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I. EINLEITUNG

Die feline infektiose Peritonitis (FIP) wurde erstmals in den sechziger Jahren des
20. Jahrhunderts als tddliche Erkrankung bei Katzen detailliert beschrieben
(WOLFE und GRIESEMER, 1966). Der Ausloser, das feline Coronavirus (FCoV),
ist iiberall in der Katzenpopulation zu finden. Dabei ist die FCoV-Privalenz
abhédngig von der Anzahl der Katzen im Haushalt (BELL et al., 2006a). FCoV-
spezifische Antikdrper werden bei bis zu 87 % der Katzen in Mehrkatzenhaushalten
gefunden (PEDERSEN, 1976), aber nur bei 5-12 % der Tiere mit einer FCoV-
Infektion kommt es zum Ausbruch der Erkrankung (ADDIE und JARRETT, 1992).

FCoV ist in Form von zwei Pathotypen in der felinen Population zu finden. Zum
einen als wenig-pathogenes FCoV, ein vergleichsweise harmloser
Durchfallerreger, und zum anderen als FIP-auslosendes FCoV (PEDERSEN et al.,
1981b; PEDERSEN et al., 1981a; PEDERSEN et al., 1984b). Als Ausldser von FIP
wird die Entstehung einer Mutation im FCoV im Koérper der Katze verantwortlich
gemacht (,,internal mutation hypothesis*) (POLAND et al., 1996; VENNEMA et
al., 1998). Dabei kommt es nach fikal-oraler Ubertragung zur Replikation von
wenig-pathogenem FCoV in den Enterozyten und anschlieBend bei einigen Katzen
zur Mutation in FIP-ausldésendes FCoV mit Anderung des viralen Zelltropismus
(STODDART und SCOTT, 1989; POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998;
ROTTIER et al.,, 2005). Die Mutationstheorie wird unterstiitzt durch die
Entdeckung zweier Nukleotid-Mutationen an Position 23531 und 23537 im Spike-
Gen von FCoV, durch die die beiden Pathotypen in liber 95 % der Félle differenziert
werden konnten (CHANG et al., 2012). Folge der Mutationen sind die Aminoséure-
Substitutionen Methionin zu Leucin an Position 1058 (M1058L) und Serin zu
Alanin an Position 1060 (S1060A) des Spike-Proteins.

Ziel dieser Arbeit war es, Gewebe sowie Augenkammerwasser von Katzen mit FIP
mittels einer quantitativen reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
gPCR) auf oben genannte Mutationen hin zu untersuchen. Damit sollte iiberpriift
werden, inwiefern die Mutationen im Spike-Gen von FCoV eine Rolle bei der
Entstehung von FIP spielen und ob Kammerwasser als mogliches Probenmaterial

fiir die RT-qPCR bei Katzen zur Diagnose von FIP geeignet ist.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Pathogenese feliner enteraler Coronavirusinfektionen

Coronaviren sind behiillte, einzelstrangige Viren, die eine Ribonukleinséure (RNA)
mit positiver Polaritit besitzen. Sie gehoren zu den RNA-Viren mit dem grofiten
bekannten Genom (GORBALENYA et al., 2006; HAGEMEIJER et al., 2012).
Coronaviren enthalten vier Strukturproteine: Das Spike-(S-), Membran-(M-), Hiill-
(E-) und Nukleokapsid-(N-) Protein (FEHR und PERLMAN, 2015). Die
pragnantesten Strukturen des Virus sind die keulenartig geformten Trimere des S-
Proteins, welche iiber die Oberfliche hinausragen und dem Virus aufgrund ihres
kronenformigen Aussehens seinen Namen gaben (DELMAS und LAUDE, 1990;
FEHR und PERLMAN, 2015). Die S-Proteine sind unter anderem essentiell fiir
Bindung und Fusion des Virus mit der Wirtszelle (OLSEN, 1993). Die kleineren
M-Proteine ragen, im Gegensatz zu den S-Proteinen, nur zu einem geringen Teil
mit ihrem N-terminalen Ende tiber die Hiille des Virus hinaus (SPAAN et al., 1988).
Als Oberflachenproteine des Virus sind die M- und E- Proteine an verschiedenen
Prozessen der Virusreplikation beteiligt (KIPAR und MELI, 2014). Die N-Proteine
umbhiillen die FCoV-RNA und spielen eine wichtige Rolle bei der Formation des
helikalen Nukleokapsids (SPAAN et al., 1988). Eine schematische Darstellung der
viralen FCoV-Struktur ist in Abbildung 1 zu sehen.

