraktionen in
einer Studie untersucht, so sind Sensitivitat bzw. Spezifitat als Spanne angegeben.
In den meisten Studien wurde als vergleichender Standard die Histopathologie
verwendet (EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-
MOORE et al., 1998b; KENNEDY et al., 1998; HARTMANN et al., 2003;
SIMONS et al., 2005; DOENGES et al., 2017), in einer Studie teils auch der
Antigen-Nachweis im Erguss (DOENGES et al., 2017). Andere Studien schlossen
Katzen mit klinischem FIP-Verdacht ein, die Diagnose wurde jedoch nicht oder
nicht bei allen Katzen bestatigt (SIMONS et al., 2005; CAN-SAHNA et al., 2007;
SHARIF et al., 2011). Die Kontroll-Gruppen enthielten entweder gesunde Katzen
(EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-MOORE et al.,
1998b; SIMONS et al., 2005; CAN-SAHNA et al., 2007; SHARIF et al., 2011)
und/oder Katzen mit anderen Erkrankungen als FIP, teilweise auch mit FIP-
typischen Symptomen (EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995g;
KENNEDY et al.,, 1998; HARTMANN et al., 2003; SIMONS et al., 2005;
DOENGES et al., 2017).

FEHR und Mitarbeiter (1996) untersuchten 63 Serumproben von 62 Katzen mit
abdominalen Symptomen. Eine definitive Diagnose wurde nicht gestellt, sodass
die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat nicht mdglich war. Bei 18 Katzen
ergab sich ein positives nested reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-nPCR)-Ergebnis. Eine dieser Katzen uberlebte beinahe drei Jahre, vier
weitere Katzen lebten mindestens 70 Monate nach der Untersuchung. Dies spricht
aufgrund der medianen Uberlebenszeit von neun Tagen (RITZ et al., 2007) gegen
FIP. Es ist also davon auszugehen, dass bei diesen Katzen ein falsch-positives
Ergebnis vorlag (FEHR et al., 1996).
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Tabelle 6: Studien zur Evaluation verschiedener RT-PCR zum Nachweis von
FCoV-RNA aus Blut (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektiose
Peritonitis, k. A.: keine Angabe, mRNA: Boten-Ribonukleinséure, n. d.: nicht
differenziert, PBMC: mononukledre Zellen des peripheren Blutes, PCR:
Polymerase-Kettenreaktion, RNA: Ribonukleinsdure, RT-LAMP: reverse-
Transkriptase-Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation, RT-nPCR: nested

reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, RT-PCR: reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, © RT-qPCR:  real-time  reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion)
Studie/Autoren | Proben- | Probenanzahl Artder | Sensitivitat | Spezifitat
material PCR
HERREWEGH | Serum, FIP (n=17) RT- 56%—-75% | 75% —-88 %
et al. (1995a) Plasma | Kontrollen (n=15) | nPCR
= - 0, 0,
EGBERINK Plasma FIP (n=42) RT 1% 89 %
et al. (1995) Kontrollen nPCR
' (n=141)
FEHR Serum n.d. (n=63) RT- k. A. k. A.
et al. (1996) nPCR
GUNN- Serum, FIP (n =47) semi- 67% —-87% | 10%-20%
MOORE Plasma, | Kontrollen (n=69) | nested
et al. (1998b) Vollblut RT-PCR
= - 0n — 0, 0,
KENNEDY Serum, FIP (n=6) RT 20%-75% | 100 %
t al (1998 Plasma, | Kontrollen (n=5) | nPCR
etal. (1998) Vollblut
HARTMANN | Serum FIP (n=17) RT- 53 % 88 %
et al. (2003) Kontrollen (n=8) | nPCR
SIMONS PBMC FIP (n =81) RT-PCR 93 % 100 %
et al. (2005) Kontrollen (n=17) | fur
’ mRNA
= - 0, 0
SIMONS PBMC | FIP (n = 651) RT-PCR | 46 % 95 %
et al. (2005) Kontrollen fiir
: (n=424) mMRNA
= - 0, 0,
CAN-SAHNA Vollblut | FIP (n=1) RT PCR | 100 % 48 %
et al. (2007) Kontrollen (n = 25) | fur
' MRNA
SHARIF Vollblut | FIP (n =10) RT-PCR | 100 % 33 %
et al. (2011) Kontrollen (n = 40)
SHARIF Vollblut | FIP (n = 10) RT-PCR | 100 % 85 %
etal. (2011) Kontrollen (n = 40) | fur
: MRNA
Leuko- FIP (n=2) RT- 100 % k. A.
HORNYAK zyten gPCR
et al. (2012) fur
MRNA
DOENGES Serum, | FIP (n = 43) RT- 15% —29 % | 100 %
et al. (2017) PBMC Kontrollen (n = 49) | gPCR
Vollblut | FCoV-positiv RT- 25%-50% | 100 %
STRANIERI (n=4) LAMP
et al. (2017a) FCoV-negativ
(n=5)
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GUNN-MOORE und Mitarbeiter (1998b) fanden eine Virdmie, also eine positive
PCR, bei 80 % — 90 % klinisch gesunder FECV-infizierter Katzen. Die RT-PCR
aus Blut sollte also, v. a. aufgrund der zu niedrigen Spezifitat, nicht allein zur
Diagnosestellung verwendet werden. Aus Blut wird die hochste Sensitivitat flr
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)-Plasma als Matrix angegeben, gefolgt von
EDTA-Vollblut und Serum (HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-MOORE et al.,
1998b; KENNEDY et al., 1998). Eine neuere Studie demonstrierte eine bessere
Sensitivitat fur PBMC im Vergleich zu Serum (DOENGES et al., 2017). Dennoch
ist Blut insgesamt aufgrund des nur sehr niedrigen Virusgehaltes und der damit
verbundenen niedrigen Sensitivitdit der RT-PCR als Probenmaterial nicht zu
empfehlen (PEDERSEN et al., 2015).

Zwar koénnen FECV Monozyten und Makrophagen infizieren, sie besitzen
allerdings nicht die Fahigkeit zu effektiver Replikation innerhalb dieser Zellen
(STODDART & SCOTT, 1989; DEWERCHIN et al., 2005; ROTTIER et al.,
2005). Auf der Grundlage dieser Tatsache wurde eine RT-PCR entwickelt, die
speziell die mRNA der FCoV amplifizierte und damit nur aktiv replizierende
FCoV in mononukledren Zellen nachwies. Da in einer ersten Studie 93 % der
Katzen mit histopathologisch bestatigter FIP und keine der Kontroll-Katzen mit
gleichen Symptomen, aber anderen Erkrankungen als FIP positiv getestet wurden,
wurde die mMRNA-PCR zunéachst als nutzliche diagnostische Methode erachtet.
Allerdings war die Methode in einer Folgestudie bei 5 % einer Gruppe klinisch
gesunder Katzen positiv (SIMONS et al., 2005). FCoV-mRNA und damit eine
Replikation der FCoV auch im Blut wurde in weiteren Studien bei 52 % (CAN-
SAHNA et al.,, 2007) und 15 % (SHARIF et al., 2011) der gesunden FECV-
infizierten Katzen nachgewiesen. Katzen mit FIP weisen allerdings grundsatzlich
eine grolere Viruslast auf und zeigen hohere Replikationsraten als FECV-
infizierte Katzen (KIPAR et al., 2006a; PORTER et al., 2014). Eine RT-gPCR,
welche die Amplifizierung und gleichzeitige Quantifizierung viraler mRNA
erlaubt, konnte daher eine Unterscheidung zwischen der geringgradigen
Replikation der FECV und der deutlich hoheren Replikation der FIPV
ermoglichen.  Mit einer Sensitivitdit von 100% (im Vergleich zur
Immunhistochemie) fiir Leukozyten aus kardialem Blut erwies sich eine solche
auf dem  Forster-Resonanzenergietransfer  basierende  RT-qPCR  als
vielversprechende diagnostische Nachweismethode (HORNYAK et al., 2012).
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Diese wurde allerdings bislang nur an sehr geringen Patientenzahlen und nicht im

Feld getestet.

Eine neuere Methode ist die loop-mediated isothermal amplification (LAMP),
welche den Vorteil einer sehr schnellen Amplifikation von Nukleinséure birgt.
Die reverse-Transkriptase-Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation (RT-
LAMP) wurde in einer aktuellen Studie bei Katzen, bei denen der Verdacht auf
FIP bestand, in Blut, Erguss, Lymphknoten und Kot angewandt. Der Vergleich
der Ergebnisse erfolgte allerdings nicht mit dem Goldstandard, dem
immunhistochemischen Nachweis von FCoV-Antigen in Makrophagen in
Gewebeldsionen (KIPAR et al., 1998a; ADDIE et al., 2004b; PEDERSEN, 2009;
GIORI et al., 2011; KIPAR & MELI, 2014), sondern mit den Ergebnissen einer
RT-nPCR. Hierbei wurde in allen Materialien eine Spezifitat von 100 % erreicht,
die  Sensitivitat ~war  aber auch  mit  zwei  unterschiedlichen
Visualisierungstechniken nur gering bis maiig (s. Tabelle 6 und 7). Die Zahl der
Lymphknotenproben war zu gering, als dass eine Aussage Uber den

diagnostischen Nutzen méglich gewesen wére (STRANIERI et al., 2017a).

2.2.1.3. Erguss

Bei Katzen mit FIP und Korperhéhlenerguss ist die Viruslast im Erguss deutlich
hoher als im Blut (PEDERSEN et al., 2015). Eine Ubersicht (iber verschiedene
Studien zur RT-PCR aus Erguss mit Sensitivitaten und Spezifitaten ist in Tabelle
7 dargestellt. Wie daraus ersichtlich, war der Probenumfang bei vielen der alteren
Studien relativ gering. Sensitivitat und Spezifitdt wurden meist im Vergleich zur
Histopathologie ermittelt (HIRSCHBERGER et al., 1995; GAMBLE et al., 1997,
HARTMANN et al., 2003; TSAl et al., 2011; DOENGES et al., 2017), in anderen
Studien teils auch im Vergleich zum Antigen-Nachweis im Erguss (DOENGES et
al.,, 2017) oder Gewebe (LONGSTAFF et al., 2017) oder im Vergleich zur
labordiagnostischen Untersuchung von Ergussflussigkeit (GAMBLE et al., 1997).
Die Kontroll-Gruppen enthielten Katzen, bei denen klinisch der Verdacht auf FIP
bestand, bei denen aber andere Erkrankungen diagnostiziert wurden
(HIRSCHBERGER et al., 1995; GAMBLE et al., 1997; HARTMANN et al.,
2003; DOENGES et al., 2017; LONGSTAFF et al., 2017).



I1. Literaturiibersicht 51

Tabelle 7: Studien zur Evaluation verschiedener RT-PCR zum Nachweis von
FCoV-RNA aus Erguss (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektiose
Peritonitis, k. A.: keine Angabe, n. d.: nicht differenziert, PCR: Polymerase-
Kettenreaktion, RNA: Ribonukleinsdure, RT-LAMP: reverse-Transkriptase-
Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation, RT-nPCR: nested reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, = RT-PCR:  reverse-Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion, = RT-gPCR:  real-time  reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion)
Studie/Autoren | Proben- Probenanzahl Art der Sensitivitat | Spezifitat
material PCR
HERREWEGH | Aszites FIP (n=5) RT-nPCR | 100 % 100 %
et al. (1995a) Kontrollen (n = 1)
GAMBLE Aszites oder FIP (n=12) RT-nPCR | 91 % 94 %
et al. (1997) Thoraxerguss | Kontrollen
(n=11)
KENNEDY Aszites oder FIP (n=5) RT-nPCR | 100 % 100 %
et al. (1998) Thoraxerguss | Kontrollen (n = 3)
HARTMANN Aszites oder FIP (n =5) RT-nPCR | 100 % 100 %
et al. (2003) Thoraxerguss | Kontrollen (n = 1)
TSAI Aszites oder FIP (n=27) RT-nPCR | 96 % k. A.
et al. (2011) Thoraxerguss
SOMA Aszites n.d. (n = 854) RT-PCR | k. A. k. A.
et al. (2013)
LONGSTAFF Aszites, FIP (n =20) RT-gPCR | 85 % 100 %
etal. (2017) Thoraxerguss | Kontrollen
oder (n=23)
Perikarderguss
DOENGES Aszites oder FIP (n = 36) RT-qPCR | 89 % 100 %
etal. (2017) Thoraxerguss | Kontrollen
(n=33)
STRANIERI k. A FCoV-positiv RT- 40 % 100 %
et al. (2017a) (n=5) LAMP
FCoV-negativ
(n=3)

SOMA und Mitarbeiter (2013) untersuchten zwar Erguss von 854 Katzen mit dem
klinischen Verdacht auf FIP, die Krankheit wurde jedoch nicht bestétigt.
AuBerdem fehlen Angaben dariiber, ob die in der RT-PCR negativ getesteten
Katzen andere Erkrankungen hatten als FIP, sodass eine Berechnung einer
Sensitivitadt und Spezifitat nicht moglich war. In dieser Studie wurde bei 377 der
854 Katzen (44 %) FCoV-RNA im Erguss nachgewiesen (SOMA et al., 2013). In
einer anderen Studie wurden Plasma und/oder Aszites von 42 Katzen mit
histopathologisch bestatigter FIP und 141 Kontroll-Katzen (gesund oder mit FIP
typischen Symptomen, aber nicht an FIP erkrankt) untersucht. Bei 70 % der
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Katzen mit FIP wurde FCoV-RNA im Plasma nachgewiesen. Bei funf
zusétzlichen Katzen, deren Plasma negativ getestet wurde, verlief die RT-nPCR
aus Erguss positiv. Es fehlen Angaben daruber, wie viele Ergussproben insgesamt
getestet wurden (EGBERINK et al., 1995), weshalb die Studie nicht in die Tabelle
aufgenommen wurde. KENNEDY und Mitarbeiter (1998) untersuchten insgesamt
27 Katzen mit Verdacht auf FIP, eine histopathologische Bestatigung lag jedoch
nur bei 13 Katzen vor. Erguss war bei acht dieser 13 Katzen vorhanden. Trotz der
in &lteren Studien ermittelten vielversprechenden hohen Spezifitdt PCR-basierter
Nachweismethoden aus Erguss ist zu bedenken, dass die RT-PCR im Vergleich zu
anderen direkten Nachweismethoden mdglicherweise auch kleine Mengen an
FCoV-RNA nachweist, die bei Katzen mit zirkulierenden FCoV im Rahmen
verschiedener Entziindungsprozesse (auch ohne FIP) aus dem Blut in den Erguss
Ubertreten kdnnten (ADDIE et al., 2004b).

2.2.1.4. Liquor

Die Evaluation von RT-PCR im Liquor ergab bislang immer eine Spezifitat von
100 %. FCoV-RNA konnte also nur bei Katzen mit FIP (mit und ohne
neurologische Symptome), nicht aber bei Kontroll-Katzen nachgewiesen werden
(Tabelle 8). Die Diagnose FIP wurde in den Studien histopathologisch (FOLEY et
al., 1998; DOENGES et al., 2016) und/oder mittels Antigen-Nachweises im
Erguss gestellt (DOENGES et al.,, 2016). Die Kontroll-Gruppen bestanden
entweder nur aus Katzen mit neurologischen Erkrankungen (FOLEY et al., 1998)
oder zusétzlich auch aus Katzen mit nicht-neurologischen Erkrankungen, aber
FIP-typischen Symptomen (DOENGES et al., 2016).

Die Blut-Hirn-Schranke wurde bislang nicht speziell bei Katzen mit FIP
untersucht, dennoch ist davon auszugehen, dass sie im Zuge der Entziindung bei
FIP gestort ist (WEBB & MUIR, 2000). Generell kommt es im Zuge
verschiedener Infektionen und Entziindungen des zentralen Nervensystems zur
Ausschittung von Zytokinen, Adhdsionsmolekilen, Metalloproteasen und
anderen Mediatoren, welche zur Schéadigung der tight junctions, der
Basalmembran und des zerebrovaskuldren Endothels fiihren. Dies ermdglicht
letztlich den Ubertritt von Zellen und Erregern iiber die Blut-Hirn-Schranke
(WEBB & MUIR, 2000). Obwohl bisher keine positiven PCR-Ergebnisse im
Liquor von Katzen ohne FIP auftraten, ist also denkbar, dass FCoV (ber eine
gestorte Blut-Hirn-Schranke, beispielsweise im Rahmen anderer neurologischer
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Erkrankungen, in das zentrale Nervensystem und damit auch den Liquor
ubertreten kdnnen, so wie es auch fur Antikorper vermutet wird (BOETTCHER et
al., 2007).

Tabelle 8: Studien zur Evaluation verschiedener RT-PCR zum Nachweis von
FCoV-RNA aus Liquor (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektiose
Peritonitis, RNA: Ribonukleinséure, RT-PCR: reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion,  RT-qPCR: real-time  reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion)

Studie/Autoren | Proben- Probenanzahl Art der Sensitivitat | Spezifitat
material PCR

FOLEY Liquor FIP (n=24) RT-PCR |21 % 100 %

et al. (1998) Kontrollen (n = 3)

FOLEY Liquor FIP mit RT-PCR 31% 100 %

et al. (1998) neurologischen

Symptomen (n = 16)
Kontrollen mit
neurologischen
Symptomen (n = 3)

DOENGES Liquor FIP (n=19) RT-qPCR | 42% 100 %
et al. (2016) Kontrollen (n = 15)

DOENGES Liquor FIP mit RT-gPCR | 86 % 100 %
et al. (2016) neurologischen

und/oder okularen
Symptomen (n =7)
Kontrollen mit
neurologischen
und/oder okularen
Symptomen (n = 3)

2.2.1.5. Anderes Material

Ein anderes Material, das zur Untersuchung mittels RT-PCR zur Verfugung steht,
ist z. B. das Augenkammerwasser. Der diagnostische Nutzen einer RT-PCR aus
Kammerwasser wurde bislang noch nicht in Studien untersucht. Ein Fallbericht
zeigte, dass die RT-PCR aus Kammerwasser bei drei von zehn Katzen mit Uveitis
positiv verlief, allerdings gab es keine eindeutig definierten FIP- und Kontroll-
Gruppen (JINKS et al., 2016).

2.2.2. Nachweis von felinem Coronavirus-Antigen in Makrophagen

Monozyten/Makrophagen sind die Zielzellen der Vermehrung des FIPV (WEISS
& SCOTT, 1981a, 1981b; STODDART & SCOTT, 1989; KIPAR et al., 19983;
KIPAR et al., 2005; CORNELISSEN et al., 2007). Sowohl FECV als auch FIPV
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kdnnen sich in Monozyten/Makrophagen vermehren und zu einer Monozyten-
assoziierten Virdmie fihren (GUNN-MOORE et al., 1998b; MELI et al., 2004;
KIPAR et al., 2006a; KIPAR et al., 2010; PEDERSEN et al., 2012). Allerdings
wurde bislang angenommen, dass nur FIPV in der Lage ist, in so ausreichendem
MaRe in den Zellen zu replizieren, dass sich virales Antigen intrazelluldr in den
Makrophagen anfarben lasst (ADDIE et al., 2009).