Durch die den RNA-Viren eigene schnelle Replikation und hohe Mutationsrate
wihrend der Replikation (DOMINGO und HOLLAND, 1997; DENISON et al.,
2011) sind Coronaviren in der Lage, sich innerhalb kurzer Zeit auf neue Wirte
einzustellen oder ihren Gewebstropismus zu édndern (LI, 2016). Coronaviren sind
als Ausldser von enteralen und respiratorischen Erkrankungen bei Mensch und Tier
bekannt (DYE und SIDDELL, 2005). Vertreter in der Tiermedizin sind unter
anderem das canine Coronavirus (CCV), das murine Hepatitis-Virus (MHV), das
porcine Transmissible-Gastroenteritis-Virus (TGEV), das Middle East Respiratory
Syndrom-Coronavirus (MERS-CoV) und das FCoV (HORZINEK et al., 1982;
FEHR und PERLMAN, 2015). FCoV kommt in zwei Pathotypen (oder Biotypen)
vor. Der erste, wenig-pathogene Pathotyp vermehrt sich vor allem in Enterozyten
und ist weit in der Katzenpopulation verbreitet, verursacht aber nur selten klinische

Symptome. Der zweite Pathotyp ist Ausloser der felinen infektiosen Peritonitis
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(FIP) (PEDERSEN et al., 1981a).

S
Virale
N RNA
CC - —
&
=)
'«]— Lipidhiille

Abbildung 1. Schematische Skizze des felinen Coronavirus, modifiziert nach
Kipar und Meli (KIPAR und MELI, 2014); E: Hiill-Protein (envelope), M:
Membran-Protein, N: Nukleokapsid-Protein, S: Spike-Protein

1.1. Priavalenz von felinen Coronaviren

FCoV sind weltweit verbreitet. Es gibt nur wenige entlegene Inseln, wie die
Falkland-Inseln und die Galapagos-Inseln, auf denen kein FCoV gefunden wurde
(LEVY et al., 2008; ADDIE et al., 2012). Wihrend die Antikérper-Pravalenz in
Mehrkatzenhaushalten bei iiber 80 % liegt (TAHARAGUCHI et al., 2012), lassen
sich bei solitdr lebenden Streunern oft keine Antikorper nachweisen (BELL et al.,

20064a).

1.1.1.  Ausscheidungsprivalenz
In nahezu allen Mehrkatzenhaushalten mit mehr als sechs Tieren ist FCoV

nachweisbar, und mindestens 60 % der Katzen in diesen Haushalten scheiden FCoV
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mit dem Kot aus (PEDERSEN, 2009). Bei einzeln lebenden Streunern dagegen ist
die Infektion selten. So wurde bei mehr als der Hilfte der streunenden Katzen, die
initial kein FCoV ausschieden, bereits eine Woche nach Aufnahme in ein Tierheim
FCoV im Kot mittels reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
nachgewiesen (PEDERSEN et al., 2004). Die Priavalenz der Ausscheidung von

FCoV bei Katzen in verschiedenen Landern ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Pravalenz der fikalen Ausscheidung von felinem Coronavirus in

verschiedenen Lindern (FCoV: felines Coronavirus, RT-PCR: reverse-

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, USA: United States of America)

Autor Anzahl an | Untersuchte Ausscheidungs- Land
Katzen Population privalenz

LI 54 gesund 72 % China

et al. (2019)

AN 212 krank oder 7% Korea

et al. (2011) gesund

SHARIF 44 gesund 84 % Malaysia

et al. (2009)

PEDERSEN 162 gesund 33% USA

et al. (2004) (Kalifornien)

1.1.2. Antikorperprivalenz

Noch hdoher als die Ausscheidungsprivalenz ist die Prdvalenz von FCoV-
Antikorpern in der felinen Population. In Mehrkatzenhaushalten haben 53-87 % der
Tiere Antikorper gegen FCoV, wihrend die Antikorperpravalenz bei Tieren in
Einzelhaltung bei lediglich 15 % liegt (PEDERSEN, 1976; HORZINEK und
OSTERHAUS, 1979b; ADDIE und JARRETT, 1992; SPARKES et al., 1992a;
SPARKES et al., 1992b; ADDIE, 2000; ADDIE et al., 2009). In Tierheimen wurde
eine Zunahme der Antikorperprivalenz mit der Lénge der Aufenthaltsdauer der
Katzen nachgewiesen. Katzen, die mehr als 60 Tage in einem Tierheim
verbrachten, waren mehr als fiinfmal haufiger Antikorper-positiv als solche, die
kiirzer blieben (CAVE et al., 2004). Dagegen lag die Antikdrperprivalenz bei
wildlebenden Katzen mit 18 % deutlich niedriger (LURIA et al., 2004). Die

Antikorperprdavalenz von FCoV in verschiedenen Léndern ist in Tabelle 2
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dargestellt.

Tabelle 2: Antikorperprivalenz von felinen Coronaviren in verschiedenen

Lindern (UK: United Kingdom, k. A.: keine Angabe)

Autor Anzahl an Untersuchte | Antikorper- Land
Katzen Population privalenz
TEKELIOGLU 169 krank 31 % Tirkei
et al. (2015) (Istanbul)
TAHARAGUCHI 17 392 k. A. 67 % (reinrassige | Japan
et al. (2012) Katzen)
31 %
(Mischlinge)
AN 212 krank oder 14 % Korea
et al. 2011) gesund
HOLST 209 gesund 31 % Schweden

et al. (2006)

BELL 49 k. A., 0% Australien
Sydne

et al. (20062) Streuner (Sydney)

BELL 206 krank oder 34 % Australien
Sydne

et al. (20062) gesund, (Sydney)

Hauskatzen
CAVE 2207 gesund 26 % UK

et al. (2004)

1.1.3.  Privalenz verschiedener Serotypen

In der Katzenpopulation existieren zwei verschiedene FCoV-Serotypen. Beide
konnen als wenig-pathogenes FCoV vorkommen oder auch FIP auslosen
(PEDERSEN et al., 1984b; SHIBA et al., 2007). FCoV vom Serotyp I und Serotyp
IT unterscheiden sich in ihren S-Proteinen und kdnnen anhand einer Sequenzanalyse
des S-Gens (MOTOKAWA et al., 1995) sowie der Reaktion neutralisierender
monoklonaler Antikdrper (MAbs) mit Teilen des S-Proteins (HOHDATSU et al.,
1991b) differenziert werden.

FCoV-Serotyp-1 ist rein felinen Ursprungs (ADDIE et al., 2003; BENETKA et al.,
2004). FCoV-Serotyp-II hingegen ist durch Rekombination zwischen dem FCoV-
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Serotyp-I und dem CCV entstanden und weist ein dem CCV-dhnliches S-Protein
auf (HERREWEGH et al., 1998). Dies wird durch den Grad der Ubereinstimmung
der Aminoséduresequenzen der jeweiligen S-Proteine veranschaulicht: bei den S-
Proteinen von FCoV-Serotyp-II und CCV liegt die Ubereinstimmung bei iiber 90
%, wihrend sie innerhalb der FCoV-Serotypen lediglich bei 46-67 % liegt
(HOHDATSU et al., 1991c; ADDIE et al., 2003). FCoV-Serotyp-II ist, dhnlich wie
CCV, leicht in Zellkulturen anzuziichten, wihrend FCoV-Serotyp-I sehr schwer
kultivierbar ist (VENNEMA, 1999).

Der Anteil von FCoV-Serotyp-I und -II in der Katzenpopulation ist weltweit
unterschiedlich (Tabelle 3). FCoV-Serotyp-I ist vorherrschend in Europa und den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) (PEDERSEN, 2014a). In einer Studie in
England wurde bei 27/28 FCoV-Stimmen FCoV-Serotyp-I identifiziert (ADDIE et
al., 2003). In der Schweiz hatten 4 % der gesunden Tiere Antikorper gegen FCoV-
Serotyp-II. Bei 35 % der Tiere wurden Antikorper gegen FCoV-Serotyp-I
gefunden, und 11 % der Tiere hatten Antikorper gegen beide Serotypen (Tabelle 3)
(KUMMROW et al., 2005).

Auch bei Tieren mit FIP kommen beide Serotypen vor. In einer Studie in Osterreich
wurden bei 86 % der Katzen mit FIP Antikérper gegen FCoV-Serotyp-1, bei 7 %
Antikorper gegen FCoV-Serotyp-II und bei weiteren 7 % Antikdrper gegen beide
Serotypen gefunden (BENETKA et al., 2004). In der Schweiz hatten 83 % der
Katzen mit FIP Antikorper gegen FCoV-Serotyp-I und 17 % Antikrper gegen
FCoV-Serotyp-1 und FCoV-Serotyp-II (KUMMROW et al., 2005). Im asiatischen
Raum ist FCoV-Serotyp-II bei Katzen mit FIP hdufiger verbreitet. Eine Studie in
Japan fand einen Anteil von 69 % FCoV-Serotyp-I-Antigen und 31 % FCoV-
Serotyp-II-Antigen mittels ELISA bei Katzen mit FIP (HOHDATSU et al., 1992).
In Tabelle 3 wird ein Uberblick iiber die verschiedenen Serotypen in den

unterschiedlichen Landern gegeben.
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Tabelle 3: Vorkommen der beiden felinen Coronavirus-Serotypen-I und -1II in verschiedenen Lindern (FCoV: felines Coronavirus, k. A.: keine