2.2.2.1. Gewebe

Die Immunhistochemie (IHC) aus histologisch verandertem Gewebe gilt als der
Goldstandard zur Diagnose der FIP (KIPAR et al., 1998a; ADDIE et al., 2004b;
PEDERSEN, 2009; GIORI et al.,, 2011; KIPAR & MELI, 2014). Die ersten
Berichte ber den immunhistochemischen Nachweis von FCoV-Antigen im
Gewebe von an FIP erkrankten Katzen stammen aus dem Jahr 1989. Eine Studie
beschrieb den Nachweis von FCoV-Antigen in Epithelzellen des dritten
Augenlides mittels indirekter Immunfluoreszenz aus Abklatschpréparaten (HOK,
1989). Eine andere Studie verwendete eine Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-
Methode zum Nachweis von FCoV in Paraffinschnitten verschiedener Organe
(WALTER et al., 1989). Die Anfarbung des Virus-Antigens mittels indirekter
Immunfluoreszenz in Kryoschnitten verschiedener Gewebe (HOK, 1990, 1991)
und mittels IHC in gewebestdndigen Makrophagen in durch FIP verursachten
Lasionen (histopathologisch festgestellt) wurde seitdem mehrfach beschrieben
(TAMMER et al., 1995; KIPAR et al., 1998a). Die IHC erreichte eine Sensitivitét
von 97 % und eine Spezifitdt von 100 %. Untersucht wurden Katzen mit
histopathologisch  bestédtigter FIP  und Kontroll-Katzen mit anderen
histopathologisch diagnostizierten Erkrankungen (TAMMER et al., 1995). Eine
Ubersicht tiber verschiedene Studien zum Antigen-Nachweis in Makrophagen im

Gewebe ist in Tabelle 9 dargestellt.

Oft wird die IHC erst post mortem durchgefuhrt, da die Entnahme der
Gewebeproben ante mortem mittels Laparotomie oder Laparoskopie sehr invasiv
ist. Aufgrund der variablen Verteilung des FCoV-Antigens innerhalb FIP-
induzierter Gewebeldsionen (KIPAR et al., 1998a) missen oft mehrere Organe
bioptiert werden, um eine positive Anfarbung des Antigens zu erzielen. Die
Aussagekraft der Verwendung von perkutan entnommenen
Feinnadelaspirationsbiopsien (FNA) oder Tru-cut-Biopsien zum immunzyto-
/immunhistochemischen Nachweis von FCoV-Antigen in Makrophagen in Leber
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und Niere wurde als weniger invasive diagnostische Methode evaluiert. Aufgrund
der niedrigen Sensitivitat von sowohl Tru-cut-Biopsien (24 % fir Leber, 31 % fur
Niere) als auch FNA (17 % — 31 % fur Leber (je nach Technik), 11 % — 20 % fir
Niere) waren diese Arten der Gewebe-/Zell-Entnahme fiir den Antigen-Nachweis
in Makrophagen jedoch nicht zu empfehlen. Da nur Katzen mit FIP
(histopathologisch bestatigt) untersucht wurden, konnte (ber die Spezifitat keine
Aussage gemacht werden (GIORDANO et al., 2005).

Tabelle 9: Studien zur Evaluation des Nachweises von FCoV-Antigen im
Gewebe (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektidse Peritonitis, FNA:
Feinnadelaspirationsbiopsie, ICC: Immunzytochemie, IHC: Immunhistochemie,
k. A.: keine Angabe)

Studie/Autor | Proben- Probenanzahl Art des Sensitivitat | Spezifitat
en material Antigen-
Nachweises
TAMMER Verschiedene | FIP (n =102) IHC 98 % 100 %
etal. (1995) | Gewebe Kontrollen
(n=6)

GIORDANO | Tru-cut- FIP (n = 25) IHC 24 % k. A.
et al. (2005) Biopsien

Leber
GIORDANO | Tru-cut- FIP (n=18) IHC 31% k. A
et al. (2005) Biopsien

Niere
GIORDANO | FNA Leber FIP (n=22) ICC 17%-31% | k. A.
et al. (2005)
GIORDANO | FNA Niere FIP (n=24) ICC 11%-20% | k. A
et al. (2005)

Die IHC wurde auch genutzt, um FCoV in Makrophagen in eher ungewdhnlichen
Geweben oder bei GroRkatzen nachzuweisen. So wurde FCoV in der Haut zweier
Katzen mit atypischen Hautlasionen (DECLERCQ et al., 2008; BAUER et al.,
2013), in verschiedenen Geweben eines Pumas (STEPHENSON et al., 2013), im
Auge eines Léwen (MWASE et al., 2015) und im Penisgewebe eines Katers
(ROTA et al., 2008) angefarbt.

2.2.2.2. Erguss
In der Ergussflussigkeit wird fur den Antigen-Nachweis meist eine
Immunfluoreszenzfarbung verwendet. So kann FCoV mittels

fluoreszenzmarkierter Antikorper im Zytoplasma von Makrophagen angefarbt
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werden (CAMMARATA PARODI et al., 1993). In friiheren Studien wurde flr
diesen Test eine ausgezeichnete Spezifitat von 100 % fur die Diagnose der FIP
ermittelt. Man ging daher davon aus, dass ein positives Testergebnis eine
definitive Diagnosestellung ermdglichen wirde (CAMMARATA PARODI et al.,
1993; HIRSCHBERGER et al., 1995; PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN
et al., 2003). In einer neueren Studie wurden hingegen auch positive Ergebnisse in
der Immunfluoreszenzfarbung bei Katzen mit Korperhohlenergiissen aufgrund
anderer Erkrankungen gefunden (LITSTER et al., 2013). Die Spezifitat wurde in
dieser Studie mit 71 % angegeben. Mdgliche Ursachen fur die ,,falsch-positiven*
Ergebnisse sind beispielsweise die Bindung der verwendeten Antikorper an
andere als virale Strukturen innerhalb der Makrophagen oder Kontamination
wéhrend des Testverfahrens (LITSTER et al., 2013).

Die Sensitivitdat des Immunfluoreszenz-Tests war in den meisten Studien mit
57 % — 95 % relativ niedrig; ein negatives Testergebnis kann demnach nicht zum
Ausschluss der FIP herangezogen werden (CAMMARATA PARODI et al., 1993;
HIRSCHBERGER et al., 1995; PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al.,
2003). Die hohe Anzahl an falsch-negativen Ergebnissen kann mit einer zu
geringen Anzahl von Makrophagen in einigen Ergussproben erklart werden
(HARTMANN et al., 2003). Auch die kompetitive Bindung des FCoV-Antigens
durch zirkulierende Antikdrper im Erguss, das damit den fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern nicht mehr zur Verfligung steht, kommt als mdgliche Ursache fir
falsch-negative Ergebnisse infrage; in einer Studie hatten alle Katzen mit falsch-
negativem Antigen-Nachweis im Erguss Antikorper im Serum oder Punktat
(HIRSCHBERGER et al., 1995). Eine neuere Studie ermittelte, im Gegensatz zu
den Resultaten vorhergehender Studien, eine Sensitivitat von 100 % (LITSTER et
al., 2013). Diese Studie untersuchte ausschliellich ante mortem gewonnene
Ergussproben, anders als manche frihere Studien, die sowohl ante mortem als
auch post mortem gewonnene Proben verwendeten (CAMMARATA PARODI et
al., 1993; PALTRINIERI et al., 1999). Zudem wurde in der neuen Studie ein
Biotin-gekoppelter monoklonaler anti-FCoV-Antikorper verwendet (LITSTER et
al., 2013), wahrend zuvor Fluoreszein-markierte polyklonale anti-FCoV-
Antiseren verwendet wurden (CAMMARATA PARODI et al, 1993,
PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al., 2003). AuRerdem wurden die
vorhandenen Proben in der Studie von LITSTER und Mitarbeitern (2013)
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innerhalb von 24 Stunden nach der Entnahme untersucht. Mit wachsender
Zeitspanne zwischen Probengewinnung und Testdurchfiihrung war eine Abnahme
der Sensitivitat zu beobachten. Bei Lagerung der Ergussproben bei 4 °C oder auch
bei Raumtemperatur konnte FCoV-Antigen aber zumindest fiir zwei Tage mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (LITSTER et al., 2013). Eine Ubersicht
uber die Ergebnisse der verschiedenen Studien zum Antigen-Nachweis im Erguss
ist in Tabelle 10 zu finden. Die Diagnose der FIP erfolgte in diesen Studien
entweder histopathologisch (CAMMARATA PARODI et al, 1993;
HIRSCHBERGER et al., 1995; HARTMANN et al., 2003; LITSTER et al., 2013)
oder immunhistochemisch (PALTRINIERI et al., 1999). Die Kontroll-Gruppen
bestanden aus Katzen mit FIP-typischen Symptomen, bei denen eine andere
Erkrankung diagnostiziert wurde (CAMMARATA PARODI et al., 1993;
HIRSCHBERGER et al., 1995; PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al.,
2003; LITSTER et al., 2013).

Tabelle 10: Studien zur Evaluation des Nachweises von FCoV-Antigen im
Erguss (FCoV: felines Coronavirus, FIP: feline infektidse Peritonitis)

Studie/Autoren Proben- | Probenanzahl Art des Sensitivitat | Spezifitat

material Antigen-

Nach-
weises

CAMMARATA Aszites FIP (n=21) Immun- 95 % 100 %
PARODI oder Kontrollen fluoreszenz
etal. (1993) Thorax- | (n=11)

erguss
HIRSCHBERGER | Aszites FIP (n =49) Immun- 69 % 100 %
et al. (1995) oder Kontrollen fluoreszenz

Thorax- | (n=50)

erguss
PALTRINIERI Aszites FIP (n=79) Immun- 95 % 100 %
et al. (1999) oder Kontrollen fluoreszenz

Thorax- | (n=31)

erguss
HARTMANN Aszites FIP (n = 109) Immun- 57 % 100 %
et al. (2003) oder Kontrollen fluoreszenz

Thorax- | (n=62)

erguss
LITSTER Aszites FIP (n =10) Immun- 100 % 71 %
et al. (2013) oder Kontrollen fluoreszenz

Thorax- | (n=7)

erguss
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2.2.2.3. Liquor
Bei einer Katze mit neurologischer Manifestation der FIP wurde FCoV mittels
immunzytochemischer  Anfarbung auch in Makrophagen des Liquors

nachgewiesen (IVES et al., 2013). Eine aktuelle prospektive Studie ermittelte eine
Sensitivitat von 85 % und eine Spezifitat von 83 % flr den immunzytochemischen
Nachweis von FCoV-Antigen in Makrophagen im Liquor von Katzen mit
Verdacht auf FIP, die teilweise neurologische Symptome aufwiesen (Tabelle 11).
Bei einem Teil der Katzen wurde immunhistochemisch FIP diagnostiziert, die
anderen Katzen hatten eine andere Erkrankung und wurden als Kontroll-Katzen
eingeschlossen. Wurden nur Katzen mit neurologischen Symptomen betrachtet, so
betrug die Sensitivitat 78 %, die Spezifitdt 88 %. Bei Evaluation ausschlieBlich
der Katzen ohne neurologische Symptome betrug die Sensitivitdt 91 %, die
Spezifitdt 50 % (GRUENDL et al., 2016).

Tabelle 11: Evaluation des Nachweises von FCoV-Antigen im Liquor (FCoV:
felines Coronavirus, FIP: feline infektiose Peritonitis, ICC: Immunzytochemie)

Studie/Autoren | Probenanzahl Art des Sensitivitat | Spezifitat
Antigen-
Nachweises
GRUENDL FIP (n = 20) ICC 85 % 83 %
et al. (2016) Kontrollen (n = 18)
GRUENDL FIP mit neurologischen ICC 78 % 88 %
et al. (2016) Symptomen (n = 9)
Kontrollen mit neurologischen
Symptomen (n = 16)
GRUENDL FIP ohne neurologische ICC 91 % 50 %
et al. (2016) Symptome (n = 11)
Kontrollen ohne neurologische
Symptome (n = 2)
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Abstract

Background: Feline coronavirus (FCoV) exists as two pathotypes, and FCoV spike gene mutations are considered
responsible for the pathotypic switch in feline infectious peritonitis (FIP) pathogenesis. The aim of this study was to
evaluate sensitivity and specificity of a real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) specifically
designed to detect FCoV spike gene mutations at two nucleotide positions. It was hypothesized that this test
would correctly discriminate feline infectious peritonitis virus (FIPV) and feline enteric coronavirus (FECV).

Methods: The study included 63 cats with signs consistent with FIP. FIP was confirmed in 38 cats. Twenty-five control
cats were definitively diagnosed with a disease other than FIP. Effusion and/or serum/plasma samples were examined
by real-time RT-PCR targeting the two FCoV spike gene fusion peptide mutations M1058 L and S1060A using an allelic
discrimination approach. Sensitivity, specificity, negative and positive predictive values including 95% confidence
intervals (95% Cl) were calculated.

Results: FIPV was detected in the effusion of 25/59 cats, one of them being a control cat with chronic kidney disease.
A mixed population of FIPV/FECV was detected in the effusion of 2/59 cats; all of them had FIP. RT-PCR was negative or
the pathotype could not be determined in 34/59 effusion samples. In effusion, sensitivity was 68.6% (35% Cl 50.7-83.2),
specificity was 95.8% (95% Cl 78.9-99.9). No serum/plasma samples were positive for FIPY.

Conclusions: Although specificity of the test in effusions was high, one false positive result occurred. The use of
serum/plasma cannot be recommended due to a low viral load in blood.

Keywords: Feline infectious peritonitis (FIP), Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), Feline
coronavirus (FCoV), Feline enteric coronavirus (FECV), Feline infectious peritonitis virus (FIPV)
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Background

The key event in the pathogenesis of feline infectious peri-
tonitis (FIP) is the switch in viral cell tropism, which origi-
nates from mutations of the feline coronavirus (FCoV)
genome [1]. According to the internal mutation hypoth-
esis, feline infectious peritonitis virus (FIPV) emerges
from feline enteric coronavirus (FECV) by spontaneous
mutations within an infected cat [2, 3]. While FECV
causes asymptomatic infection or mild enteritis and is
widespread among the cat population [4—6] and especially
common in multi-cat environments [7-9], FIPV causes
FIP, a lethal immune-mediated disease [10, 11]. FECV has a
tropism for the small intestine apical villi epithelium [4, 12],
while FIPV can infect monocytes/macrophages and repli-
cate sufficiently within these cells to allow systemic spread
and macrophage activation [13].

Mutations in the FCoV spike gene and resulting amino
acid substitutions in the spike protein are considered
responsible for the acquisition of macrophage tropism
due to the spike protein’s role in receptor binding and
cell entry [14-16]. Although amino acid substitutions
M1058L and S1060A within the spike protein correlated
with the FIP phenotype in >95% of cases in one study
[15], a subsequent study found them to be rather associ-
ated with systemic spread of FCoV in cats with and
without FIP [14]. Focusing on a furin cleavage site in the
region between receptor-binding and fusion domains of
the spike gene, a recent study detected functionally rele-
vant mutations strongly correlated with FIP and docu-
mented the emergence of one of these substitutions in a
cat during the development of FIP [16].

Definitive ante-mortem diagnosis currently still requires
invasive tissue sample collection for immunohistochemi-
cal demonstration of FCoV antigen in macrophages in tis-
sue lesions [17-20]. Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) is frequently applied to detect
FCoV RNA in diagnostic samples, and recent studies re-
ported relatively satisfying results for real-time RT-PCR
results using different materials [21-23]. Nevertheless,
standard RT-PCR cannot distinguish FECV from FIPV
and has been shown to detect FCoV RNA also in the
blood of healthy cats that never developed FIP [24, 25].

Therefore, it was the aim of this study to evaluate sen-
sitivity and specificity of a real-time RT-PCR (FIP Virus
RealPCR Test, IDEXX Laboratories) able to discriminate
between FECV and FIPV in effusions and serum/plasma.
It was hypothesized that this discriminative PCR would
correctly identify FIPV and thus, would be a non-
invasive and reliable method to definitively diagnose FIP.

Methods

Animals

Overall, 63 cats with signs consistent with FIP were in-
cluded in the study. All cats were presented either as
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sick feline patients (1 = 48) or directly submitted for
necropsy (1 = 15).

For 38 cats (FIP group, Table 1), a definitive diagnosis
of FIP was established post-mortem either by histopath-
ology (n = 10) (Fig. la-c), or by histopathology and
immunohistochemical (IHC) staining of FCoV antigen in
tissue samples (Fig. 1d) obtained at necropsy (# = 28). In
the cats with histopathological confirmation, a diagnosis
of FIP was based on the occurrence of effusions (Fig. 1a)
and/or yellow to white foci or nodules in different
organs (Fig. 1b) plus presence of typical histological
lesions, including plasma-cellular perivasculitis and/or
accumulation of plasma cells accompanied by a necro-
purulent inflammation (Fig. 1c).

Cats in the control group (1 = 25) were suspected of
having FIP (Table 2) based on the existence of one or
more of the following signs consistent with FIP: effusion
(n = 24), fever with <20,000 white blood cells/uL and
<1000 band neutrophils/uL (z = 1), icterus (# = 2), or
neurological signs (z = 1). Some of the included cats
showed several of these signs. For all cats in the control
group, a disease other than FIP was definitively
diagnosed either at full post-mortem examination plus
histopathology (z = 10), by histopathology of organ
samples obtained post-mortem (1 = 1), by bacterial
culture and cytology diagnosing bacterial pleuritis
(1 = 2), by echocardiography diagnosing decompensated
cardiac disease explaining pleural or abdominal effusion
(1 = 7), or by cytology diagnosing neoplasia (1 = 5).

Samples
In total, 59 effusion samples and 17 serum/plasma sam-
ples were collected between 2009 and 2014. Effusion
fluids (34 ascites, 25 pleural effusions) of 43 cats (25
with FIP, 18 controls) were stored at —80 °C and effusion
fluids of 16 cats (ten with FIP, six controls) were stored
at 20 °C. Of twelve of the cats (nine with FIP, three
controls) for which blood was available, plasma was ob-
tained and stored at —-80 °C in 2 mL low temperature
freezer vials (VWR International GmbH) until assayed.
Of the remaining five cats (all of them had FIP) for
which blood was available, serum was obtained and
stored at —20 °C in 1.5 mL Eppendorf Safe-Lock micro-
centrifuge tubes (Eppendorf GmbH) until assayed.

All samples collected ante-mortem were originally ob-
tained for diagnostic and, in the case of effusion, also for
therapeutic purposes.

Real-time RT-PCR
Real-time RT-PCR was performed blinded with regard
to the final diagnosis.

Total nucleic acid was extracted from effusion and
serum/plasma samples by QIAamp DNA Blood BioRobot
MDx Kit on an automated Qiagen platform (QIAGEN
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Fig. 1 Morphological and immunchistochemical diagnosis of feline infectious peritonitis (FIP) featuring typical effusion cytology {(a), subcapsular
changes in visceral organs (b; liver), inflammatory and fibrinonecrotic changes (c) and macrophages immunopositive for feline coronavirus {FCoV)
antigen (d). Staining: a,c: haematoxylin-eosin; d: haematoxylin. Scale bar: 75 um for a and ¢; 1 cm for b, 25 um for d
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GmbH, Hilden, Germany) according to the manufac-
turer instructions with slight modifications. In order
to first detect FCoV and second to pathotype the
FCoV strain, three real-time PCR assays were
performed in parallel as singleplex reactions at a
commercial reference laboratory (IDEXX Laboratories,
Ludwigsburg, Germany): the first real-time PCR was
based on the 7b gene [26] to quantify viral load, the
other two real-time PCRs were targeting the M1058L
and S1060A single nucleotide polymorphisms de-
scribed before to correlate with the occurrence of the
lethal FIPV genotype [15]. These two PCR tests allow
typing of an FCoV strain based on the presence
(FIPV) or absence (FECV) of one of two single
nucleotide polymorphisms within the fusion peptide
of the spike gene. Briefly, highly specific hydrolysis
probes were designed to either detect the mutation at
position 3174 or 3180 (corresponding to amino acid
positions 1058 and 1060, M1058L and S1060A of ref-
erence sequence FJ938051 [15], respectively) or wild-
type sequences by using an allelic discrimination
approach using real-time PCR. Fluorescence inten-
sities were used to calculate ratios of the probes
detecting the mutation or the wildtype sequences.
FIPV was assigned if the mutation probe exceeded a
2-fold higher fluorescence than the wildtype probe.

Real-time PCR was run with six quality controls
(Table 3).

Interpretation of real-time RT-PCR results
According to the outcome of the typing assay, there
were six possible results of the real-time RT-PCR.