Angabe, FIP: Feline infektiose Peritonitis)

Autor Anzahl an | Untersuchte | Probenmaterial FCoV- FCoV-Serotyp-11 Mischinfektion Land
Katzen Population Serotyp-I

LIN 74 gesund k. A. 96 % 4% 0% Taiwan

et al. (2009b)

LIN 38 FIP Vollblut, Konjunktivalabstrich, 74 % 11 % 16 % Taiwan

et al. (2009b) Kot, Erguss

KUMMROW 296 gesund Serum 35% 4% 11 % Schweiz

et al. (2005)

KUMMROW 30 FIP Serum 83 % 0% 17 % Schweiz
et al. (2005)

BENETKA 74 FIP Organproben 86 % 7 % 7% Osterreich
et al. (2004)

ADDIE 43 gesund Kot 98 % 2% 0% England
et al. (2003)

HOHDATSU 42 FIP Serum 69 % 31 % 0% Japan
et al. (1992)
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1.2. Replikationszyklus von felinen Coronaviren

Fir die Replikation miissen Viren ihr Genom in eine Zelle einschleusen
(BURKARD et al., 2014). Um dies zu erreichen, wihlen sie einen von zwei
unterschiedlichen Wegen. Entweder kommt es zur direkten Fusion der
Virusmembran mit der Zellmembran des Wirtes, oder das Virus wird mittels
Endozytose aufgenommen und die Fusion der Zellmembranen findet im Inneren
der Zelle statt (VAN HAMME et al., 2008; BURKARD e¢t al., 2014). Unter
Endozytose versteht man die Aufnahme von Partikeln in die Wirtszelle iiber
Vesikel, welche durch Abschniirung von der Plasmamembran der Wirtszelle
entstanden sind (CONNER und SCHMID, 2003). FCoV gelangt iiber Endozytose
in das Innere der Zelle und entldsst das Genom in das Zytosol. Dort findet die
Replikation statt. Das fertige Virus wird am Ende aus dem Zytosol ausgeschleust
(FEHR und PERLMAN, 2015). Der Replikationszyklus von FCoV ist in Abbildung
2 dargestellt.

1.2.1. Bindung an die Oberflichenrezeptoren

Der Eintritt von FCoV in die Zelle wird durch die Bindung des S-Proteins an einen
Oberflachenrezeptor der Wirtszelle initiiert (BOSCH et al., 2003). Dabei sind
bislang zwei Oberflichenrezeptoren der FCoV bekannt: die feline Aminopeptidase
N (fAPN) sowie das feline dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-
grabbing nonintegrin (fDC-SIGN) (HOHDATSU et al.,, 1998a; REGAN und
WHITTAKER, 2008; VAN HAMME et al., 2011). Beide Rezeptoren, fAPN und
fDC-SIGN, befinden sich in cholesterin-reichen Mikrodoménen (,,lipid rafts*) der
Zellmembran (CAMBI et al., 2004; NOMURA et al., 2004). Das S-Protein von
FCoV setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen. Das S1-Protein vermittelt die
Bindung an den Oberfldchenrezeptor der Wirtszelle, wihrend das S2-Protein fiir
die Fusion von Zellmembran und Wirtsmembran verantwortlich ist (BOSCH et al.,

2003; PEDERSEN, 2014b; XIA et al., 2014).

Die FCoV-Serotypen-I und -II binden mit unterschiedlicher Praferenz an einen der
beiden Rezeptoren (VAN HAMME et al., 2011). FCoV-Serotyp-I benutzt in 65 %
der Félle fDC-SIGN und in 35 % der Félle einen bisher unbekannten Rezeptor zum
Eintritt in die Zelle. Wurde der Rezeptor fAPN der Wirtszelle blockiert,
beeinflusste dies weder die Bindung noch die Infektion von Monozyten durch

FCoV-Serotyp-I. Demnach spielt fAPN bei der Bindung von FCoV-Serotyp-I an
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die Wirtszelle keine Rolle. FCoV-Serotyp-II hingegen nutzt zu 60 % den Rezeptor
fAPN und zu 40 % einen bisher unbekannten Rezeptor. Bei Blockade des Rezeptors
fDC-SIGN wurde zwar die Bindung von FCoV-Serotyp-II nicht beeinflusst,
allerdings sank die Infektionsrate der Monozyten. Damit scheint sich die
Anwesenheit von fDC-SIGN auf die Infektion von Monozyten f{érdernd
auszuwirken (VAN HAMME et al., 2011).

1.2.2. Endozytose des Virus

Im Anschluss an die Bindung zwischen Oberflachenrezeptor der Wirtszelle und S-
Protein kommt es zur Endozytose des Virus mit Bildung des sogenannten (sog.)
Endosoms (JAIMES und WHITTAKER, 2018). Damit das Virus zur Replikation
in das Innere der Zelle gelangen kann, muss eine Fusion von viraler Zellmembran
und Wirtsmembran stattfinden (BURKARD et al., 2014; JAIMES und
WHITTAKER, 2018). Dies wird durch Spaltung des S-Proteins in der S2-Region
mittels Proteasen initiiert, wodurch erst die Fusionsdomine und dann das
Fusionspeptid freigelegt werden (FEHR und PERLMAN, 2015). Durch Insertion
des Fusionspeptids in die duBlere, zellulire Membran und Verdnderungen in der
Konformation des S-Proteins kommt es zur Verschmelzung von viraler und
zelluldrer Membran und damit zur Entlassung der viralen RNA in das Zytosol der
Wirtszelle (BELOUZARD et al., 2012; FEHR und PERLMAN, 2015). Als
zustdandige Proteasen fiir die Spaltung des S-Proteins von FCoV-Serotyp-1I wurden
Cathepsin L und Cathepsin B beschrieben, welche sich bereits im Endosom
befinden (REGAN et al., 2008). Fiir FCoV-Serotyp-I gibt es bisher diesbeziiglich

keine Studien.

1.2.3.  Replikation des Virus

Fiir die anschlieend stattfindende Replikation des FCoV-Genoms sind Replikasen
notig, welche durch Translation des Replikase-Gens des FCoV entstehen. Dieses
enthélt zwei offene Leseraster, Repla und Replb, die fiir die beiden Polyproteine
ppla und pplb codieren. Die entstandenen Polyproteine wiederum werden in elf
und 16 einzelne Nichtstrukturproteine (NSP) gespalten. Die entstehenden NSP
bilden zusammen mit dem Golgi-Apparat der Zelle und dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) einen Komplex zur Transkription der Strukturproteine und
Replikation des FCoV-Genoms (replication/transcription complex, RTC)

(PEDERSEN, 2014a; FEHR und PERLMAN, 2015; JAIMES und WHITTAKER,
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2018).

Bei der Replikation des FCoV-Genoms entstehen sowohl genomische RNA
(gRNA, codiert fiir das Genom) als auch subgenomische RNA (sgRNA, codiert fiir
einzelne Proteine) (FEHR und PERLMAN, 2015; JAIMES und WHITTAKER,
2018). Strukturproteine, wie das S-, E-, N- und M-Protein werden durch Ablesen
der sgRNA produziert (FEHR und PERLMAN, 2015). Die entstandenen
Strukturproteine S, E und M werden anschlieend in das endoplasmic reticulum-
Golgi transportiert und glykosyliert
(KRIJNSE-LOCKER et al., 1994). Das N-Protein assoziiert sich mit dem neu

intermediate compartment (ERGIC)

produzierten viralen Genom und tritt in Kontakt mit dem sich im ERGIC
befindlichen M-Protein, um die Produktion eines neuen Virus abzuschlielen

(BOSCH et al., 2005; FEHR und PERLMAN, 2015).

1.2.4. Ausschleusung des Virus

Durch Vorwdélben in die Membran des ERGIC werden N-Protein und Genom mit
den Strukturproteinen S, E und M umgeben, wodurch die Hiille des neuen Virus
entsteht (KLUMPERMAN et al., 1994; KRIJINSE-LOCKER et al., 1994; CORSE
und MACHAMER, 2000). AnschlieBend wird das Virus in Vesikeln an die
Zelloberflache transportiert und hier mittels Exozytose freigesetzt (FEHR und

PERLMAN, 2015; JAIMES und WHITTAKER, 2018) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Replikationszyklus des felinen Coronavirus, modifiziert nach
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Jaimes und Whittaker (JAIMES und WHITTAKER, 2018); gRNA:
genomische RNA , sgRNA: subgenomische RNA, ER: endoplasmatisches
Retikulum, ERGIC: ER-Golgi-Intermedidrkompartment, E: Hiill-Protein
(envelope-Protein), M: Membran-Protein, N: Nukleokapsid-Protein, S: Spike-