1. Pathotype FIPV: The mutated pathotype (containing
either M1058L or S1060A) was detected in the
sample.

2. Pathotype FECV: Feline enteric coronavirus without
spike gene mutations was detected in the sample.

3. Mixed pathotype: A mixed population of FECV
and FIPV was detected in the sample.

4. Below limit of detection (BLD): FCoV RNA viral
load was low (below 1.5 million viral RNA
equivalents per mL of sample). Owing to the
insufficient number of viral RNA targets,
pathotyping was not possible.

5. Indeterminate (IND): FCoV RNA viral load was high
(above 1.5 million viral RNA equivalents per mL of
sample), but pathotyping was not possible due to
the occurrence of an unknown FCoV strain (failed
amplification) or infection with a serotype II FCoV
strain.

6. Negative: No FCoV RNA was detected in the
sample.

Statistical evaluation
Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV),
negative predictive value (NPV), and overall accuracy
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Table 3 Details of the six quality controls used in the real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) assay

quality controls

goal of quality controls

PCR positive controls {quantitatively, using synthetic DNA covering the realtime

functionality of PCR test protocols

PCR target region {Integrated DNA Technologies IDT, Coralville, 1A, USA))

[

PCR negative controls (PCR-grade nuclease free water)

o

PCR-grade nuclease free water only)

4 RNA pre-analytical quality control targeting feline ssr RNA (185 rRNA) gene

complex

v

a swab-based environmental contamination monitoring control

o

spike-in internal positive control {using lambda phage DNA)

negative extraction controls {extraction positions filled with lysis solution and

absence of contamination in reagents

absence of cross-contamination during the extraction process
quality and integrity of the RNA as a measure of sample quality
absence of contamination in laboratory

absence of PCR inhibitory substances as a carryover from
sample matrix

(sum of true positive and true negative test results di-
vided by the total number of test results) were calculated
using a four-field-chart. To quantify uncertainty, 95%
confidence intervals (95% CI) were calculated. A sample
containing a mixed pathotype was defined as a positive
result. Samples typed as BLD or IND were defined as a
negative result, as no pathotype could be determined.

Results

The FIPV pathotype was detected in 25/59 effusion
samples. Of these, 24 were from cats with FIP, but
one effusion sample from a control cat was also posi-
tive for FIPV with mutation MI1058L. Mutation
M1058L was found in 23/25 FIPV samples. Mutation
S1060A was found in none of the FIPV samples. A
mixed pathotype of FIPV and FECV was detected in
2/59 effusion samples (all from cats with FIP). In 12/
59 effusion samples, FCoV RNA was detected, but
pathotyping was not possible (BLD or IND). The
remaining 22/59 effusion samples did not contain
FCoV RNA (Tables 1, 2, 4, and 5).

Real-time RT-PCR was negative in 15/17 serum/
plasma samples. In the remaining two serum/plasma
samples (all from cats with FIP), FCoV RNA could be
detected, but only in low concentrations (BLD). There-
fore, the pathotype could not be determined. None of
the serum/plasma samples of control cats contained
FCoV RNA (Tables 1, 2, 6, and 7).

Sensitivity, specificity, PPV, NPV, and overall accuracy
are shown in Table 8.

Table 4 Results of effusion samples (n = 59)

Discussion

This study evaluated the use of a new diagnostic test
which is able to distinguish FIPV from FECV pathotypes
in the diagnosis of FIP based on the presence of muta-
tion M1058L or S1060A in the FCoV spike protein.

In a lethal disease like FIP, specificity of a diagnostic
test is more important than sensitivity, because it helps
to prevent euthanasia of cats misdiagnosed with FIP.
Specificity of the real-time RT-PCR in effusion was
95.8%. The FIPV pathotype (M1058L) was found in an
effusion sample from one control cat that had chronic
kidney disease. There are several reasons that could
explain this positive result. First, FCoV spike protein
mutations M1058L and S1060A have previously been
discussed as being a marker for the systemic spread of
the virus rather than for the FIP phenotype, since they
could also be found in tissue samples of healthy cats in-
fected with FCoV [14]. If this was correct, then it would
be possible that the cat was infected with a “benign”
FCoV that spread systemically and therefore exhibited
mutation M1058L. Second, full post-mortem examin-
ation including histopathology was performed in the cat
and did not reveal any typical changes indicative of FIP.
Nevertheless, it cannot be excluded that the cat suffered
from early-stage FIP in addition to chronic kidney
disease, but histopathological changes of FIP were still
absent. Finally, it is possible that the result was a true
false positive due to a methodological error.

The effusion samples of two control cats contained
FCoV RNA but the pathotype could not be determined
due to a low virus load (BLD). If a PCR had been used

group FIPV® M1058L FIPV® S1060A FEQV® mixed pathotype® BLDP IND® negative® total
FIp 9 0 0 2 7 3 1 35
controls 1 0 0 0 2 o] 21 24
total 23 0 0 2 9 3 2 59

BLD feline coronavirus present, but below limit of detection, FECY feline enteric coronavirus, FIP feline infectious peritonitis, FIPY feline infectious peritonitis virus,

IND feline coronavirus present, but indeterminate sequence variations
“Defined as positive for statistical analysis
“Defined as negative for statistical analysis
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Table 5 Results of effusion samples?

FIP control total
positive 24 1 25
negative 11 23 34
total 35 24 59

FiP feline infectious peritonitis

BLD (feline coronavirus present, but below limit of detection) and IND (feline
coronavirus present, but indeterminate sequence variations) were defined as
negative for statistical analysis, as the pathotype could not be determined. A
mixed pathotype of feline infectious peritonitis virus and feline enteric
coronavirus was defined as positive, as the mutated pathotype was detected

that was not able to differentiate pathotypes, these cats
would have falsely been diagnosed as having FIP. This
fact emphasizes that the detection of any FCoV in
effusion is not accurate enough to establish the diagnosis
FIP. It has been shown previously that FECV can
circulate systemically in blood monocytes during initial
infection [12].

A moderate sensitivity of 68.6% was found in effusion
in the present study. This is comparable to or even lower
than sensitivities reported in recent studies (65—-89%) for
different RT-PCR assays of effusions [22, 23, 27]. Most of
these earlier studies determined the sensitivity of a
RT-PCR that did not distinguish the two FCoV pathotypes
[22, 23]. In contrast, the present study was designed to
allow pathotyping of FCoV. In order to prevent false posi-
tive real-time RT-PCR results arising from the detection
of rare random spike gene mutations, the degree of
fluorescence for the reported pathotype needed to exceed
twice that of the other pathotype. Therefore, even FCoV-
positive samples were regarded as negative for the calcula-
tion of sensitivity if they did not allow definitive determin-
ation of either FIPV or FECV. Three of the effusion
samples from cats with FIP typed as IND (high viral load
but pathotyping was not possible) and therefore were con-
sidered negative for the calculation of sensitivity despite a
high viral load. Additionally, in two of the serum/plasma
and seven of the effusion samples from cats with FIP,
FCoV RNA was detected, but the concentration was too
low to allow pathotyping and therefore, these samples also
were considered negative for the calculation of sensitivity.
If sensitivity of the real-time RT-PCR had only been calcu-
lated for the detection of FCoV in general in the study

Table 6 Results of serum/plasma samples (n = 17)

Page 8 of 11

population, then sensitivity would have been much better
(97.1% for effusion and 14.3% for serum/plasma).

The FIPV pathotype was detected in the majority (24/34,
71%) of FCoV-positive effusion samples from cats with FIP.
Substitution M1058L was found in 22/34 (65%), substitu-
tion S1060A in 0/34. These results are quite similar to a re-
cent study detecting M1058L in 65% and S1060A in 6% of
FCoV-positive effusions from cats with FIP [23]. Two of
the effusion samples of cats with FIP were typed as mixed
pathotype, meaning that populations of FECV and FIPV
were present in the cat at the same time. It is likely that
these cats were in an early stage during the transition of
FECV to FIPV. Additionally, it is conceivable that these cats
with FIP were superinfected with an FECV, as described
previously [28, 29], and that their effusion samples were
tested positive for both pathotypes due to leakage of FECV
into the effusion.

As stated before, three of the effusion samples of cats
with FIP typed as IND (high virus load but pathotyping
was not possible). The reason for this might be the exist-
ence of unknown spike gene sequence variations in the
sample, which are not recognized by the current primer
set. Since the spike gene assay is specific for serotype I
FCoV, infection with a serotype II FCoV also could cause
typing as IND. Cats with FIP have been shown to exhibit
higher viral loads than healthy FECV-infected cats [30]
and therefore, if a sample is typed as IND, it is likely that
the cat has FIP. Possibly, these cats exhibited alternative
mutations in other parts of their genome that are character-
istic for the development of the FIPV genotype. The 3¢ gene
and other regions in the S1 and S2 domains of the spike
gene have been identified as other potential sites for muta-
tion(s) involved in FIP pathogenesis [16, 28, 29, 31, 32]. For
example, variations in a furin cleavage site in the region
between receptor-binding (S1) and fusion (S2) domains of
the spike gene were detected when comparing FECV and
FIPV sequences [16]. Another study compared FCoV from
FIP lesions with FCoV from the feces of healthy cats and
identified a consistent substitution of isoleucine with threo-
nine at position 1108 of the spike protein in cats with FIP
[32]. Additionally, mutations of the 3c gene might contrib-
ute to FIP pathogenesis. Mutations in this gene were
observed in the majority of FIPV, whereas an intact 3c gene

group FIPV® M1058L FIPV® S1060A FEQV® mixed pathotype® BLDP IND® negative® total
FIp 0 0 0 0 2 0 12 14
controls 0 0 0 0 0 0 3 3
total 0 0 0 0 5] 0 15 17

BLD feline coronavirus present, but below limit of detection, FECY feline enteric coronavirus, FIP feline infectious peritonitis, FIPY feline infectious peritonitis virus,

IND feline coronavirus present, but indeterminate sequence variations
“Defined as positive for statistical analysis
“Defined as negative for statistical analysis
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Table 7 Results of serum/plasma samples?

FIP control total
positive 0 0 0
negative 14 3 17
total 14 3 17

FiP feline infectious peritonitis

BLD (feline coronavirus present, but below limit of detection) and IND (feline
coronavirus present, but indeterminate sequence variations) were defined as
negative for statistical analysis, as the pathotype could not be determined. A
mixed pathotype of feline infectious peritonitis virus and feline enteric
coronavirus was defined as positive, as the mutated pathotype was detected

was detected in most FECV, suggesting that the 3c gene
also plays a role in the pathogenesis of FIP [28, 29, 32, 33].
It should be considered to retest cats with effusion samples
typed as BLD or IND in order to increase the possibility of
correctly identifying the FIPV or FECV pathotype. Add-
itionally, an effusion sample typed as IND should at least
raise a strong suspicion of FIP, especially if other clinical or
laboratory parameters are indicative of FIP.

Sensitivity in serum/plasma was low, confirming re-
cent studies [22, 34]. A low concentration of FCoV RNA
was detected in the serum/plasma of two cats with FIP,
but the low virus load did not allow pathotype determin-
ation. Thus, sensitivity of the real-time RT-PCR in
serum/plasma was 0%. This is in contrast to results of
previous studies evaluating different RT-PCR assays and
reporting sensitivities of 53—-87% using serum, plasma,
or whole blood [24, 25, 35, 36]. Nevertheless, in regard
of the findings of a recent study, a low sensitivity in
blood was expected, as FCoV RNA could not be de-
tected in the whole blood, plasma, or white cell fraction
of cats with experimentally induced FIP at any stage of
disease. In the cats with FIP, viremia was either non-
existent, or virus load was below the detection limit
[34]. It is also likely that in the present study the major-
ity of cats with FIP either were not viremic or that FCoV
RNA levels were below detection limit of the real-time
RT-PCR. It could be argued that sensitivity would have
been better when investigating whole blood, as FIPV
replication is restricted to macrophages [34, 37, 38].
However, real-time RT-PCR of serum and peripheral

Table 8 Sensitivity, specificity, positive and negative predictive
value, and overall accuracy of the real-time RT-PCR

effusion serum/plasma
sensitivity % (95% CI) 68.6 (50.7-83.2) 0{0-23.2
specificity % (95% Cl) 95.8 (789-99.9) n.d.
NPV % (95% Cl) 67.6 (49.5-82.6) 17.6 (38-434)
PPV 9% (95% CI) 96.0 (80.0-99.9) nd.
overall accuracy % (95% C) 79.7 (67.2-89.0) 17.6 (38-434)

FIP prevalence % 59.3 824

FiP feline infectious peritonitis, n.d. not determined, NPV negative predictive
value, PPV positive predictive value, RT-PCR reverse transcriptase polymerase
chain reaction, 95% Cf 95% confidence interval
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blood mononuclear cells (PBMC) has been compared
and both showed rather low sensitivities, even though
the sensitivity of PBMC (31.6%) was slightly better than
that of serum (23.1%) [22]. In general, viral load in
effusion is much higher than in blood [34].

One limitation of the present study was the inclusion
criterion for some of the control cats. Histopathology
could not be performed in all cats and confirmation of
diagnosis was therefore achieved ante-mortem in 14 of
the 25 control cats. Consequently, it cannot be totally
excluded that some of these cats suffered from FIP in
addition to their diagnosed diseases. Nevertheless, this
seems rather unlikely, as real-time RT-PCR was false
positive only in one of the control cats and in this spe-
cific cat, histopathology had been performed. A second
limitation of the present study is the fact that in some of
the cats, only one sample type (effusion or serum/
plasma) was available and overall, the number of avail-
able serum/plasma samples was rather low.

Conclusions

This study evaluated a discriminating real-time RT-PCR
using effusion and/or serum/plasma in the diagnosis of
FIP. The results indicate that the detection of the FIPV
pathotype with substitution M1058L is very specific for
the FIP phenotype and can be a useful tool in the diag-
nosis of FIP. Nevertheless, substitution M1058L was also
detected in one control cat without FIP. As none of the
FIPV-positive effusion samples contained substitution
S1060A, it is considered a weak discriminatory factor for
the diagnosis of FIP. The fact that in two other control
cats FCoV was detected, even though the pathotype
could not be determined, shows that FCoV can cause
viremia and therefore, traditional non-discriminating
RT-PCR is not sufficient to definitively diagnose FIP.
Discriminative RT-PCR should be performed in order to
minimize the risk of euthanasia of cats suffering from
different diseases. The use of serum/plasma is not rec-
ommended owing to the low viral load in blood.
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Abstract

Objectives Feline coronaviruses (FCoV) exist as two biotypes, feline enteric coronavirus and feline infectious
peritonitis virus. Although feline infectious peritonitis (FIP) is a very common disease, the ante-mortem diagnosis
of this disease still remains a challenge. Immunofluorescence staining of FCoV in macrophages in effusion has
been considered as the reference standard for the diagnosis, but recently this method has been shown to have
lower specificity than previously reported. In addition, this method is not widely available and requires the use
of flucrescence microscopes. Therefore, it was the aim of this study to evaluate the diagnostic potential of an
immunocytochemical (ICC) assay using body cavity effusion.

Methods Effusion samples from 27 cats with immunohistochemically confirmed FIP and 29 cats with suspected
FIP but a definitive diagnosis of another disease were examined. ICC specimens were evaluated with respect to
positive immunostaining. In addition, effusion samples were stained with haematoxylin and eosin and evaluated
cytologically.

Results A diagnostic sensitivity of 85.2% was recorded for effusion specimens (95% confidence interval [Cl] 66.3—
95.8), while the diagnostic specificity was only 72.4% (95% Cl 52.8-87.3).

Conclusions and relevance Once the clinical disease FIP develops in a cat, it always leads to death, and most
of the cats are euthanased within a few days or weeks. As false-positive results might lead to euthanasia of cats
suffering from potentially treatable diseases, the diagnostic specificity of a diagnostic tool is the most important
factor in a fatal disease like FIP. Thus, the diagnostic utility of this test proved to be insufficient and positive ICC
results should be interpreted with caution. Nevertheless, full-body necropsy could not be performed in 13/29 control
cats. It is possible that these cats actually suffered from early-stage FIP and that this fact might have influenced
the diagnostic specificity of the ICC. Based on the results of the present study, however, ICC of effusion samples
currently cannot be recommended to confirm a suspicion of FIP.

Accepted: 8 January 2016

Introduction

Feline infectious peritonitis (FIP) is one of the leading
infectious causes of death among the cat population
worldwide. The causative agent of FIP is the feline cor-
onavirus (FCoV) that occurs as two distinct biotypes,
feline enteric coronavirus (FECV) and feline infectious
peritonitis virus (FIPV).1-® Coronaviruses are well
known for their high mutability.4* The internal muta-
tion hypothesis, which is widely accepted, suggests
that FIPV originates as a mutant from its parental FECV
within an infected cat’”# Both FECV and FIPV infect
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macrophages, but only the disease-causing FIPV is
capable of efficiently replicating within the mac-
rophages and maintaining the replication at a sufficient
level.210 The replication of the virus within the mac-
rophages is believed to play the central role in the
development of FIP Replication leads to a positive
immunostaining of viral antigen in the cytoplasm of
macrophages.1?

If a cat is presented with effusion, a number of
diagnostic tests can be performed. However, macro-
scopic, cytological and biochemical analysis of effu-
sion fluid can be misleading, as abnormalities are not
specific for FIP.1314 The Rivalta test is a simple and
inexpensive test, which has been used to differentiate
transudates from exudates.!’® This test has been fre-
quently used in feline effusions, but it can produce
false-positive results.!® Reverse transcriptase PCR
and measurement of FCoV antibodies in effusion,
although more promising than in blood,'71° are not
diagnostic and should only be interpreted in conjunc-
tion with history, clinical presentation and results of
other tests.!22021 Therefore, the diagnosis of FIP
remains a challenge, even in cats with body cavity
effusion.

In earlier studies evaluating the utility of immu-
nostaining of FCoV antigen within macrophages,
immunofluorescence was used in effusion sam-
ples.172225 This technique was shown to have excellent
specificity for the diagnosis of FIP in earlier stud-
ies;172325 however, most of these studies were retro-
spective in nature and lacked necropsy confirmation of
FIP vs other diseases. In contrast, a recent study
revealed false-positive results of an immunofluores-
cence assay in two cats with diseases other than FIP.2
In contrast to immunofluorescence, immunocytochem-
istry (ICC) uses chromogens rather than fluorochromes
such as fluorescein isothiocyanate, allowing assess-
ment by standard bright field microscopy and cytomor-
phological evaluation of the cells. Moreover, this
method does not require a fluorescence microscope,
which makes the technique accessible to more diagnos-
tic facilities. Additionally, ICC has the advantage of the
possibility to reassess the slides at a later point in time,
whereas immunofluorescence staining fades with time,
and thus allows the slides to be transported to other
laboratories for further evaluation.

The aim of this study was to evaluate the sensitivity
and specificity of an ICC assay in effusion from cats with
confirmed FIP and a defined control group of cats for
which FIP was considered an important differential
diagnosis by a clinician. It was hypothesised that this
technique would allow a definitive ante-mortem diagno-
sis of FIP in cats with effusion. All samples were addi-
tionally evaluated cytologically in order to facilitate the
assessment of the ICC results.

Materials and methods

Animals

The study was designed as a prospective study and
included 56 cats. All the cats were suspected of having
FIP based on clinical and/or laboratory signs and were
therefore either presented as patients to the Clinic of
Small Animal Medicine (n = 41), or directly submitted
for necropsy to the Institute of Veterinary Pathology,
Centre for Clinical Veterinary Medicine, Ludwig-
Maximilian-University, Munich, Germany (n = 15).

All 56 cats were classified into two groups. The FIP
group (n = 27) consisted of cats definitively diagnosed
with FIP in necropsy. The diagnosis was established
by histopathology and immunohistochemical staining
of FCoV antigen in macrophages in FIP-typical lesions
in tissue samples obtained at necropsy. For immuno-
hystochemistry (IHC), formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue samples were cut into 5 pm sections
and dried overnight at 37°C. These sections were then
deparaffinised in xylene and rehydrated in a graded
series of alcohol. In order to reverse the antigen-mask-
ing effects due to fixation, heat-induced antigen
retrieval was carried out using microwave pretreat-
ment in citrate buffer (pH 6.0). The tissue samples
were then further processed as described below for
ICC on effusion slides.

The control group (n = 29) consisted of cats for which
FIP was regarded as a differential diagnosis by clinicians
because of the presence of effusion. Cats were only
included if a definitive diagnosis of a disease other than
FIP, which explained the clinical signs, was established.
These diagnoses were confirmed either by full post-
mortem examination, including histopathology (n = 15),
by histopathology of organ samples obtained post mor-
tem (n = 1), by bacterial culture and cytology to diag-
nose bacterial pleuritis or peritonitis (n = 2), by
echocardiography to diagnose decompensated cardiac
disease explaining pleural or abdominal effusion (n =7),
or by cytology to diagnose neoplasia (n = 4). In order to
reduce the likelihood of failure to detect FIP as a comor-
bidity in control cats, the necropsy protocols for the 15
control cats in which full post-mortem examination was
performed included THC for FCoV in the affected tis-
sues. All 15 cats showed negative IHC results.

Samples
In total, 57 effusion samples were collected between 2012
and 2014. From one cat in the FIP group, two effusion
samples (ascites and pleural effusion) were obtained.
Effusion samples were collected either ante-mortem by
abdominocentesis or thoracocentesis, or post mortem.
Aliquots of 100 ul of the effusion samples (ascites, n = 32;
pleural effusion, n = 23; pericardial effusion, n = 2) were
cytocentrifuged in a cytospin centrifuge (Universal R;
Hettich), and the slides were stored at -20°C until use. At
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least two slides of each sample were prepared for each
cat. The effusion samples collected ante-mortem were
originally obtained for diagnostic and/or therapeutic
purposes.

Cytological evaluation

Onesslide of each effusion sample was stained with haema-
toxylin and eosin and evaluated semi-quantitatively for
cellularity, cellular composition, blood contamination/
haemorrhage and erythrophagocytosis, protein, aspira-
tion of autochthonous cells (eg, liver cells) and mesothe-
lial cells (Table 1 in Supplementary material). Based on
these parameters, slides were classified as cytologically
“typical for FIFP’, ‘compatible with FIP" or ‘not indicative
of FIP’. Pyogranulomatous cytology with engulfment
of neutrophils by macrophages and absence of microor-
ganisms and giant cells was regarded as ‘typical for FIP
(Figure 1). Mixed white blood cell populations contain-
ing macrophages were regarded as ‘compatible with
FIP’. Other cellular compositions, such as exclusively
neutrophilic or neoplastic cells, were regarded as ‘not
indicative of FIP’.

icc

Slide reading and interpretation of ICC results were
performed by two independent investigators, who
were blinded to all data of the cats, including their
diagnoses.

The cytological slides for ICC were thawed at room
temperature. The slides remained wrapped in alumin-
ium foil during thawing in order to avoid condensa-
tion, which could lead to the loss of cellular material on
the slides. In order to reduce background staining,
endogenous peroxidase was inhibited using 2.3%
hydrogen peroxide in 0.01 M phosphate-buffered saline
(PBS; pH 7.0-7.4) for cytological samples and 3% hydro-
gen peroxide in methanol for histological samples.
After washing these slides three times with PBS, all the
slides were incubated with normal goat serum (1:20;
MP Biomedicals) in a humidity chamber for 30 mins at
room temperature to block non-specific binding of the
antibodies. An anti-FCoV mouse monoclonal IgG2A
(FIPV3-70; Linaris) diluted to 1:400 in PBS was applied
as the primary antibody, and the slides were incubated
overnight at 4°C in a humidity chamber. The following
day, after washing the slides three times with PBS, the
secondary antibody, a goat antimouse IgG conjugated
to biotin (Dako), diluted to 1:200 in PBS was applied.
The slides were incubated in the humidity chamber for
1 h at room temperature and afterwards washed three
times with PBS. A complex of avidin and biotinylated
horseradish peroxidase (ABC) (Vectastain ABC Kit;
Vector Laboratories) was formed by preincubating the
mixture for 30 mins. The slides were then incubated
with the ABC for 1 h at room temperature in the

humidity chamber. The slides were washed three times
with PBS followed by the addition of 3,3-diaminobenzi-
dine tetrahydrochloride (pH 7.0; Kem-En-Tec
Diagnostics) acting as chromogen and incubated for 5
mins at room temperature. Then the slides were washed
with PBS and dipped in distilled water followed by
counter-staining with Mayer’s Hemalaun (AppliChem
GmbH) and rinsing in running tap water. The slides
were then dehydrated in an ascending series of alcohol
and coverslipped using xylene-based mounting
medium (Histokitt; Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co. KG). In order to ensure adequate performance of
the antibody, a positive tissue control was included in
each of the staining protocols.

Cellularity and positivity of the immunostained sam-
ples were evaluated using bright-field microscopy. Only
samples with >50 nucleated cells in total were included
in the statistical analysis. Samples lacking unimpaired
cellular material were excluded from statistical analysis.
If positive immunostaining was present within a sample,
cells with a positive signal were further assessed consid-
ering the cell type, the signal pattern and the intensity of
the staining. A positive sample was defined as contain-
ing macrophages with brown, intensely coloured and
granulated cytoplasm (Figure 1). A negative sample was
defined as containing macrophages without any immu-
nostaining or cells with non-specific immunostaining.
Immunostaining of mesothelial cells, lymphocytes,
plasma cells, neutrophils, or erythrocytes was consid-
ered non-specific. Also, a diffuse and/or light staining of
the cytoplasm was considered non-specific. Non-specific
staining was considered negative in ICC. All ICC-
positive samples were categorised semi-quantitatively
with respect to their yield of true positive cells (low-yield
positive: few single macrophages with strong positive
signal; medium-yield positive: about half of the mac-
rophages with strong positive signal; high-yield posi-
tive: majority of macrophages with strong positive
signal).

Statistical evaluation

To evaluate the diagnostic value of the ICC assay in the
diagnosis of FIP, sensitivity (the proportion of positive
test results among; all cats with FIP), specificity (the pro-
portion of negative test results among all cats with dis-
eases other than FIP), positive predictive value (PPV; the
probability that a cat with a positive test result has FIP),
negative predictive value (NPV; the probability that a cat
with a negative test result does not have FIP) and overall
accuracy (the sum of true positive and true negative test
results divided by the total number of test results) were
determined. To quantify uncertainty, 95% confidence
intervals (Cls) were calculated. Statistical analysis was
performed using Microsoft Excel and Prism version 5.04
(GraphPad Software).
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Figure 1 Cytological and immunocytological findings. (a) Feline infectious peritonitis (FIP)-typical cytology showing
macrophages engulfing polymorphonuclear neutrophils (arrowhead) and extracellular fibrin mesh. (b) Cytology compatible with
FIP, seen in cats with other inflammatory aetiologies. Immunopositive macrophages (arrowheads) seen in (¢) peritoneal effusion
and (d) pleural effusion. (e,f) FIP-compatible cytology () with non-specific immunopositive cells (f) within the effusion of a
control cat affected by purulent and granulomatous epi- and myocarditis

Results good intra- and inter-rater agreement throughout.
Cytological evaluation Overall, the cellular composition was either predomi-
The results of the cytological evaluation of effusion sam- nately neutrophilic with (n = 1) or without necrotic cells
ples are presented in Table 1. There was a good to very  (n = 6), predominately lymphocytic-monocytic (n = 7),

Downloaded from jfm sagepub.com at LMU Muenchen on March 21,2016



IV. Publikation 2

Felten et al

o

Table 1 Cytological evaluation of 57 haematoxylin and eosin-stained effusion samples from the 56 cats (for definitions
see Supplementary material)

FIP = feline infectious peritonitis

predominately lymphocytic (n = 3), pyogranulomatous
with (n = 2) or without necrotic cells (n = 22), or neo-
plastic (n = 7). A mixed leukocyte population was pre-
sent in five of the effusion samples. In the remaining four
effusion samples, pleocytosis was absent.

icc

Cellularity and the results of the immunostaining of all
samples from cats with FIP are presented in Table 2. The
results of the control cats are presented in Table 3. Of the
57 effusion samples, 31 (23 with FIP, eight controls)
showed positive ICC results (Table 4). One effusion sam-
ple was considered non-diagnostic owing to the absence
of cellular material, and this sample was excluded from
statistical analysis. Diagnostic sensitivity, specificity,
NPV, PPV and overall accuracy are presented in Table 5.

Discussion

The aim of this study was to determine the usefulness
of ICC in effusion as a tool to diagnose FIP. While the
demonstration of FCoV antigen in macrophages by
immunofluorescence in effusion has previously been
assessed 17272 this study is the first to evaluate the use
of ICC analysis in the diagnosis of FIP.

A relatively high number of false-positive test results
were identified in this study, consequently leading to a
diagnostic specificity of only 72.4%. This is in stark con-
trast to the results of immunofluorescence assays in
older studies that reported a specificity and PPV of
100% for immunofluorescence testing of effusion.172%25
However, Litster et al recently reported false-positive
results in immunofluorescence in 2/17 cats (specificity
71.4%).2* This specificity is very similar to that of the
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Table 2 Cellularity and results of immunostaining of the
effusion samples from the 27 cats of the feline infectious
peritonitis group

(+4) =
medium cellular (4-10 cells per HPF); (+++) = high cellular (=11

*(+) = Low cellular (<3 cells per high power field [HPF]);

cells per HPF); (=) = lack of cellular material, non-diagnostic

1(+) = Low-yield positive immunostaining (few single macrophages
with strong positive signal); (++) = medium-yield positive
immunostaining (about half of the macrophages with strong positive
signal); (+++) = high-yield positive immunostaining (majority

of macrophages with strong positive signal); (-) = negative
immunostaining

Non-specific staining was defined as diffuse and/or light cytoplasmic
staining of macrophages. Samples with non-specific staining were
regarded as immunocytochemistry negative

ND = not determined

present study. It remains unclear why cats without FIP
can show positive staining of FCoV antigen in mac-
rophages. Of the eight cats with false-positive ICC
results in the present study, three suffered from lym-
phoma, two had carcinoma and three other cats had
decompensated cardiac disease. In four cats (two with
lymphoma, one with adenocarcinoma and one with
chronic cardiomyopathy), full post-mortem examina-
tion, including histopathology and IHC, was performed.

Table 3 Cellularity and results of immunostaining of the
effusion samples from the 29 cats of the control group

*(+) = Low cellular (<3 cells per high power field [HPF]); (++) =
medium cellular (4-10 cells per HPF); (++4+) = high cellular (=11

cells per HPF); (=) = lack of cellular material, non-diagnostic

t{+) = Low-yield positive immunostaining (few single macrophages with
strong positive signal); (++) = medium-yield positive immunostaining
(about half of the macrophages with strong positive signal); (+++) =
high-yield positive immunostaining (majority of macrophages with strong
positive signal); (-) = negative immunostaining

#Non-specific staining was defined as diffuse and/or light cytoplasmic
staining of macrophages (M) or different cells (MC = mesothelial
cells; PMN = polymorphonuclear leukocytes; RBC = red blood

cells). Samples with non-specific staining were regarded as
immunocytochemistry negative

In the other four cats (two with decompensated cardiac
disease, one with lymphoma and one with carcinoma),
the diagnosis was established by cytology to diagnose
neoplasia or by echocardiography to diagnose decom-
pensated cardiac disease. It cannot fully be excluded
that these eight cats suffered from FIP in addition to
their diagnosed diseases. Even in the four cats that had
necropsy performed, it might be that they suffered from
early-stage FIP, but histopathological lesions were still
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Table 4 Results of immunocytochemistry (ICC) in 56
effusion samples from the 55 cats (one effusion sample
was considered non-diagnostic and was therefore
excluded from the statistical analysis)

EIR Control Total
Positive ICC e 8 2
Negative ICC 4 2l 25
Total 2 29 56

FIP = feline infectious peritonitis

Table 5 Sensitivity, specificity, negative predictive

value (NPV), positive predictive value (PPV) and overall
accuracy of immunocytochemistry (ICC) and prevalence
of feline infectious peritonitis in 56 samples from the 55
cats (one effusion sample was considered non-diagnostic
and was therefore excluded from the statistical analysis)

ICC in effusion

Sensitivity (95% Cl) 85.2 (66.3-95.8)
Specificity (95% Cl) 72.4 (62.8-87.3)
NPV (95% Cl) 84.0 (63.9-95.5)
PPV (95% ClI) 74.2 (65.4-88.1)
Overall accuracy (95% Cl) 78.6 (65.6-88.4)
Prevalence 48.2

Data are % (95% confidence interval)

absent in the examined tissue material. Two of the eight
cats with false-positive ICC results (both with decom-
pensated cardiac disease) also presented ‘FIP-typical’
effusion cytology; and the cytology was at least ‘com-
patible with FIP” in another two cats suffering from lym-
phoma or adenocarcinoma, respectively. However, in
three of them, histopathology was performed, but they
did not reveal FIP-typical lesions. If the eight cats of the
control group that had positive ICC results actually had
FIP, the specificity of the ICC assay might have been
falsely reduced.

The target cell for viral replication is the mac-
rophage.192¢28 Thus, it is important to distinguish mac-
rophages from other types of cells and to only consider
staining of macrophages as true-positive during micro-
scopic evaluation of the immunostained slides. The
binding of the antibody to cellular structures other than
FCoV antigen might lead to non-specific staining of
other cells (eg, mesothelial cells, neutrophils, red blood
cells). It is possible that some of these cells were misclas-
sified as macrophages upon reading the slides.
Nevertheless, these cell types usually can easily be dif-
ferentiated and therefore this seems unlikely.

The antibody used in the ICC protocol in this study is
known to be specific for the nucleocapsid of FCoV.
Nevertheless, non-specific binding of the antibody to

other structures within the cytoplasm of macrophages
also might lead to false-positive results.

As all the slides were kept in close proximity during
the staining procedure, cross-contamination between the
slides cannot completely be ruled out. The inclusion of
negative control slides could help rectify this problem in
future investigations.

Moreover, the staining of non-mutated FCoV within
macrophages cannot fully be excluded. Monocyte-
associated viraemia in healthy cats that never developed
FIP has been reported earlier,'82%22 allowing for systemic
spread of FECV.*Itis possible that cell-bound FECV might
reach the body cavities through leakage of blood compo-
nents, especially in the presence of inflammation.*

The diagnostic sensitivity of the ICC was 85.2% in
effusion samples. Similar or even lower sensitivities of
57-95% have been reported previously for immunofluo-
rescence staining of effusion.'72325 Recently, however, a
sensitivity of 100% was reported for immunofluores-
cence staining.?? This variation can possibly be explained
by differences in the sample collection. In the present
study and in some of the former studies mentioned, effu-
sion samples were collected both ante- and post mor-
tem,?*?* while the study of Litster et al only included
effusion specimens collected ante-mortem.” In the pre-
sent study, all of the four effusion samples with false-
negative ICC results were obtained post mortem. This
could have negatively influenced the sensitivity of the
test. Unfortunately, the delay between death and sample
collection was not always recorded as some cats were
directly submitted for necropsy from referring veterinar-
ians. However, all of the cats with FIP, including those
with false-negative ICC results, showed positive IHC
results. In addition, it is possible that FCoV antigen was
competitively bound in immune complexes by circulat-
ing antibodies and therefore could not be detected by the
primary antibody used in the ICC protocol. Finally, a
monoclonal antibody was used for ICC staining in this
study. It is possible that the sensitivity would have been
better had a polyclonal antibody been used. However,
previous studies using a polyclonal antibody conjugate
in immunofluorescence tests reported even lower sensi-
tivities in effusion.1725

One effusion specimen was considered non-diagnostic
owing to the lack of cellular material on the slide. It is
possible that the body fluid had a low cell count or the
cells were destroyed or washed off during the process-
ing of the slide; the steps, such as cytocentrifugation,
freezing, thawing and washing, can decrease the num-
ber of adequate cells on the slide. Overall, cellularity was
higher on haematoxylin and eosin-stained slides than on
immunostained slides. The inclusion of a fixation step in
the staining protocol might lead to a better cellularity of
the ICC samples and should be further investigated.

Downloaded from jfm.sagepub.com at LMU Muenchen on March 21, 2016
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The major study limitation is possible misclassifica-
tion bias as cats in the control (‘FIP-negative’) group
could possibly have suffered from early-stage FIP in
addition to another disease. Some of the control cases
yielded positive ICC results; if these cats were misclassi-
fied, then the specificity of the ICC test might have been
falsely reduced. In addition, if some control cats with
negative ICC results truly had FIP, the diagnostic sensi-
tivity would have been falsely increased.

Another limitation is the fact that the slides were
stored at —20°C until use. Sample degradation can occur
unless specimens are stored at —80°C, which might have
influenced the diagnostic performance of the ICC assay.

Conclusions

The present study evaluated the utility of an ICC assay
in the diagnosis of FIP using effusion samples. The diag-
nostic specificity was 72.4%, while diagnostic sensitivity
was 85.2%. As specificity is a far more important param-
eter in a lethal disease like FIP, the usefulness of this
method is limited based on the results of the present
study, and ICC cannot, in its present form, be used to
confirm a suspicion of FIP.
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Objective In cats suffering from. feline infectious peritonitis (FIP) without effusion,
antemortem diagnosis is challenging. Uveitis is common in these cats. It was the aim
of this study to evaluate sensitivity and specificity of an immunocytochemical assay
(ICC) in aqueous humor of cats suspecred of having FIP.

Animals studied The study included 26 cats with immunchistochemically confirmed

FIP and 12 control cats for which FIP was suspected due to similar clinical or labora-
tory changes, but which suffered from other diseases confirmed via histopathology.
Procedures All aqueous humor samples were collected postmortem by paracentesis.
ICC was carried out as avidin—biotin complex method. Sensitivity, specificity, and the
overall accuracy including 95% confidence intervals (95% CI) were calculated.

Results Immunocytochemistry was positive in 16 of 25 cats with FIP and 2 of 11 con-
trol cats (one cat with lymphoma, one with pulmonary adenocarcinoma). Aqueous
humor samples of one cat with FIP and of one control cat were excluded from statisti-
cal analysis. Sensitivity was 64.0% (95% CI: 42.5-82.0); specificity 81.8% (95% ClI:
48.2-97.7y; and overall accuaracy 694% (95% CI: 51.9-83.7).

Comclusions As false-positive results occurred and specificity is most important in the
diagnosis of FIP, the diagnostic utility of ICC in aqueous humor is limited. Further
smdies are required to clarify the origin of false-positive ICC results.

Key Words: FIP, immunocytochemistry, sensitivity, specificity, uveiris

INTRODUCTION

Feline infectious peritonids virus (FIPV) and feline enteric
coronaviras (FECV) are two disdnes pathotypes of dhe
feline coronavirus (FCoV)."”” FIPV can sustain replication
within macrophages at high levels and can spread the
infecton to adjacent cells, ultimately causing feline infec-
dous peritonitis (FIPY.>? Thas, o the past, it was beliesed
that positive lmmunostaining of viral andgen within the
eyroplasm of macrophages was diagnostic for FIP.S There-
fore, iimmunostaining has been considered reference stan-
dard for diagnosing FIP in cats with effusion for a long
dme.” In the past 3 years, however, a number of studies
suggested that iromunostaining can be false-positive and
this has questioned its usefulness.® ©

In caes withour effosion, the definitive diagnosis of FIP
currently can only be achieved by invasive procedures such
as laparotomy or laparoscopy to obtain biopsy samples of

© 2017 American College of Veterinary Ophthalmologists

affected dssue for immunostsining of macrophages.”