Protein

1.3. Virusausscheidung und Ubertragung

FCoV ist in nahezu samtlichen Mehrkatzenhaushalten vorhanden, in denen mehr
als sechs Tiere leben (PEDERSEN, 2009). Das Vorhandensein von chronischen
Virusausscheidern sowie generell hohere Ausscheidungsprivalenz in einem
Mehrkatzenhaushalt sind Risikofaktoren fiir das Entstehen einer FIP (FOLEY et
al., 1997a). Um Letzteres zu verhindern, miissten das Virus und damit vor allem
chronische Ausscheider komplett aus dem Tierbestand eliminiert werden (FOLEY
et al,, 1997a; ADDIE et al,, 2004). Im Folgenden wird ein Uberblick iiber
Ausscheidungsmuster und Ubertragung von FCoV gegeben.

1.3.1. Ausscheidung

Nach Infektion der Enterozyten persistiert FCoV vor allem in Epithelzellen des
Kolons, aber auch des Diinndarms und Rektums. Durch Replikation des Virus in
diesen Zellen kommt es zu einer Virusausscheidung im Kot (HERREWEGH et al.,
1997; KIPAR et al., 2010). Eine Ausscheidung des Virus mit dem Kot wurde nach
experimenteller Infektion mit FCoV-Serotyp-I bereits ab dem zweiten Tag post

infectionem (p. i.) beobachtet (MELI et al., 2004; KIPAR et al., 2010).

Es existieren drei verschiedene Ausscheidungsmuster fiir FCoV nach
experimenteller Infektion. Katzen vom Ausscheidungstyp 1 sind chronische, zum
Teil lebenslange Ausscheider (ADDIE und JARRETT, 2001; PEDERSEN et al.,
2008). Bis zu 13 % aller Katzen, die in Kontakt mit FCoV kommen, werden zu
persistierenden Virusausscheidern (ADDIE und JARRETT, 2001). Diese Katzen
sind als Carrier hauptsdchlich fiir die Aufrechterhaltung einer Infektion in
Mehrkatzenhaushalten verantwortlich (FOLEY et al., 1997b; HERREWEGH et al.,
1997; ADDIE und JARRETT, 2001). Da in 95 % der Fille Katzen weniger als neun
Monate lang FCoV fakal ausscheiden, wird eine Katze mit Ausscheidung iiber
einen Zeitraum von neun Monaten oder mehr als Carrier angesehen (ADDIE und
JARRETT, 2001). Katzen vom Ausscheidungstyp 2 sind voriibergehend infizierte

Katzen mit fakaler Virusausscheidung, die das Virus anschlieBend eliminieren und
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auch keine Antikoérper mehr haben, jedoch anfillig fiir eine Reinfektion bleiben
(ADDIE und JARRETT, 2001; ADDIE et al., 2003). Die Zeit zwischen Beendigung
der Virusausscheidung und negativem Antikorpertiter kann dabei bis zu 25 Monate
betragen (ADDIE und JARRETT, 2001). Katzen mit Ausscheidungstyp 3 scheiden
FCoV intermittierend mit bis zu zehn Ausscheidungszyklen aus. Hierbei muss
allerdings auch eine Reinfektion von Katzen in Betracht gezogen werden, die das

Virus moglicherweise bereits eliminiert hatten (ADDIE und JARRETT, 2001).

Die Menge an ausgeschiedenem Virus wird vom Alter der Tiere beeinflusst. Zwei
bis vier Monate alte Katzenwelpen aus einer spezifisch Pathogen-freien-(SPF)-
Haltung schieden nach experimenteller oraler Erstinfektion mit FCoV signifikant
mehr Viruspartikel fikal aus als Tiere aus SPF-Haltung, die erst im Alter von zwei
bis acht Jahren erstmals infiziert wurden (PEDERSEN et al., 2008). Aufgrund des
noch unausgereiften Immunsystems der jungen Katzen kommt es zu einer hohen

Replikationsrate des Virus (PEDERSEN et al., 2008).

Katzen mit hohen Antikdrpertitern scheiden mit hoherer Wahrscheinlichkeit FCoV
aus als Katzen mit niedrigen Antikorpertitern (ADDIE und JARRETT, 2001;
PEDERSEN et al., 2008). Bei einem Antikorpertiter von 1:160 schieden 49 % der
Tiere einer Studie FCoV aus, bei einem Antikorpertiter von 1:1280 stieg die
Ausscheidungspriavalenz auf 78 % (ADDIE und JARRETT, 2001).