Useitis and neurclogical signs are often present in cats
suffering from FIP without detectable body cavity effu-
siong,'” and FIP has been shown to be the most common
infectious cause of uveids in cats.”” In cats suffering from
FIP without significant effusions, ocular and/or neurologi-
cal signs are present in about 60% of the affected cats. In
contrast, if effusion is present, ocular and/or neurological
signs occur in less than 9%.'% More recently, however, it
has been discussed that eye involvemnent mighe acmally be
underestimated, as 29% of cats confirmed to have FIP
showed eye involvermnent.!! The most common ocular signs
seen in cats with FIP are uveitis and chorioretinitis.' 1¢
A mixed uveal inflammatory cell infilrate consisting of
neutrophils and mononuclear inflammatory cells can usually
he seen histologically.”

Aquecus humor is commonly cobtained in cars with
uveits for eytology but is often nondiagnesde in caws with
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infections wveits.'® ?° A mived inflammatory cell popula-
tion including macrophages is usnally present within the
anterior eye segment of cats suffering from uveids sec-
ondary to FIp.M* 17192

Whereas usefulness of immunostaining of macrophages
in the cerebrospinal fluid (CSF) has been reported
recently,™”? immunocytochemical demonstration ICC) of
coronavirus antigen in macrophages in aqueous humor has

not been evaluated before.

The hypothesis of the present study was that staining of
coronavirus antdgen in macrophages of aquecus humor
could be a valuable diagnosdc method to confirm FIP in
cats with or without wveits, especially in cass without
body cavity effusions. Therefore, the aim of the smdy was
to evaluate the sensitivity and specificity of an ICC assay
in agueous humor in cats suspected of having FIP. Addi-
donally to ICC analysis, all samples were evaluated cyto-
logically in order to validate ICC results.

MATERIALS AND METHODS

Awnimals

Overall, 38 cats suspected of having FIP based on clinical
and/or laboeratory signs were prospectively included in
the study. The cats were presented either as patents of
the Clinic of Small Animal Medicine, Centre for Clinical
Veterinary Medicine, Ludwig-Maximilians-Universitaet,
Munich, Germany {# = 27), or directdy submitted for
postmortem  examination o the Institate of Veterinary
Pathology, Centre for Clinical Veterinary Medicine, Lud-
wig-Maxmilians-Universitaet, Munich, Germany
(= 11).

The FIP group (r = 26) consisted of cars definidvely
diagnosed with FIP. The diagnosis in all these cars was
confitmed by histopathology plus positive immunchisto-
chemical THC) staining of FCoV antigen in macrophages in
FIP-typical lesions in tissue samples obtained at postmortem
examination. THC was performed as described before.”
Histopathological examination and JHC included the eyes if
macroscopic changes were present at posumortem examina-
tion, which was the case in three cats with FIP.

The control group {(z = 12) consisted of caes for which
FIP was considered an important differendal diagnosis. An
inclusion criterion therefore was the presence of one or

more of the following signs consistent with FIP: effusion
(w=7), fever with not more than 20 000 white blood
cells/pul. and not more than 1000 band neutrophils/pl,
(w=1), icterns (m=75), or neurclogical signs (n =5)
(Table 1). Addidonally, all control cats had to be defini-
tvely diagnosed with a disesse other than FIP which
explained the clinical signs, and in all cars, diagnoses were
confirmed by full posunortem examinaton including
histopathology after the cats were euthanized due to dis-
ease progression independent of the purpose of this stady.
In all conwrol cats, IHC staining of affected tssues was
performed and was always negadve,

Table 1. Inclusion criteria, definitive diagnosis, and immunocyto-
chemical (ICC) results for the 12 control cats. Diagnoses were con-
firmed by histopathology including negative immunochistochernical
staining of affected tissues in all cats

Signs leading

Cat  to inclusion Diagnosis ICC result
1 Pleural effusion Bronchial carcinoma Negative
2 Icterus Systemic salmonellosis Negative
3 Ascites, icterns, Cholangiohepatitis Negative

HCUIULUgiCQl Sigllg
4 Neurological signs  Globoid cell levkodystrophy  Negative
5 Newological signs  Intracranial neoplasia Negative
6 Pleural effusion Pulmonary adenocarcinoma  Positive
7 Icterus, Meningoencephalitis Negative
neurological
signs
8 Ascites Lymphoma Negative
9 Pleura] effusion Lymphoma Pogitive
16 Fever, icterns Cholangiohepatitis Megative
11 Teterus, Cholangitis and Negative
neurological cholecystitis,
signs degenerative
PUliUCﬂCCPthOPﬂﬂl'V

—

2 Pleural effusion Pulmonary adenocarcinoma  n.d.

n.d., nondiagnostic (owing to the lack of cellular material).

Samples

In toral, 38 agueous humor samples were collected
between 2012 and 2014, All agueous humor samples
were obtained posunortem by anterior eye segment para-
centesis after the cats were euthanized or died narurally.
In most cases, samples were collected within 24 h. A 22-
G oneedle was inserted into the anterior eye segment at
the limbus, above and parallel to the plane of the irs,
Aqueons humor was then gendy aspirated into a 2-ml
syringe.

Aliquots of 100 uL of aqueous humor samples were
cytocentrifuged (231 g for 5 min, then the supernatant
was discarded, and the cell pellet was centrifuged at 643 g
for 1 min) in a cytospin centrifuge (Universal 16R, Het-
rich), and slides were stored ac —20°C upril use. Two
slides were prepared for each cat.

Cytological evaluation

One slide of each aqueous humor sample was stained with
bematoxylin and eosin and semiquantitatively evaluated
for cellularity, cellular composition, blood contamination/
hemorrhage and erydwophagecytosis, protein, fibrin and
aspiration of autochthonous material {e. g. melanin, frag-
ments of punctured cornes). Considering these parame-
ters, slides were classified as cytologically “typical for FIP,
‘compatble with FIP’, or ‘not indicadve of FIP'. Pyagran-
ulomatous inflammation with macrophagic engulfment of
neutrophils and absence of microorganisms and giant cells
was regarded as ‘typical for FIP. Mixed white blood cell
populadons containing macrophages were regarded as
‘compatdble with FIP'. Other cellular composidons, such

© 2017 American College of Veterinary Ophthalniologists, Vererinary Oplahaloology, 21, 27-34
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as exclusively neutrophilic or neoplasdc cells, were
regarded as ‘not indicative of FIP’ (Fig. 1).

icc
Slide reading and interpretation of ICC results were per-
formed by two independent investigators, who were
blinded to all data of the cats, including their diagnoses.
Immunoccytochemistry of aqueous humor samples was
performed as described previously for effusion samples.”
All immunostained aqueous humor samples were evalu-
ated for cellularity and positvity of the immunostaining
using light micrescopy. Only samples with more than 50
nucleated cells in total, including mononuclear cells, were
included in the statistical analysis. Samples lacking unim-
paired cellular material were excluded from statistical anal-
ysis. If positive immunostaining was present within a
sample, cells with a positive signal were further assessed
considering cell type, signal pattern, and intensity of the
staining. A positive sample was defined if containing
macrophages that revealed brown, intensely stained and
granulated cytoplasm independent of possible pigmen-
tophagia (Fig. 1). A negative sample was defined as con-
taining macrophages without any immunostaining or cells
with nonspecific immunostaining. Immunostaining of lym-
phocytes, plasma cells, neutrophils, or erythrocytes was
considered nonspecific. Addidonally, diffuse and/or light
cytoplasmic staining was considered nonspecific and was
classifted as negative on ICC. All ICC-positive samples
were categorized semi-quantitatively regarding their yield
of true positive cells (low-yield posidve: few single macro-
phages with strong positive signal; medium-yield positive:
about half of the macrophages with strong positve signal;

(a)

Fig. 1. Cytological and immunocytochemical
(ICC) findings. (a) Feline infectious peritonitis
(FIP)-typical cytology showing pyogranulomatous
inflammation including neutrophils (PMN),
macrophages (Mac), rare lymphocytes (Ly), and ()
macrophages containing melanin pigment (Pig).
(b) Cytology compatible with FIP showing mixed
white blood cells and fibrin threads (Fib).

(c) Cytology not indicative of FIP in a case of
phacoclastic uveitis containing lense fragments
(LF) and band neutrophils (BN).

(d) Immunopositive macrophages in a cat with
FIP (arrowhead). (e) Autochthonous pigmented
cells (Pig) should not be confused with

macrophages (arrowhead).

35 um

ICC IN AQUEOUS HUMORX FOK DIAGNOSING FIP 29

high-yield positive: majority of macrophages with strong
positive signal).

Statistical evaluation

To evaluate the diagnosdc value of the ICC in aquecus
humor in the diagnosis of FIP, sensidvity, specificity, and
overall accuracy were determined. To quandfy uncer-
tainty, 95% confidence intervals (95% CI) were caleu-
lated. Statistical analysis was performed using MS Excel
{(Microsoft Inc., Redmond, Washington, USA) and Prism
Version 5.04 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Califor-
nia, USA).

RESULTS

Ocular signs and bistopathology of the eye

In all cats that were presented to the Clinic of Small Ani-
mal Medicine (# = 27), routine physical examination was
performed and did not reveal clinical signs of uveitis.

In total, three cats with confirmed FIP had ocular
changes on postmortem examination. Twenty-two of the
26 cats with FIP had effusions; two of them also had post-
mortem changes consistent with uveitis. Macroscopic
postmortem changes included conjunctivitis, white miliary
foci within the iris, and turbidity within the anterior
chamber. Histopathological changes included lympho-
cytic-plasmacyde infiloratdon of the iris, multfocal lym-
phocytic  conjunctvids, plasmacytc and macrophagic
infiltration of the anterior chamber, and accumulation of
fibrin within the anterior chamber.

None of the control cats had ocular signs on physical or
macroscopic postmortem examination.

. “ ) b (c)
BN
/
- .
/Mac ) .t .
.
o
s
; <, PMN Jib g .
PMN - & 32 & »
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Cyrological evaluation

Results of the eytological evaluadon of the hematoxylin—
eosin-stained  aqueous humor samples are shown in
Table 2. A 100% inter-rater agreement was achieved
through robust criteria. Overall, cellular composition was
either predominandy neawrophilic with (& = 1) or withowt
necrosis {(# = 3), lymphemonecytde (2 = 14), monocytie/
macrophagic (w = 2), lymphoplasmacytic (¢ = 2), pyogran-
ulematous (# = 8), or neoplastic (# = 1). An equivocally
mixed white blood cell population comprising neutrophils,
menocytes/macrophages, and lymphocytes was present in
five aqueous humor samples. Two  hematoxylin—
eosin-stained aqueons humor samples did not contain
inflammatory cells.

cc

Positive 1CC results were obtained in 18 (16 with FIP, wwo
controls) of the 38 cats (Table 3, 4). The two false-positdve
results oconrred in a cat with lymphoma and in a car with
pulmonary adenocarcinoma diagnosed at full postrnortem
examinadon including histopathology. Only one of the 18
cats with posidve aquecus bnmor samples had gross

‘Fable 2. Cytological evaluation of hematoxylin- and eosin-stained
aqueous humor samples

Group FIP  Controls Total
Number of samples 26 12 38
Cellularity Low 11 g 16
Medium 12 i3 18
High 2 i 3
No cells 1 & 1
Blood contamination/ + 7 3 10
hemorrhage ++ 3 1 4
4+ ¢ G 0
Negative 14 7 21
Not cvaluable 2 1 3
Erythrophagocytosis + 4 G 4
b g o 0
o Y { 0
Negative 20 11 31
Not evaluable 2 1 3
Brotein + 11 7 18
A+ 4 G 4
+++ 4 4] 4
Negative & 4 10
Not evaluable 1 1 2
Fibrin + 6 5 it
++ 8 2 10
R 4 ¢ 4
Negative 5 5 1o
Not evaluable 3 ¢ 3
Aspiration of melanin + 12 § 17
++ 5 i 6
-+ 2 3 5
Negative [ 3 9
Not evaluable 1 G i
Cytological signs for FIP Typical 9 & 9
Compatible 9 1 10
Not indicative 8 11 19

FiP, feline infectous peritonitis.

postmortem  changes  consistent  with  wveitis.  Two
immunostained agueous hwmor samples of one cat with
FIP and of one control cat were considered nondiagnostic
owing to the fack of cellular material. These samples were
excluded from statisdcal analysis. The ICC result of two
agueous hamor samples of control cats was questionable, as
dark brown immunostaining was present within macro-
phages, but the typical granular pacern was missing. As
these samples did not fulfill the inclusion criteria for a posi-
dve ICC resule, they were considered ICC-negadve.

Diagnostic sensidvity, specificity, and overall accuracy
are shown in Table 5.

Table 3. Cellularity and results of immunocytochemical staining
(JCC) of aqueous humor samples

Cat Cellularity™ Imrounostaining’ Group

1 R Nonspecific § FIP

2 et Neg. FIP

3 ek Ak ¥IP

4 e+ Neg. EIP

5 + + P

[ + ++ P

7 =+ +++ P

8 Neg. FIP

¢ ++ Neg. FIP
16 R + FIP
11 -+ + FIP

2 + + FIP
13 ++ Neg. FIP
14 + Neg. P
13 ++ ++ FIP
16 -+ + P
17 - Acellular FIP
18 -+ - FIP
1¢ + Neg. FIP
20 ++ + FIP
2 A+t ETP
22 ++ Sand FIP
23 + + P
24 + + FIP
23 - Neg. FIP
26 —+ + FIP
27 Aeeb Nonsperific? Coantrol
28 -+ Neg. Control
2 ++ Neg. Control
10 + Neg, Control
31 + Neg. Control
32 Ens it Control
33 ++ Nonspecific Control
34 + Neg. Control
35 -t ik Control
36 + Nonspecific Control
37 =+ Neg. Control
38 - Acellular Control

FIP, feline infectious peritonitis. *+, low cellular; ++ medium cellu-
lar; +++, high cellular; - lack of cellular material, nondiagnostie. *+,
low-yield positive immunostaining; ++, medium-yield positive
immmnostaining; ++, high-vield positive immunostaining; neg., neg-
ative immunostaining; acellular samples were regarded as nondiagnos-
te *Nonspecific staining was defined as diffuse and/or light
cytoplasmic staining of macrophages. Samples with nonepecific stain-
ing were regarded as ICC-negative.

© 2017 American College of Veterinary Ophthalniologists, Vererinary Oplahaloology, 21, 27-34



V. Publikation 3

87

Table 4. Results of immunocytochermistry ((CC) in 36 aqueous
humor samples (two samples were considered nondiagnostic and were
therefore excluded from statistical aualysis)

Fip Contral Total
Positive ICC 16 2 18
Negative ICC 2 9 1R
Total 25 11 36

FIP, feline infectious peritonitis.

‘Table 3. Sensitivity, specificity, and overall accuracy of immunoeyto-
chemistry JCC) in 36 aqueons hamor samples (two samples were
considered nondiagnostic and were therefore excluded from satistical
analysis)

ICC in aquecus humor

Sensitivity % (93% CI)
Specificity % (95% CI)
Overall accuracy % (95% CI)

64.0 (42.5-82.0)
81.8 48.2-97.7)
69.4 (T1.9-83.7)

95% CI, 95% confidence interval.

DISCUSSION

The aim of this stady was to determine the diagnostic
value of an JCC assay in aqueous humor in cats suspected
of having FIP. This seudy is the first to evaluate the use of
agueons bumor for ICC analysis in the diagnosis of FIP.

In cats without effusion, antemorterm diagnosis of FIP is
sdll difficult. Reverse wmanscription polymerase chain reac-
ton (RT-PCR) is often applied to establish a diagnosis in
various diagnostic samples such as effusion.?® 2° Tn the
absence of effusion, however, there is a need for other
appropriate material. Whereas sensitivity of RT-PCR is
very good in effusions,® *” blood has preven not to be
sujtable due to a very low virus load. Even though cell-
associated viremia was detected in all dhree cats experi-
mentally infected with an enteric serain of FCoV in a
recent Smdy,28 FCoV RINA could be detected in the
whole blood, plasma, or white cell fracdon of none of 20
cats in which FIP was experimentally indnced in a differ-
ent study.?” In addidon, sensitvity of realdme RT-PCR
was also very low in PBMC, serum, or plasma of natarally
infected cats with ¥IP.2*¥ A recent study examined RT-
PCR in CSFE, which showed a dighdy better but sdll
insufficient sensitivity.”® Specificity of a RT-PCR detect-
ing FCoV in blood is only 20-88% and healthy cats can
be posidve by blood RT-PCR.A*” *! Thus, a discriminative
RT-PCR specifically able to distinguish FECV and FIPV
could have improved specificity, but further studies are
required to determine its diagnostic value, especially in
material other than effusion. Therefore, evaluaton of
other diagnostic possibiliies, such as ICC, is important to
further facilitate the diagnosis of FIP.

Diagnostc specificity of the FCoV ICC in aqueous
humor samples was only 81.8%. This is unexpected, as
many previous swdies evaluaring immuncstining of
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FCoV in macrophages in effusion described an excellent
specificity of 100%,* ** giving the impression that false-
positive results do not occur. Two more recent studies,
bowever, also found false-positive cats in immunofluores-
cence or ICC stining of effusion macrophages, and speci-
feity was even slighdy lower than in the present study
(71% and 72%, respectivelyy.®” Addidonally, false-positive
resules have also been reported for 1ICC in CSF, and
specificity was comparable to the present study (83%)."

It is possible that nonspecific staining of cells other than
macrophages was misclassified in. the present study as pos-
itive upon microscopic evaluatdon of the slides, leading to
a false interprematon of the ICC results in these two cats.
Viral replcadon of FIPV is restricted to monocytes/
macrophages™*® ¥ and cherefore only immunostaining
within the cytoplasm of maerophages should be consid-
ered ICC-positive. Nonspecific staining of other cells
{e.g., red blood cells, neutrophils) might result from bind-
ing of the antbody to celhular structures other than the
FIPV nucleocapsid. Nevertheless, as macrophages usually
can easily be differendated, this possibility seems unlikely,
especially as two different investgators independently
interpreted the false-positive results as positive.

In 9/12 aquecus humor samples of control cats, melanin
was present to variable extents {Table 2). The twa samples
which were false-posidve in ICC also were melanin-posi-
tive. Given the very similar colors of pigment and the
chromogen  diaminobenzidine-tetrahydrochloride {DAB),
there is a small likelihood of confusion between these two,
and the identficadon of ICC-positive macrophages
becomes more difficult. Melanin was also present in 19/25
samples of cats with FIP for which cytological dawa were
available. Twelve of these 19 were ICC-pasidve. It could
be argued dhat some of these could also be false-positive
due to confusion of melanin with DAB. Thus, the use of a
different chromogen for aqueous humor samples should
be considered in the future. Nevertheless, the isometric
and even distibution of FCoV antigen within the cyto-
plasm usually allows a definitive identification of 1CC-
positve macrophages, even in the presence of melanin.

Contaminadon might have been a problem during the
staining procedure as well, as slides were kept in close
proximity during ail washing and incubation steps. Nega-
tive control slides could help to potentially idendfy this
problem in futwre studies.

The two cats with false-positive ICC results suffered
from lymphoma and pulmonary adenccarcinoma. In both
cases, the diagnosis was confirmed by full postmortem
examinadon including histopathological examination of
tissue material. However, these two cats with false-positive
results in the present study were severely il. Similarly, all
cats with false-positive immunostaining in previous studies
suffered from terminal diseases, such as lymphoma, carci-
noma, end-stage cardiac discase, or meningoencephalits.® *
These cats were certainly immunccompromised due o
their diseases, and therefore were rather susceptible to
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developing FIP. Thus, dhere is the possibility that the two
cats with false-positive staining in the present study suffered
from two diseases, their tamors and early-stage FIP, but
still without histopathological lesions. Nevertheless, neither
of the two cats with false-positive JCC resules had ‘FIP-
typical” agueous humor cytology.

In contrast to what was believed previously, replica-
tion of FECV is not restricted exclusively 1o the intestinal
tract. As 2 consequence, FECV can be detected i monoc-~
cytes in the blood of clinically healthy cars”™ %% Sub-
sequently, FECV can spread systemically,®” and it mighe
be possible that it enters the aqueous humer with other
blood components in the presence of inflammadon. The
two cats that were tested false-posidve sulfered from
end-stage neoplasia. Possibly, they were infected with a
‘harmless” FECV that was able to cross the blood-aqueous
barrier and enter the agueous humor in the presence of
their systemic disease. As a consequence, ICC might then
have detected FECV, which could explain the false-posi-
tive results.

Overall, this lack of specificity, however, is a serious
problem, becanse a very high specificity of a diagnostic
test is required for a deadly disease like FIP. False-posidve
results can lead to enthanasia of cats suffering from poten-
dally treatable diseases. Further studies are required to
answer the question of false-positive staining.

Diagoostic sensitivity of the ICC assay in aqueous
humor was 64.0%. Previous swmdies on ICC or
immunoflucrescence using effusion or CSF have reported
higher sensidvities of 85-100%.° ¥ One explanation thac
not all cats with FIP were posidve in ICC is a low maumber
of macrophages in the examined specimens. Especially in
cats without uveids the number of macrophages in the
aqueous humaor can be low, bat could be much higher if
inflammarion is present. Given the fact that only one of
the cats with positive ICC results on agueous humor sam-
ples showed clinical signs eor histopathological changes
indicative of uveids, the sensitivity appears rather high
when compared to sensitivity of immuoostaining in other
material, such as effusion. Nevertheless, aqueous humor
cytology was abnormal in all of the cars wich FIP for
which cytological data was available and in 11/12 of the
control cats, regardless of whether they showed signs of
uveitis. All of the control cars suffered from severe dis~
eases, such as neoplasia, commonly associated with inflame-
maton, which can explain their abnormal aqueous humor,
Apparently, inflammatory and neoplastic cells originating
from other parts of the body are able to cross the blood—
aqueous barrier, even without the presence of uveids. A
sufficient number of macrophages was detected cytologi-
cally in 8/9 cats with FIP with false negative ICC resulss.
Thus, lack of cellularity is unlikely responsible for the
false-negagive results.

All aguecus humor samples were obtained postmortem
after the cats were euthanized or died due to disease pro-
gression, which is 4 lImitdon to the present study. It is

38,39

possible that anremortem paracentesis would lead to a better
diagnostic utlity of the ICC. Some degradation of macro-
phages might have occurred at the time of sampling. Ante-
mortem paracentesis therefore might lead to a higher
sensidvity of the ICC. Further explanadons for a low sensi-
tivity are a competitive binding of FCoV in immune com-
plexes by circulating andbodies. Also the use of a
monoclonal antibody in the staining protocol could be a rea-
son, and 2 polyclonal andbody conjugate might have
increased sensidvity {but concurrendy decreased specificity).

Two aquecus humor samples were considered nondiag-
nosde, as adequate evaluadon was not possible owing to
the absence of a sufficient number of cells on the slides. It
is possible that the aqueous humor already did not contain
a large number of cells upon sampling. Additdonally, pro-
cessing of the samples during ICC staining could have
further decreased the number of adequate cells upon the
slides. Potendally, fixaden of the cellular material on dhe
slides could increase cellularity of the JCC slides and fur-
ther studies should compare and evaluate different fixation
methods ro avoid low celhalarity.

As agueous humor was collected postmortemn in the pre-
sent study, 2 22-G needle was used for paracentesis to
increase the amount of sample material and facilitate the
collecdon. If performed antemortem, 27- to 29-G needles
are uswally used to reduce the risk of eevlar damage.?® The
use of dhe larger needle conld have resulted in improved
cell retrieval and reduced cell disruption which might be a
problem in antemortem samples. This is a limitation of the
present study. Another limitation is the fact that no control
cats with uveitds were included, and future studies are
required to compare this new method in cars with and
without uveitds by taking antemoertem samples. Addidon-
ally, ophthalmological examinadon was not routinely per-
formed in all of the cats, and only a reladvely small
number of cats was included in each group. Another limi-
tation of this study is the fact that only four cats with FIP
did not have effusions. Therefore, the usefuiness of ICC in
the diagnosis of FIP in cats without effusion cannot be
determined and further stdies shonld be performed in eats
without effusion. Finally, the present study would have
been enhanced by the inclusion of a RT-PCR assay using
aqueous humor samples. Pogsibly, RT-PCR would have
been useful in the clarification of the origin of the positive
immunostaining in the two cats without histopathologi-
cally confirmed FIP and in the equivocal samples. This
comparison shonld be invesdgared in funare studies.

The present study for the first time evalnated an ICC
assay in the diagnosis of FIP using aqueous humor samples.
The lack of specificity, however, is disappointing, as a high
specificity would be required to confirm a diagnests of FIP.
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VI.  DISKUSSION

In den Studien der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieflich Katzen untersucht,
bei denen FIP aufgrund klinischer und/oder labordiagnostischer Veranderungen
eine wichtige Differentialdiagnose darstellte. Alle Katzen der drei
Studienpopulationen zeigten eines oder mehrere mit FIP zu vereinbarende
Probleme, wie Erguss, Fieber, Ikterus, Hyperglobulindmie, Uveitis oder
neurologische Symptome. Die Diagnose FIP wurde bei allen Katzen der drei
Studien histopathologisch und i. d. R. zusétzlich auch immunhistochemisch
bestatigt. Bei allen Katzen der Kontroll-Gruppen wurde eine andere Erkrankung
als FIP sicher diagnostiziert. Die Diagnosestellung erfolgte entweder post mortem
mittels  histopathologischer ~ Untersuchung  von  Gewebeproben  oder
echokardiographisch  (zur Diagnose dekompensierter Herzerkrankungen),
zytologisch (zur Diagnose verschiedener Neoplasien) oder durch Kombination
von Zytologie und bakteriologischer Untersuchung (zur Diagnose bakterieller
Peritonitiden oder Pleuritiden). Aufgrund der gewéhlten Einschlusskriterien
spiegeln die Studienpopulationen genau das Patientenkollektiv einer tierdrztlichen
Klinik oder Praxis wider, bei dem FIP als Differentialdiagnose eine Rolle spielt,
eine diagnostische Probe auf FIP untersucht wird und das Ergebnis beurteilt
werden muss. Viele bislang publizierte Studien zur Evaluation verschiedener
diagnostischer Methoden beinhalteten Kontroll-Gruppen, welche ganz oder zu
einem Teil aus Kklinisch gesunden, FECV-infizierten Katzen bestanden
(EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995a; GUNN-MOORE et al.,
1998b; SIMONS et al., 2005; CAN-SAHNA et al., 2007; HORNYAK et al.,
2012). Dies sind jedoch weniger geeignete Kontrollen, da sich die Interpretation
eines Testergebnisses bei Katzen ohne FIP-verdachtige Symptome deutlich von
der bei Katzen mit Verdacht auf FIP unterscheidet. Einige Studien untersuchten
zwar nur Katzen mit FIP-verdachtigen Symptomen, es erfolgte jedoch keine
eindeutige Diagnosestellung und Einteilung in FIP- oder Kontroll-Gruppe (FEHR
et al.,, 1996; SOMA et al., 2013). Die Aussagekraft dieser Studien ist daher
fraglich. Weiterhin existieren Studien, die ausschlieflich Katzen mit FIP
betrachteten (GIORDANO et al., 2005; TSAI et al., 2011). Andere Studien
wiederum werteten die Ergebnisse verschiedener diagnostischer Methoden fur
FIP-verdéchtige Falle retrospektiv aus (HARTMANN et al., 2003; GIORI et al.,
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2011). Bislang mangelt es jedoch an prospektiven Studien, die diagnostische Tests
anhand des Vergleichs von Katzen mit FIP und vergleichbar kranken Katzen mit

einer definierten anderen Krankheit evaluieren.

Die groRte Schwierigkeit der ante-mortem-Diagnose der FIP liegt in der Existenz
der beiden Pathotypen FECV und FIPV. Wenngleich sich die beiden grundlegend
in ihrer Virulenz unterscheiden, so sind sie doch elektronenoptisch und
serologisch nicht zu differenzieren (PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN et al.,
1984a). Infolge vorangegangener Infektion mit FECV kommt es, unabhéngig von
der Entwicklung einer FIP, zur Bildung spezifischer Antikorper (PEDERSEN et
al., 1981a; GUNN-MOORE et al., 1998a; KIPAR et al., 1999; MELI et al., 2004;
VOGEL et al., 2010). Daher ist der Antikorper-Nachweis zur Diagnose der FIP
nicht geeignet. Bislang beschriebene RT-PCR-Tests weisen zwar eine akute
Infektion mit einem FCoV nach, erlauben jedoch keine Aussage Uber den
vorhandenen Pathotyp (EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH et al., 1995a;
FEHR et al., 1996; GAMBLE et al., 1997; HERREWEGH et al., 1997; FOLEY et
al., 1998; GUNN-MOORE et al., 1998b; KENNEDY et al., 1998; HARTMANN
et al., 2003; SIMONS et al., 2005; CAN-SAHNA et al., 2007; SHARIF et al.,
2011; HORNYAK et al., 2012; DOENGES et al., 2016; DOENGES et al., 2017).
Somit kann nicht mit letzter Sicherheit unterschieden werden, ob eine Katze mit
positiver RT-PCR oder vorhandenen Antikérpern und FIP-verdéachtigen
Symptomen diese aufgrund einer FIP oder aufgrund einer anderen Erkrankung
und begleitender FECV-Infektion hat. Eine solche Differenzierung ist im Hinblick
auf den todlichen Verlauf der FIP jedoch von entscheidender Bedeutung, um die
Euthanasie von Katzen mit potenziell therapierbaren Erkrankungen zu vermeiden.
Punktmutationen an den in enger Nachbarschaft liegenden Nukleotidpositionen
23531 und 23537 des S-Gens der FCoV (und die daraus resultierenden
Substitutionen M1058L bzw. S1060A im S-Protein) korrelierten in > 95 % der
untersuchten FCoV mit dem FIP-Phanotyp (CHANG et al., 2012). Diese
Ergebnisse stellten die Grundlage fir die Entwicklung einer real-time RT-PCR
dar, welche in der ersten Studie der vorliegenden Arbeit evaluiert wurde. Sie
erlauben die Hypothese, dass der Nachweis der beschriebenen Mutationen eine
Unterscheidung zwischen FIPV und FECV und folglich eine sichere Diagnose
ante mortem ermdglicht. Die Verfugbarkeit eines solchen Diagnostikums fur eine

mdoglichst groRe Zahl an veterindrmedizinischen Praxen oder Kliniken wére sehr
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winschenswert.

Das Ziel der ersten Studie der vorliegenden Arbeit war daher die Evaluation der
Sensitivitat und Spezifitat dieser real-time RT-PCR mit Mutations-spezifischen
Hydrolyse-Sonden in Erguss und Serum oder Plasma von Katzen mit klinischem
FIP-Verdacht. Diese PCR ist aktuell bereits kommerziell erhéltlich (FIPV
RealPCR™, IDEXX Laboratories (IDEXX REFERENCE LABORATORIES,
2015)). Sie wird im Folgenden zur Vereinfachung als ,,Mutations-PCR*

bezeichnet.

In der vorliegenden Studie betrug die Spezifitat der Mutations-PCR im Erguss
95,8 %, nicht aber, wie eigentlich erwartet, 100 %, da FIPV mit Substitution
M1058L auch im Erguss einer Kontroll-Katze mit chronischer Nierenerkrankung
gefunden wurde. Bereits in einer friiheren Studie wurden FCoV mit einer der
beiden Substitutionen M1058L oder S1060A nicht nur bei Katzen mit FIP,
sondern auch im Gewebe von gesunden FCoV-infizierten Katzen nachgewiesen.
Aus diesem Grund wurde diskutiert, dass die genannten Substitutionen im S-
Protein moglicherweise eher ein Marker fur die systemische Verbreitung des
FCoV als flr den Pathotyp FIPV seien (PORTER et al., 2014). Dies konnte eine
Erklarung fur den Nachweis eines FCoV mit Substitution M1058L in der
Kontroll-Katze in der ersten Studie dieser Arbeit sein. Mdglicherweise war die
Katze aber auch zusatzlich zu ihrer chronischen Nierenerkrankung an FIP
erkrankt. Zwar wurde eine histopathologische Untersuchung durchgefiihrt, bei der
keine FIP-typischen Gewebelasionen auffindbar waren, und auch die IHC verlief
negativ. Allerdings ist dennoch nicht auszuschlielen, dass die Katze in einem
frihen Stadium erkrankt war, in dem noch keine histopathologischen L&sionen
feststellbar waren. Schliellich kann es sich nattirlich auch um ein echtes falsch-

positives Ergebnis aufgrund eines methodischen Fehlers handeln.

Die Sensitivitat der Mutations-PCR betrug im Erguss 68,6 %. Im Vergleich zu
den Ergebnissen fruherer Studien, welche RT-PCR-Tests aus Erguss evaluierten
und Sensitivitaten von 85 % — 100 % ermittelten, ist die Sensitivitat in dieser
Studie deutlich geringer (HERREWEGH et al., 1995a; GAMBLE et al., 1997
KENNEDY et al., 1998, HARTMANN et al.,, 2003; TSAIl et al.,, 2011;
DOENGES et al., 2017; LONGSTAFF et al., 2017). Die Mutations-PCR, welche
in dieser Studie evaluiert wurde, unterscheidet sich jedoch grundlegend von

anderen RT-PCR-Methoden durch ihre Fahigkeit zur Differenzierung zwischen
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FIPV und FECV. Nur Proben, die eindeutig einem Pathotyp zuzuordnende FCoV
enthielten, wurden fir die Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat als positiv
bewertet. Proben, welche entweder zu wenig FCoV-RNA enthielten, um den
Pathotyp zu bestimmen oder Proben mit hoher Konzentration an FCoV, aber
unbekannten Sequenzvariationen wurden fiir die Berechnung der Sensitivitét als
negativ bewertet. Dies fuhrte insgesamt zu einer niedrigeren Sensitivitat der
Mutations-PCR. Waére die Sensitivitdt wie bei einer nicht-diskriminativen RT-
PCR allein fir den Nachweis von FCoV-RNA, egal welchen Pathotyps, berechnet
worden, so ldge sie im Erguss deutlich hoher bei 97,1%, was friiheren
Studienergebnissen entspricht (HERREWEGH et al., 1995a; GAMBLE et al.,
1997; KENNEDY et al., 1998; HARTMANN et al., 2003; TSAI et al., 2011,
DOENGES et al., 2017; LONGSTAFF et al., 2017). Nur bei einer Katze mit FIP
wurde im Erguss keine FCoV-RNA nachgewiesen. Es ist bekannt, dass die
Viruslast bei Katzen mit FIP im Erguss deutlich hoher ist als im Blut
(PEDERSEN et al., 2015). Eine hthere Sensitivitat der Mutations-PCR im Erguss
als in Serum/Plasma war daher, wie auch bereits zuvor beschrieben (DOENGES
et al., 2017), zu erwarten. In einer Studie mit experimentell mit FIPV infizierten
Katzen wurde zu keinem Zeitpunkt der Infektion bei einer der Katzen FCoV-RNA
nachgewiesen. Entweder waren die Katzen nicht virdmisch oder die
Konzentration der RNA lag unterhalb der Nachweisgrenze der RT-PCR
(PEDERSEN et al., 2015). Auch in der vorliegenden Studie konnte bei keiner der
Katzen in Serum oder Plasma ein eindeutiger FCoV-Pathotyp bestimmt werden;
die Sensitivitat lag bei 0 %. Daher war auch die Berechnung der Spezifitit nicht
sinnvoll. Lediglich bei zwei Katzen der FIP-Gruppe wurde FCoV-RNA in
Serum/Plasma nachgewiesen, eine Bestimmung des Pathotyps war aber aufgrund
der geringen Konzentration viraler Partikel nicht méglich. Dieses Ergebnis steht
doch im Kontrast zu friiheren Studienergebnissen mit Sensitivitaten von 15 % —
87 % fir RT-PCR-Tests aus Blut. Allerdings sind die Ergebnisse der bisherigen
Studien ebenfalls recht unterschiedlich (EGBERINK et al., 1995; HERREWEGH
et al., 1995a; GUNN-MOORE et al., 1998b; KENNEDY et al., 1998;
HARTMANN et al., 2003; DOENGES et al., 2017). Zudem ware die Sensitivitat
der real-time RT-PCR fur Serum/Plasma in dieser Studie, wenn sie, wie oben
bereits fir Erguss beschrieben, allein fir den Nachweis von FCoV-RNA, egal
welchen Pathotyps, berechnet worden wére, mit 14,3 % etwas hoher gewesen.

Insgesamt eignen sich Serum und Plasma nicht fur die Verwendung in der
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Mutations-PCR.

Die Untersuchung der Proben mittels Mutations-PCR erlaubte die Unterscheidung
sechs verschiedener Testergebnisse (IDEXX REFERENCE LABORATORIES,
2015):

1. ,Nachweis des FIPV-Pathotyps“. Dies bedeutet, dass die nachgewiesenen
FCoV zum FIPV-Pathotyp mit Substitution M1058L oder S1060A im S-Protein
mutiert sind. Bei Katzen mit klinischen Symptomen unterstitzt dieses Ergebnis
die Diagnose einer FIP. In der vorliegenden Studie beherbergte die Mehrzahl
(22/34) der FCoV-positiven Ergussproben der Katzen mit FIP diesen Pathotyp.
Hierbei wurde ausschlieBlich Substitution M1058L nachgewiesen. S1060A kam
in der vorliegenden Studienpopulation nicht vor. Diese Anteile sind vergleichbar
mit den Ergebnissen einer aktuellen Studie, in der M1058L ebenfalls bei 65 %
und S1060A nur bei 6 % der FCoV-positiven Ergussproben von Katzen mit FIP
nachgewiesen wurde (LONGSTAFF et al., 2017). Zudem entsprechen die
Ergebnisse friher schon ermittelten Zahlen fir die Sequenzierung des S-Gens von
FCoV: in der Mehrzahl der mutierten FIPV wurde Substitution M1058L
aufgefunden. PORTER und Mitarbeiter (2014) ermittelten Substitution M1058L
in 91 % der FCoV aus Gewebeproben von Katzen mit FIP. S1060A wurde nur bei
einem von finf FCoV nachgewiesen, welche nicht auch M1058L enthielten.
CHANG und Mitarbeiter (2012) fanden Punktmutationen der Nukleotidposition
23531, aus denen Substitution M1058L resultiert, bei 92 % der FIPV. Nur 4 % der
FIPV enthielten Mutationen an Nukleotidposition 23537 (verantwortlich fir
Substitution S1060A).

2. ,,Nachweis des FECV-Pathotyps“. Die nachgewiesenen FCoV sind nicht
mutiert und die Katze hat ein geringes Risiko, an FIP zu erkranken. Keine der

Katzen der Studienpopulation beherbergte FCoV vom Pathotyp FECV.

3. “Nachweis einer gemischten Population von FECV und FIPV”. Zwei
Ergussproben von Katzen mit FIP enthielten eine gemischte Population von FIPV
und FECV. Modoglicherweise befanden sich diese Katzen in einem
Ubergangsstadium der FECV- zur FIPV-Infektion, in dem die Population an
FECV nach der Mutation langsam von den schnell in Monozyten/Makrophagen
replizierenden FIPV verdrangt wird. Alternativ ist es mdoglich, dass bei diesen

Katzen mit FIP eine Superinfektion mit einem FECV vorlag. Dies wurde in der
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Vergangenheit bereits beschrieben (CHANG et al., 2010; BANK-WOLF et al.,
2014).