1.3.2. Super- und Reinfektion

Bei Katzen mit FCoV-Ausscheidungsmuster 2 kann nach Beendigung der
Virusausscheidung eine Reinfektion beobachtet werden - entweder erneut mit
demselben FCoV-Stamm oder einem anderen FCoV-Stamm (ADDIE et al., 2003).
Existierten mehrere FCoV-Stamme in der Umgebung der Tiere, wurde bei der
Mehrzahl der Tiere dennoch nur ein Virusstamm im Kot detektiert. Allerdings
wurde von einer mdglichen Superinfektion dreier Katzen mit zwei verschiedenen
FCoV-Staimmen berichtet (ADDIE et al., 2003). Eine Studie untersuchte die
genetische Verwandtschaft von FCoV-Stimmen bei Katzen mit FIP, bei denen
FCoV sowohl im Kot als auch systemisch in Gewebe oder Aszites gefunden wurde
(CHANG et al., 2010). Dabei bestand eine groflere genetische Verwandtschaft des
im Kot gefundenen FCoV mit den FCoV-Stdmmen, die im Kot von Partnertieren
vorhanden waren, als zwischen im Kot und Gewebe beziehungsweise (bzw.)

Aszites gefundenem FCoV in einer Katze. Man kann daher von einer
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Superinfektion der Tiere durch FCoV aus der Umgebung ausgehen (CHANG et al.,
2010).

1.3.3.  Ubertragung

Eine Ubertragung des Virus erfolgt meist horizontal iiber oralen Kontakt mit
infiziertem Kot oder mit Kot verschmutzten Gegenstinden (PEDERSEN, 2014b).
In der Umwelt kann FCoV {iber einen Zeitraum von drei bis sieben Wochen
infektios bleiben. Es wird aber durch die meisten Haushaltsreiniger schnell
inaktiviert (HOSKINS, 1993). Um eine Infektion hervorzurufen, sind bereits
geringe Mengen des Virus ausreichend (VOGEL et al., 2010).

Diskutiert wird nach wie vor, ab welchem Alter sich Katzenwelpen infizieren und
FCoV ausscheiden kdnnen. Um die Infektion von Katzenwelpen durch Muttertiere
zu verhindern, wurde frither die Isolation der trichtigen Mutter zwei Wochen vor
Geburt und ein moglichst frithes Absetzen der Welpen im Alter von vier bis sechs
Wochen empfohlen (ADDIE und JARRETT, 1992). In einer Studie mit
Katzenwelpen von experimentell infizierten Miittern konnte keine
Virusausscheidung vor der neunten Lebenswoche festgestellt werden (PEDERSEN
et al., 2008). Allerdings zeigte eine Studie aus der Schweiz, dass Katzenwelpen ab
einem Alter von zwei Wochen bereits FCoV ausscheiden kénnen (LUTZ et al.,

2002).

Bei einigen Tieren wurde FCoV mittels Immunfluoreszenz in konjunktivalen
Epithelzellen aus Abstrichen der Nickhaut dargestellt sowie aus Speichel isoliert
(HOK, 1989; ADDIE und JARRETT, 2001; DESMARETS et al., 2016). Bei 10 %
der infizierten Katzen mit Virusausscheidung im Kot wurde virale RN A mittels RT-
PCR auch im Speichel nachgewiesen (ADDIE und JARRETT, 2001).
Interessanterweise wurde auch bei 4 % der Katzen ohne Virusausscheidung im Kot
FCoV im Speichel festgestellt (ADDIE und JARRETT, 2001). Die Ausscheidung
iiber den Speichel erfolgte iiberwiegend in der frithen Phase der Infektion
(STODDART et al., 1988; ADDIE und JARRETT, 2001). Auch eine mdgliche
Ausscheidung von FCoV iiber den Urin bei Vorliegen einer Niereninfektion wird

als moglich erachtet (HORA et al., 2013).

Eine transplazentare Ubertragung scheint generell nicht vorzukommen. Ein
Verdacht diesbeziiglich wurde einmalig in den achtziger Jahren geduflert. In dieser

Studie wurde eine transplazentare Ubertragung in Betracht gezogen, da mehrere
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Welpen eines Muttertieres an FIP verstarben. Das Muttertier selbst hatte jedoch
keine Anzeichen fir FIP (PASTORET und HENROTEAUX, 1978). Eine

transplazentare Ubertragung wurde daher nie sicher nachgewiesen.