4. “Below limit of detection®. In zwei Blut- und neun Ergussproben wurde FCoV-
RNA in geringer Konzentration nachgewiesen. Durch die geringe Konzentration
viraler RNA unterhalb der Nachweisgrenze war die Bestimmung des Pathotyps
nicht moéglich. Zwei der Katzen mit einem solchen Ergebnis im Erguss waren
nicht an FIP erkrankt. Mdglicherweise handelte es sich bei den nachgewiesenen
FCoV um FECV, die sich systemisch verbreitet hatten und in den Erguss
Ubergetreten waren. Es ist bekannt, dass auch FECV systemisch in Monozyten
zirkulieren und so auch im Erguss von Katzen mit anderen Erkrankungen als FIP
vorhanden sein kdnnen (GUNN-MOORE et al., 1998b; MELI et al., 2004;
KIPAR et al., 2006a; KIPAR et al., 2010; PEDERSEN et al., 2012; FISH et al.,
2017). Zu bedenken ist, dass diese Proben in einer nicht-diskriminativen RT-PCR
falsch-positiv getestet worden waren. Dies verdeutlicht, dass der reine Nachweis
von FCoV-RNA im Erguss mittels herkémmlicher RT-PCR nicht ausreicht, um

die Diagnose FIP zu stellen.

5. ,,Indeterminate*. Eine Probe mit diesem Ergebnis enthalt zwar FCoV-RNA in
hoher Konzentration, die Bestimmung des Pathotyps ist aber nicht méglich, da
das S-Gen unbekannte Sequenzvarianten enthélt, die durch die verwendeten
Primer nicht erkannt werden. Drei Ergussproben von Katzen mit FIP wurden als
Hindeterminate® klassifiziert. Katzen mit FIP weisen hoéhere virale
Konzentrationen auf als gesunde FECV-infizierte Katzen (KIPAR et al., 2006a;
PORTER et al., 2014). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die drei Katzen
tatséchlich an FIP erkrankt waren. Mdglicherweise enthielten ihre FCoV andere
Mutationen, welche zu FIP fihrten. Moglich wéren beispielsweise Mutationen im
3c-Gen oder an anderen Stellen des S-Gens (PEDERSEN et al., 2009; CHANG et
al., 2010; PEDERSEN et al., 2012; LICITRA et al., 2013; BANK-WOLF et al.,
2014; LEWIS et al., 2015). Da die verwendeten Primer spezifisch fur FCoV vom
Serotyp | sind, ist es zudem denkbar, dass auch FCoV vom Serotyp Il als
»indeterminate* bewertet wurden. Sowohl FCoV vom Serotyp | als auch FCoV
vom Serotyp Il kénnen FIP verursachen (HOHDATSU et al., 1992; BENETKA et
al., 2004; KUMMROW et al., 2005; SHIBA et al., 2007; LIN et al., 2009b).

6. ,,Negativ*. Kein Nachweis von FCoV-RNA.
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Die Ergebnisse dieser Studie bestdtigen die Aussage, dass Tests aus Erguss
insgesamt bessere diagnostische Werte aufweisen als Tests aus Blut
(HARTMANN et al., 2003). Besonders wichtig ware daher die Entwicklung einer
diagnostischen Testmethode fiir Katzen, die mit Verdacht auf FIP beim Tierarzt
vorgestellt werden, und bei denen Kkein punktierbarer Koérperhdhlenerguss
vorhanden ist. Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen ist die Mutations-PCR
bei Verwendung von Serum- oder Plasmaproben nicht zu empfehlen. Andere
mogliche Materialien, die potenziell mittels Mutations-PCR untersucht werden
konnten, sollten evaluiert und verglichen werden. Zu nennen sind hier

insbesondere Liquor, verschiedene Gewebe oder auch Augenkammerwasser.

Eine zweite Mdglichkeit des direkten Erregernachweises neben der RT-PCR ist
die Immunfarbung von FCoV-Antigen in Makrophagen in Gewebe oder
Korperflissigkeiten. Es  existieren  mehrere  Studien, die  eine
Immunfluoreszenzfarbung  von  FCoV-Antigen in  Makrophagen in
Korperhdhlenerguss evaluierten (CAMMARATA PARODI et al, 1993;
HIRSCHBERGER et al., 1995; PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al.,
2003; LITSTER et al., 2013). Immunzytochemisch wurde FCoV-Antigen bislang
im Liquor (IVES et al., 2013; GRUENDL et al., 2016) und in FNA von Leber und
Niere von Katzen mit Verdacht auf FIP nachgewiesen (GIORDANO et al., 2005).
Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz werden bei der Immunzytochemie nicht-
fluoreszierende Chromogene verwendet. Dies erlaubt einerseits die Beurteilung
der Proben mittels herkdbmmlicher Lichtmikroskope und ermdglicht andererseits
zusétzlich auch eine zytomorphologische Beurteilung der Zellen. Wahrend die
Immunfluoreszenzfarbung im Laufe der Zeit verblasst, bleibt die
immunzytochemische Farbung lange Zeit erhalten und gestattet somit eine Re-
Evaluation der Proben zu einem spéteren Zeitpunkt und auch den Transport der
Objekttrager. Die Immunzytochemie ist so eine Methode, die gut auch fur

Tierarzte in der Praxis anwendbar ist.

Hinsichtlich der Sensitivitat und Spezifitat der Immunfarbung von FCoV-Antigen
in Makrophagen im Erguss existieren kontroverse Ergebnisse. Wahrend die
meisten  publizierten Studien eine Spezifitdt von 100 % ermittelten
(CAMMARATA PARODI et al., 1993; HIRSCHBERGER et al., 1995;
PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al., 2003), ergab eine aktuellere
Studie eine deutlich geringere Spezifitat von nur 71 % (LITSTER et al., 2013).
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Viele der élteren vorhandenen Studien waren jedoch retrospektiv, zudem erfolgte
die Zuteilung der Katzen zur FIP- oder Kontroll-Gruppe teils nicht anhand einer
histopathologischen Untersuchung.

Das Ziel der zweiten Studie der vorliegenden Arbeit war daher die Evaluation
einer immunzytochemischen Nachweismethode fir FCoV-Antigen in Erguss-
Makrophagen. Hierbei wurde diese neue Farbeart in einem bereits mehrfach
verwendeten Probenmaterial (Erguss) etabliert. Die Immunzytochemie wurde in
diesem Material bislang nicht untersucht, die Immunfluoreszenz ergab aber, wie
beschrieben, zuvor kontroverse Ergebnisse. Das Ziel der dritten Studie der
vorliegenden Arbeit war dann die Evaluation derselben immunzytochemischen
Nachweismethode im Augenkammerwasser von Katzen mit Verdacht auf FIP mit
oder ohne Uveitis. Bisher existieren keinerlei Daten zur diagnostischen
Aussagekraft des direkten oder indirekten  Erregernachweises aus
Augenkammerwasser. Dies erscheint jedoch als geeignetes Material, da
neurologische und/oder okuldare Symptome bei ungefahr 60 % der Katzen mit FIP
auftreten, die keinen Erguss haben (PEDERSEN, 2009). Wie zuvor bereits
ausgefiihrt, wurden ausschliellich Katzen in die Studien eingeschlossen, bei
denen FIP eine wichtige Differentialdiagnose darstellte. Bei allen Katzen der FIP-
Gruppen beider Studien wurde die Erkrankung mittels IHC bestétigt, was als
Goldstandard fiir die Diagnose der FIP gilt (KIPAR et al., 1998a; ADDIE et al.,
2004b; PEDERSEN, 2009; GIORI et al., 2011; KIPAR & MELI, 2014).

Bei insgesamt acht der 29 untersuchten Kontroll-Katzen wurde im Erguss ein
falsch-positives Ergebnis der Immunzytochemie festgestellt. Die Spezifitat betrug
daher nur 72,4 %. Drei der falsch-positiv getesteten Katzen hatten ein Lymphom,
zwei hatten ein Karzinom und drei Katzen litten an einer dekompensierten
Herzerkrankung. Bei vier der Katzen wurde die Diagnose histopathologisch
bestatigt. Bei den anderen vier Katzen erfolgte die Diagnosestellung ante mortem
entweder zytologisch (eine Katze mit Lymphom, eine Katze mit Karzinom) oder
echokardiographisch (eine Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie, eine Katze
mit unklassifizierter Kardiomyopathie). Auch das Augenkammerwasser zweier
von 12 Katzen wurde mittels Immunzytochemie falsch-positiv getestet; die
Spezifitat lag daher, ahnlich wie im Erguss, nur bei 81,8 %. Die Katzen mit
falsch-positivem Ergebnis litten an einem Lymphom und einem pulmondren

Adenokarzinom. Diese zwei Katzen waren Teil beider Studien. Interessanterweise
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waren beide Katzen nicht nur im Augenkammerwasser, sondern auch im Erguss
falsch-positiv. Dies spricht stark gegen einen methodischen Fehler der
Immunzytochemie als Ursache fir die falsch-positiven Ergebnisse.

Eine mogliche Erklarung ist, dass es sich bei dem falsch-positiv gefarbten
Material in Erguss- und Augenkammerwasser-Makrophagen um FECV handelte.
Anders als lange Zeit vermutet (PEDERSEN et al., 1981b; PEDERSEN et al.,
1984b), ist die Replikation von FECV nicht ausschlieBlich auf enterale Epithelien
beschrankt. FECV-infizierte Katzen, die niemals an FIP erkrankten, entwickelten
dennoch eine Virdmie (HERREWEGH et al.,, 1995a; GUNN-MOORE et al.,
1998b; MELI et al., 2004; KIPAR et al., 2006a; DESMARETS et al., 2016), was
den Schluss nahelegt, dass FECV sich systemisch verbreiten (KIPAR et al., 2010)
und mdoglicherweise im Zuge lokaler Entzindung zusammen mit anderen
Blutbestandteilen auch in den Erguss (ADDIE et al., 2004b) oder das
Augenkammerwasser Ubertreten konnen. Zwar hatte keine der beiden im
Augenkammerwasser  falsch-positiv.  getesteten  Katzen  klinische  oder
histopathologische Anzeichen einer Uveitis, und auch die Zytologie des
Kammerwassers war weder typisch fur noch kompatibel mit FIP. Allerdings
wiesen beide Kammerwasserproben eine lympho-monozytare Entziindung auf.
Insgesamt war bei elf der 12 Kontroll-Katzen zytologisch eine Entzindung im
Kammerwasser nachweisbar, obwohl bei allen keine Uveitis vorlag. Bei einer
Katze mit Lymphom waren sogar neoplastische Zellen im Kammerwasser
auffindbar, was zusammengenommen den Schluss nahelegt, dass es im Zuge
systemischer Erkrankungen auch ohne lokale Entziindung zum Ubertritt
verschiedener Zellen Uber die Blut-Augen-Schranke kommen kann. So kann es
auch bei den falsch-positiv getesteten Katzen in der vorliegenden Studie zum
Ubertritt FECV-infizierter Makrophagen in das Kammerwasser gekommen sein.
Da FECV jedoch weniger Makrophagen infiziert als FIPV, in geringerem Malie in
diesen repliziert und die Infektion nicht aufrecht erhalten kann (STODDART &
SCOTT, 1989; DEWERCHIN et al., 2005; ROTTIER et al., 2005), ware fir
FECV-infizierte Makrophagen nur ein geringes Signal der Immunféarbung zu
erwarten. Dies war jedoch nicht der Fall. Es erscheint daher eher
unwahrscheinlich, dass es sich bei dem falsch-positiv gefarbten Material um
FECV handelte.

Der in der Studie verwendete Primar-Antikorper (FIPV 3-70) bindet im
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Zytoplasma von Makrophagen an das Nukleokapsid der FCoV. Eine
unspezifische Bindung des Antikorpers an andere Strukturen innerhalb einer Zelle
konnte zu falsch-positiver Immunfarbung fiihren. Werden diese unspezifisch
gefarbten Zellen wahrend des Mikroskopierens félschlicherweise als positiv
bewertet, so konnte dies zu einer Senkung der Spezifitdt der Immunzytochemie
fuhren. Bislang existieren jedoch keine Berichte ber die Bindung des
verwendeten AntikOrpers an endogene Strukturen. Zudem wurden unspezifische
Bindungen des Sekund&r-Antikdrpers an endogene Immunglobuline mittels
Zugabe von Normalserum wahrend des Farbeprozesses blockiert. Auch
Hintergrundfarbung, welche die korrekte Identifikation immunzytochemisch
positiver Makrophagen erschwert haben kénnte, wurde durch die Behandlung mit
Wasserstoffperoxid wéhrend der Immunzytochemie weitestgehend reduziert. Die
Replikation des FIPV erfolgt im Zytoplasma seiner Zielzellen, der
Monozyten/Makrophagen (DEWERCHIN et al., 2005; ROTTIER et al., 2005). Es
ist demgemaR entscheidend, ausschlieBlich eine Immunférbung im Zytoplasma
von Makrophagen, nicht aber im Zytoplasma anderer Zellen als positiv zu
bewerten. Dies wurde selbstverstandlich bei der Auswertung der
Immunzytochemie in beiden Studien bertcksichtigt. Eine Studie zur
Immunfluoreszenzfarbung beschrieb zur sichereren Erkennung von Makrophagen
deren Markierung mittels separater Immunfarbung (LITSTER et al.,, 2013),
welche in den vorliegenden Studien nicht verwendet wurde. Es besteht die
Madglichkeit, dass es daher zur Fehlinterpretation unspezifischer Immunfarbung
kam. Wie bereits dargelegt, bietet die Immunzytochemie gegenlber der
Immunfluoreszenz jedoch den Vorteil, dass eine zytomorphologische Beurteilung
der Zellen auf dem Objekttréager erfolgen kann. Makrophagen sind zytologisch
recht eindeutig von anderen Zellarten zu unterscheiden, sodass eine Verwechslung
von Makrophagen mit anderen Zellen in den vorliegenden Studien eher
unwabhrscheinlich erscheint. Zudem ermdglicht die Immunzytochemie auch die
Beurteilung der Qualitat der Immunféarbung. In den vorliegenden Studien wurden
ausschlieBlich Makrophagen mit intensiver und granulierter Farbung des
Zytoplasmas als immunzytochemisch positiv bewertet (TAMMER et al., 1995).
Eine Verwechslung von positiver Immunfarbung mit dem ebenfalls braunen
Pigment Melanin im Augenkammerwasser und eine daraus resultierende
Fehleinschatzung Melanin-positiver Proben ist denkbar. Bei beiden im

Augenkammerwasser falsch-positiv getesteten Katzen wurde Melanin zytologisch
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nachgewiesen. Normalerweise kann eine echte positive Immunfarbung dennoch
anhand der gleichmé&Rigen Verteilung des Antigens im Zytoplasma eindeutig
erkannt werden. Der wichtigste Hinweis darauf, dass es sich bei den falsch-
positiven Ergebnissen im Augenkammerwasser nicht um einen methodischen
Fehler handelte, ist die Tatsache, dass bei beiden Katzen nicht nur das
Kammerwasser, sondern auch der Erguss ein falsch-positives Ergebnis ergab.
Melanin spielt im Erguss naturgem&l keine Rolle. Es ist daher extrem
unwahrscheinlich, dass die Untersuchung zweier verschiedener Materialien beli
zwei unterschiedlichen Katzen nur aufgrund einer Fehlinterpretation oder eines

methodischen Fehlers falsch-positiv verlief.

Am wahrscheinlichsten erscheint die Erklarung, dass die falsch-positiv getesteten
Katzen zusétzlich zu ihrer jeweiligen Erkrankung auch an einer friilhen Form der
FIP litten. Keine der Kontroll-Katzen, bei denen eine histopathologische
Untersuchung durchgefuhrt werden konnte, wies mit FIP zu vereinbarende
Gewebelasionen auf. Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass die falsch-positiv
getesteten Kontroll-Katzen trotz unauffalliger Histopathologie an FIP erkrankt
waren, jedoch in einem sehr frihen Stadium, in dem noch keine Verénderungen
im untersuchten Gewebe nachzuweisen waren. Die Wahrscheinlichkeit fur
Mutationen steigt mit zunehmender Replikation der FCoV (POLAND et al.,
1996). Alle Kontroll-Katzen beider Studien litten an schwerwiegenden
systemischen Erkrankungen, welche mit Immunsuppression einhergehen und
somit die Virusreplikation begtinstigen (POLAND et al., 1996). Es ist daher gut
denkbar, dass sich bei den falsch-positiv getesteten Katzen zusétzlich zur
Grunderkrankung eine FIP entwickelte. Wie bereits dargelegt, kénnte es dann im
Zuge dessen zum Ubertritt FIPV-infizierter Makrophagen in den Erguss oder,
auch ohne vorliegende Uveitis, in das Augenkammerwasser gekommen sein. Dies
ist eine recht wahrscheinliche Erklarung dafur, dass FCoV bei zwei Kontroll-

Katzen sowohl im Erguss als auch im Kammerwasser nachgewiesen wurde.

Die Sensitivitdt der Immunzytochemie betrug im Erguss 85,2 %, im
Augenkammerwasser 64,0 %. Wahrend viele der bislang publizierten Studien
uber die Immunfluoreszenzfarbung im Erguss zu vergleichbaren Ergebnissen
kamen oder teilweise sogar niedrigere Sensitivitaten von 57 % — 95 % ermittelten
(CAMMARATA PARODI et al, 1993; HIRSCHBERGER et al., 1995;
PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al., 2003), ergab eine neuere Studie
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eine Sensitivitat von 100 % (LITSTER et al., 2013). Diese Diskrepanz l&sst sich
moglicherweise durch Unterschiede in der Probengewinnung erklaren. In der
vorliegenden Studie und in einigen der bislang veroffentlichten Studien wurde der
Erguss teilweise ante mortem, bei einigen Katzen aber auch post mortem
entnommen. LITSTER und Mitarbeiter (2013) verwendeten jedoch nur ante
mortem entnommenes Material. Es ist denkbar, dass die post mortem
durchgefiihrte Probenentnahme die Sensitivitdt der Immunzytochemie in den
vorliegenden Studien negativ beeinflusste. Tatsachlich wurden alle vier falsch-
negativ  getesteten  Ergussproben und alle neun falsch-negativen
Augenkammerwasserproben post mortem enthommen. Zudem war es nicht immer
moglich, bei post mortem entnommenen Proben die Zeit zwischen dem Tod der
Katze und der Probengewinnung zu dokumentieren, da viele Katzen von
Uberweisenden Tierarzten bereits tot direkt zur Sektion geschickt wurden.
Trotzdem wiesen alle Katzen mit falsch-negativer Immunzytochemie eine positive

immunhistochemische Farbung in Gewebel&sionen auf.

Eine grundsatzlich zu niedrige Viruslast in den untersuchten Ergussproben ist sehr
wahrscheinlich nicht verantwortlich fur die falsch-negativen Ergebnisse der
Immunzytochemie, da FIPV bei Katzen mit FIP in groen Mengen in der
Ergussfliissigkeit vorliegt (PEDERSEN et al., 2015). Eine nachtragliche
Reduktion der Virusmenge in den Proben durch die Lagerung der Objekttréger bei
-20 °C muss jedoch in Betracht gezogen werden, da FCoV-RNA aullerhalb der
Katze recht fragil ist (ADDIE & JARRETT, 2001). Es konnte zudem gezeigt
werden, dass die Sensitivitit der Immunfluoreszenzfarbung von FCoV-Antigen in
Erguss-Makrophagen mit zunehmender Zeitspanne zwischen Probenentnahme
und Probenbearbeitung abnimmt. Dies gilt jedoch insbesondere fiir die Lagerung
bei Raumtemperatur (LITSTER et al., 2013). Informationen Uber die Zeit
zwischen Probengewinnung und Immunfarbung existieren aulerdem in der Studie
von PARODI und Mitarbeitern (1993). Die Probenbearbeitung fand innerhalb von
15 Stunden statt, die Sensitivitdt der Immunfluoreszenz betrug 95,2 %
(CAMMARATA PARODI et al, 1993). Studien zur Viruslast im
Augenkammerwasser von Katzen mit FIP existieren bislang nicht. Es ist jedoch
bekannt, dass nur Gewebe, welche in das Entziindungsgeschehen involviert sind,
einen hohen Gehalt an FIPV aufweisen (PEDERSEN et al., 2015). Nur drei
Katzen mit FIP hatten in der vorliegenden Studie Kklinische oder
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histopathologische Anzeichen einer Uveitis, bei allen anderen Katzen waren die
Augen nicht betroffen. Moglicherweise war bei diesen Katzen also die Viruslast
im Augengewebe und damit auch der Ubertritt von FCoV in das Kammerwasser
nur gering. Die Tatsache, dass die Sensitivitdt der Immunzytochemie im
Augenkammerwasser niedriger war als im Erguss, lie3e sich dadurch gut erklaren.
Allerdings war die Immunzytochemie des Augenkammerwassers nur bei einer der
drei Katzen mit Anzeichen einer Uveitis positiv; die Sensitivitit war bei
Vorliegen okulérer Symptome in dieser kleinen Katzenpopulation also nicht
hoher. Dies wiederum entspricht den Ergebnissen einer Studie zur
Immunzytochemie im Liquor, bei der die Sensitivitdit bei Katzen ohne
neurologische Symptome sogar besser war als bei Katzen mit zentralnervisen
Symptomen (GRUENDL et al., 2016). Zudem wiesen zwei der neun Katzen mit
falsch-negativer Immunzytochemie in der vorliegenden Studie Anzeichen einer
pyogranulomatésen und damit fir FIP typischen Entziindung (WIGGANS et al.,
2014) im Augenkammerwasser auf. Bei drei der neun Katzen war die Zytologie
des Kammerwassers zumindest kompatibel mit FIP. Dies kann fur eine
Beteiligung der Augen am Entziindungsprozess sprechen, auch wenn klinisch und
histopathologisch keine Verdnderungen vorlagen. Andererseits kann die
entziindliche Zytologie des Kammerwassers auch durch den Ubertritt von
Entzindungszellen tber die Blut-Augen-Schranke im Zuge der systemischen
Entzindung entstanden sein. Eine niedrige lokale Viruslast als Erklarung fur die
niedrige Sensitivitat ware dann trotzdem moglich. Eine zu geringe Anzahl an
Makrophagen kann die niedrige Sensitivitat dagegen nicht hinreichend erklaren,
waren doch bei acht der neun falsch-negativ getesteten Katzen Makrophagen
zytologisch im Kammerwasser nachweisbar und das Kammerwasser der Mehrzahl
der Katzen (finf von neun) wies eine mittlere Zellularitdt auf. Nur bei zwei

Katzen war die Zellularitét gering.

Korperhohlenerglisse von Katzen mit FIP sind typischerweise proteinreich und
damit viskos (SPARKES et al., 1991). LITSTER und Mitarbeiter (2013), welche
eine Sensitivitat von 100 % fur die Immunfluoreszenz im Erguss ermittelten,
verwendeten in ihrem Protokoll Hyaluronidase, um die Viskositét der Proben zu
reduzieren und damit die Antigen-Erkennung zu verbessern. In der vorliegenden
Arbeit, in der die Sensitivitdt der Immunzytochemie sowohl im Erguss als auch

im Augenkammerwasser deutlich niedriger war, wurde keine Hyaluronidase
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verwendet. Mdglicherweise kann dies die Diskrepanz zwischen den
Studienergebnissen erkléaren. Allerdings ist Augenkammerwasser in der Regel
deutlich weniger proteinreich als Erguss. Bei sieben der neun falsch-negativ
getesteten Katzen war im Kammerwasser zytologisch kein Protein oder nur eine
geringe Proteinkonzentration nachweisbar. Dennoch war die Sensitivitdt im
Kammerwasser in der Studie dieser Arbeit deutlich niedriger als im Erguss.
Zusatzlich war die Proteinkonzentration auch im Erguss aller vier falsch-negativ
getesteten Katzen entweder gering oder es war kein deutlicher Proteingehalt
vorhanden. Ein  Zusammenhang zwischen niedriger Sensitivitdt der
Immunzytochemie und der Viskositat oder der Proteinkonzentration der

verwendeten Proben ist damit zwar nicht auszuschliefien, aber unwahrscheinlich.

SchlieBlich ist eine mogliche Erklarung fiir die falsch-negativen Ergebnisse der
Immunzytochemie in den vorliegenden Studien die kompetitive Bindung des
FCoV-Antigens durch zirkulierende Antikdrper, sodass es der Bindung durch den
in der Immunfarbung verwendeten Primér-Antikérper nicht mehr zur Verfligung
stand. Es ist zudem denkbar, dass die Verwendung eines polyklonalen Antikorper-
Konjugats als Primar-Antikdrper zu einer hoheren Sensitivitdt der
Immunzytochemie héatte flihren kdnnen. Dennoch ermittelten friihere Studien bei
Verwendung eines polyklonalen Antiserums, welches FIPV vom Serotyp | und
FIPV vom Serotyp Il sowie TGEV und CCV nachwies, teilweise sogar niedrigere
Sensitivitdten (CAMMARATA PARODI et al., 1993; HARTMANN et al., 2003).

Vergleicht man nun die Ergebnisse der Mutations-PCR aus Erguss mit den
Ergebnissen der Immunzytochemie, so scheint die Sensitivitat der Mutations-PCR
zundchst niedriger zu sein als die der Immunzytochemie im Erguss. Wie aber
bereits dargelegt, wurde die Sensitivitadt der Mutations-PCR von 68,6 % fiir den
Nachweis der verschiedenen FCoV-Pathotypen berechnet. Betrachtet man nur den
Nachweis von FCoV-RNA, unabhdngig vom jeweiligen Pathotyp, so ist die
Sensitivitat der real-time RT-PCR fur alle FCoV mit 97,1 % flr Erguss deutlich
hoher als die der Immunzytochemie im Erguss (85,2 %) oder im Kammerwasser
(64,0 %). Falsch-positive Ergebnisse traten bei allen drei diagnostischen
Methoden auf. Die Spezifitit der Mutations-PCR war jedoch mit 95,8 %
vergleichsweise hoher als die der Immunzytochemie aus Kammerwasser (81,8 %)
oder Erguss (72,4%). Beide Katzen, die im Augenkammerwasser

immunzytochemisch falsch-positiv getestet wurden, wiesen auch im Erguss
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falsch-positive Ergebnisse auf.

Als Haupt-Limitation der Studien ist zu nennen, dass die Einteilung einiger
Katzen in die Kontroll-Gruppe nicht anhand einer histopathologischen Diagnose
erfolgte. So wurde die jeweilige Diagnose bei 14 von 25 Kontroll-Katzen in der
PCR-Studie und bei 13 von 29 Kontroll-Katzen in der Immunzytochemie-Studie
Uber Erguss ante mortem gestellt. Dies geschah entweder mittels Zytologie (bei
Neoplasien), mittels Echokardiographie (bei dekompensierten Herzerkrankungen)
oder mittels Zytologie und bakteriologischer Untersuchung (bei bakterieller
Pleuritis oder Peritonitis). Somit kann nicht ganz sicher ausgeschlossen werden,
dass einige Kontroll-Katzen statt oder zusatzlich zu ihrer diagnostizierten anderen
Erkrankung FIP hatten, was Sensitivitat und Spezifitat der Methoden beeinflusst

haben konnte.

Eine weitere Limitation der Studien sind die teilweise nicht sehr hohen
Probenzahlen. Insbesondere bei der Untersuchung des Augenkammerwassers
ware eine grollere Anzahl verfligbarer Proben wiinschenswert gewesen. Zudem
hatten von diesen mittels Immunzytochemie des Kammerwassers untersuchten
Katzen nur drei klinische oder histopathologische Anzeichen einer Uveitis und
alle diese Katzen hatten FIP. Die Evaluation der Methode an einer gréReren Zahl
von Katzen mit und ohne okuldre Symptome ware sinnvoll. Dann sollte auch,
anders als in der vorliegenden Studie, bei allen eingeschlossenen Katzen eine
detaillierte ophthalmologische Untersuchung erfolgen. In der Praxis wird eine
Parazentese normalerweise mit sehr dinnen Kantilen durchgefihrt, um das Risiko
eines Traumas am Auge weitestgehend zu minimieren (LINN-PEARL et al.,
2015). In der vorliegenden Studie erfolgte die Entnahme des Kammerwassers
jedoch ausschlieRRlich post mortem, weshalb eine weitlumigere Kaniile verwendet
werden konnte. Dies vereinfachte zum Einen die Probengewinnung und
ermoglichte zum Anderen die Entnahme eines mdglichst groRen Probenvolumens.
Gleichzeitig stellt dies aber eine Limitation der Studie dar, da ante mortem mit
diinneren Kantlen moglicherweise weniger Zellen zu gewinnen wéren oder es zu

vermehrter Zerstérung von Zellen kommen konnte.

SchlieBlich ist als Limitation der vorliegenden Studien zu nennen, dass alle
Augenkammerwasserproben und einige Ergussproben post mortem entnommen
wurden. Zudem wurden die Proben fir die Immunzytochemie und ein Teil der

Erguss- und Plasmaproben fiir die Mutations-PCR (ber einige Zeit bei -20 °C
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gelagert. Dies koénnte die Sensitivitat der Methoden negativ beeinflusst haben.

Zusammenfassend ist v. a. der Nachweis des mutierten Pathotyps FIPV im Erguss
mittels Mutations-PCR sehr spezifisch fir FIP. Dennoch wurde ein falsch-
positives Ergebnis ermittelt. Serum/Plasma stellte sich aufgrund der zu geringen
Viruslast als nicht geeignetes Probenmaterial dar. Die Tatsache, dass FCoV-RNA
(ohne Bestimmung des Pathotyps) auch im Erguss von Kontroll-Katzen ohne FIP
nachgewiesen wurde, verdeutlicht, dass eine normale RT-PCR allein nicht
geeignet ist, um die Diagnose FIP zu stellen. Die Immunzytochemie im Erguss
ergab ebenfalls falsch-positive Ergebnisse. Trotz akzeptabler Sensitivitat ist der
diagnostische Nutzen daher eingeschrénkt, da die Spezifitdt bei einer todlich
verlaufenden Erkrankung wie FIP der wichtigste Parameter ist. Da die
Immunzytochemie auch im Kammerwasser einiger Katzen falsch-positiv verlief
und die Sensitivitat in diesem Material gering war, ist das Kammerwasser kein
geeignetes Probenmaterial zur Untersuchung mittels Immunzytochemie. Andere
Materialien, die auch bei Katzen ohne Erguss zur Verfugung stehen, sollten

evaluiert werden.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Das feline enterale Coronavirus (FECV) und das feline-infektidse-Peritonitis-
Virus (FIPV) sind zwei verschiedene Pathotypen des felinen Coronavirus (FCoV).
Die derzeit meist vertretene Hypothese zur Pathogenese der felinen infektidsen
Peritonitis (FIP) postuliert, dass FIPV durch eine oder mehrere Mutationen in
einer infizierten Katze aus FECV hervorgeht. Im Gegensatz zum enteralen ist das
FIP-verursachende Coronavirus in der Lage, effizient und dauerhaft in
Makrophagen zu replizieren — eine Eigenschaft, die maRgeblich durch das Spike
(S)-Protein der FCoV vermittelt wird. Mutationen im S-Gen spielen daher

vermutlich eine zentrale Rolle in der Pathogenese der FIP.

FIP verlduft stets todlich. Eine sichere Diagnosestellung ante mortem ist daher
von entscheidender Bedeutung, um die Euthanasie von nicht an FIP erkrankten
Katzen zu verhindern. Aufgrund der Existenz der beiden Pathotypen, zwischen
denen bisher verfligbare diagnostische Tests nicht differenzieren kénnen, ist dies
jedoch nicht zuverlassig maoglich. Ein idealer diagnostischer Test sollte zwischen
mutiertem und nicht-mutiertem FCoV unterscheiden und ante mortem auch bei

Katzen ohne Erguss durchgefiihrt werden kénnen.

Das Ziel der ersten Studie der vorliegenden Arbeit war daher die Evaluation der
Sensitivitdt und Spezifitat einer real-time reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) zum Nachweis zweier kirzlich beschriebener und mit
FIP assoziierter S-Gen-Mutationen (,,Mutations-PCR®). Als Probenmaterial
wurden Erguss und/oder Serum/Plasma von Katzen mit histopathologisch
und/oder immunhistochemisch bestatigter FIP und von Kontroll-Katzen, bei
denen aufgrund klinischer und/oder labordiagnostischer Parameter der Verdacht
einer FIP bestand, verwendet. Es wurde angenommen, dass dieser direkte
Nachweis des mutierten FIPV eine sichere Diagnose der FIP ante mortem
ermoglichen wiirde. Eine Kontroll-Katze wurde jedoch im Erguss falsch-positiv
getestet, die Spezifitdt der Mutations-PCR betrug daher nur 95,8 %. Die
Sensitivitat der Mutations-PCR lag im Erguss bei 68,6 %; in Serum/Plasma betrug
die Sensitivitat 0 %. Aufgrund dieses niedrigen Wertes war die Berechnung der

Spezifitat in Serum/Plasma nicht sinnvoll.

Das Ziel der zweiten Studie war die Etablierung und Evaluation einer
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immunzytochemischen Methode zum Nachweis von FCoV-Antigen in
Makrophagen im Erguss. Die Studienpopulation umfasste Katzen mit
immunhistochemisch bestétigter FIP und Kontroll-Katzen mit &hnlichen
Symptomen, aber definitiver Diagnose einer anderen Erkrankung. Auch diese
diagnostische Methode ergab falsch-positive Ergebnisse; die Spezifitat lag bei
72,4 %. Die Sensitivitdt der Immunzytochemie im Erguss war mit 85,2 % die

hdchste aller drei Studien.

Ziel der dritten Studie war die Untersuchung der Aussagekraft der im Erguss
etablierten Immunzytochemie im Augenkammerwasser. Die Studie umfasste
Katzen, bei denen klinisch und/oder labordiagnostisch der Verdacht auf FIP
bestand. Bei einem Teil der Katzen wurde FIP mittels Immunhistochemie
bestatigt. Bei Katzen der Kontroll-Gruppe wurde histopathologisch eine andere
Erkrankung diagnostiziert, welche die Symptome erklarte. Da auch im
Kammerwasser falsch-positive Ergebnisse auftraten, betrug die Spezifitat nur
81,8 %. Die Sensitivitat war mit 64,0 % die niedrigste der drei untersuchten
Methoden.

In allen drei Studien traten falsch-positive Ergebnisse auf. Die wahrscheinlichste
Ursache hierflr ist, dass die untersuchten Kontroll-Katzen zusétzlich zu ihrer
Erkrankung an einem frihen Stadium der FIP litten. Methodische Fehler sind
unwahrscheinlich, insbesondere, da einige Katzen sowohl im Erguss als auch im
Kammerwasser  falsch-positiv.  getestet  wurden.  Mutations-PCR  und
Immunzytochemie ergaben bei Verwendung von Erguss akzeptable Sensitivitaten.
Die Verwendung von Serum oder Plasma ist jedoch nicht zu empfehlen. Auch die
Immunzytochemie aus Kammerwasser war nur wenig sensitiv. Eine mdogliche
Erklarung fur die falsch-negativen Ergebnisse ist zum Einen eine niedrige
Viruslast, dies ist insbesondere fiir Serum/Plasma und Augenkammerwasser bei
Katzen ohne Uveitis denkbar. Da Katzen mit FIP meist hohe Virusmengen im
Erguss aufweisen, kann eine zu niedrige Viruslast die falsch-negativen Ergebnisse
der untersuchten Methoden im Erguss eher nicht erkldaren. Dagegen sind der
Abbau von FCoV oder Makrophagen nach der Probenentnahme und die Lagerung
der Proben mogliche Erklarungen der falsch-negativen Ergebnisse auch im
Erguss. Zukunftige Studien sollten die mogliche Herkunft falsch-positiver
Ergebnisse weiter untersuchen und diagnostische Methoden in Materialien

evaluieren, welche auch bei Katzen ohne Erguss zur Verfiigung stehen.
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VIIl. SUMMARY

Feline enteric coronavirus (FECV) and feline infectious peritonitis virus (FIPV)
are two different pathotypes of feline coronavirus (FCoV). The two pathotypes
differ fundamentally in their virulence but are undistinguishable morphologically
and antigenetically. Currently, it is the widely accepted belief that the FIPV
pathotype arises from the FECV pathotype by one or several mutations within an
infected cat. Unlike the FECV pathotype, the FIPV pathotype has the ability to
efficiently replicate and to sustain replication within macrophages. This tropism is
mainly mediated by the FCoV spike protein. Therefore, mutations within the
spike gene presumably play a major role in feline infectious peritonitis (FIP)

pathogenesis.

FIP is one of the leading infectious causes of death within the cat population
worldwide. The disease is always fatal and once clinical signs have developed, a
diseased cat is usually euthanized within a few days. Hence, a definitive diagnosis
ante mortem is crucial in order to prevent misdiagnosis and euthanasia of cats
suffering from potentially treatable diseases. Nevertheless, establishing a reliable
diagnosis is still challenging owing to the existence of the two pathotypes, which
available diagnostic tests cannot differentiate. An ideal diagnostic test should be
able to distinguish between mutated and non-mutated FCoV and should allow

ante mortem sample examination even in the absence of effusions.

Therefore, the aim of the first study was to evaluate sensitivity and specificity of a
real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) detecting
previously described spike gene mutations (“discriminative PCR”). Effusion
and/or serum/ plasma from cats with confirmed FIP and from control cats with
signs consistent with FIP but definitive diagnosis of a disease other than FIP were
examined. It was hypothesized that this method would allow a definitive ante
mortem diagnosis of FIP by directly detecting the mutated FIPV pathotype. One
control cat out of a group of 25 cats was tested false positive in effusion;
specificity therefore was 95.8%. Sensitivity of the discriminative PCR was 68.6%
in effusion; sensitivity in serum/plasma was 0%. Due to this very low value, a

calculation of the specificity of serum/plasma was not possible.

The objective of the second study was to establish and investigate the diagnostic
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utility of a new immunocytochemical assay detecting FCoV antigen within
macrophages in effusion. The study population consisted of cats with
immunohistochemically confirmed FIP and of controls with similar clinical and/or
laboratory signs that were diagnosed with a disease other than FIP. Again, false
positive results were detected and thus, specificity was 72.4%. Sensitivity of the

immunocytochemical assay in effusion was 85.2%.

The aim of the third study was to evaluate sensitivity and specificity of this newly
established immunocytochemical assay in aqueous humor. The study included
cats suspected of having FIP due to clinical and/or laboratory findings. FIP was
confirmed by immunohistochemistry in cats of the FIP group. The control cats
were histopathologically diagnosed with a disease other than FIP which explained
the clinical signs. As false positive results also occurred using aqueous humor,
specificity of the immunocytochemical assay was only 81.8%. Sensitivity was
64.0%, which was the lowest of all three studies.

False positive results occurred in all of the three studies. The most likely
explanation for this is that the control cats which tested positive suffered from
early-stage FIP in addition to their diagnosed diseases. Methodological errors are
very unlikely, especially considering that some of the cats were tested false
positive in both effusion and aqueous humor. Using effusion, sensitivities of
discriminative PCR and immunocytochemistry were reasonable. The use of
serum/plasma, however, is not recommended, and also sensitivity of the
immunocytochemistry using aqueous humor was rather low. A low virus load
could possibly explain the existence of false negative results, especially in
serum/plasma and in the aqueous humor of cats without ocular signs. On the other
hand, this is an unlikely explanation for the false negative results in effusion, as
cats with FIP are known to exhibit high viral loads in their effusions. Viral or
macrophage degradation as a consequence of post mortem sampling and sample
storage, however, are potential causes for the false negative results, even in
effusion. Further studies evaluating different sample material which is also
available in cats lacking effusions are warranted. Additionally, the possible origin

of false positive results should be further investigated.
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