In Haushalten mit FCoV-infizierten Katzen traten Reproduktionsstérungen, wie
verringerte Fertilitdt und Aborte, auf (PEDERSEN, 2009). Um eine mogliche
venerische Ubertragung von FCoV nachzuweisen, wurden Sperma, Hodengewebe,
Vollblut und Serum von 46 unkastrierten Katern mittels RT-PCR auf FCoV
untersucht (STRANIERI et al., 2019). In den gewonnenen 17 Spermaproben wurde
kein FCoV nachgewiesen. Eine venerische Ubertragung iiber Samenfliissigkeit

wird damit als sehr unwahrscheinlich angesehen (STRANIERI et al., 2019).

14. Resistenz gegen feline Coronaviren

Es wird diskutiert, ob Katzen eine Resistenz gegen FCoV aufweisen kénnen. So
wurde bei 2,9 % der Katzen, die nachweislich mit FCoV-infizierten Tieren in
Kontakt kamen, keine Virusausscheidung beobachtet (ADDIE und JARRETT,
2001). Die Grundlage dieser Resistenz ist bisher aber nicht ausreichend geklért.

Von einer Pradisposition mancher Katzen fiir die Infektion mit FCoV und die
Entwicklung von FIP hingegen wurde mehrfach berichtet (ROHRBACH et al.,
2001; BELL et al., 2006a; PESTEANU-SOMOGYT et al., 2006; WORTHING et
al., 2012). In einer australischen Studie hatten Katzen bestimmter Rassen, wie
Britisch Kurzhaar, Burma und Cornish Rex, signifikant hohere mediane FCoV-
Antikorpertiter im Serum als Européisch-Kurzhaar-Katzen, Perser und Bengalen
(BELL et al., 2006b). Eine Langzeitstudie aus den USA fand eine Pradisposition
fiir FIP unter anderem bei Abessiniern, Bengalen, Ragdolls und Rexkatzen,
wohingegen z. B. Katzen der Rassen Perser, Russisch Blau und Siamesen kein
erhohtes Risiko aufwiesen (PESTEANU-SOMOGYI et al.,, 2006). Eine an
Birmakatzen durchgefiihrte genomweite Assoziationsstudie (genome-wide
association study, GWAS) fand Hinweise auf eine genetische Préadisposition fiir
FIP (GOLOVKO et al., 2013). Die Préadisposition von Rassekatzen, FIP zu
entwickeln, konnte am genetisch reduzierten Genpool liegen, aus dem sich Ziichter
bedienen, und einer damit einhergehenden erhdhten Anfélligkeit des

Immunsystems fiir Pathogene (PESTEANU-SOMOGY]T et al., 2006).

In nachfolgenden Studien wurden die Genome von Katzen, welche mit wenig-

pathogenem FCoV infiziert waren und Katzen mit FIP untersucht. Hierbei wurden
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Polymorphismen im Tumornekrosefaktor-o-(TNF-a) -Gen sowie im CD209-Gen,
welches fiir den Rezeptor fDC-Sign kodiert, gefunden und ein Zusammenhang mit
der Entstehung einer FIP angenommen (WANG et al., 2014). Polymorphismen
einzelner Nukleotide (single nucelotide polymorphisms, SNP) im felinen
Interferon-y-Gen konnten ebenfalls Einfluss auf die mégliche Entstehung einer FIP
nehmen (HSIEH und CHUEH, 2014). In beiden Studien wurden sowohl
Polymorphismen, die FIP begiinstigen, als auch solche, die eine Resistenz gegen
FIP bewirken, nachgewiesen. Mittels eines neu entwickelten Tests soll auf die
genannten Genvariationen untersucht und damit eine Zucht von ,,FIP-resistenten*
Katzen ermoglicht werden (ANIMALABS, 2016). Dieser Gentest ist allerdings
bislang noch nicht validiert. Die selektive Zucht mit Katzen, die einer
experimentellen Infektion mit FIP-auslosendem FCoV gegeniiber resistent waren,
fiihrte paradoxerweise zudem bei den Nachkommen zu einer verringerten
Uberlebensrate bei intraperitonealer Infektion mit FIP-auslosendem FCoV

(PEDERSEN et al., 2016).

2. Pathogenese der felinen infektiosen Peritonitis

Im Jahre 1966 wurde in den USA erstmals eine todliche Erkrankung bei Feliden
beschrieben, die vor allem junge Tiere bis zu einem Alter von zwei Jahren betraf
und mit hochgradiger Peritonitis und Aszites einherging (WOLFE und
GRIESEMER, 1966). Kurz darauf wurde der virale Ursprung der Erkrankung
entdeckt (ZOOK et al., 1968).

2.1. Entstehung mutierter feliner Coronaviren

Uber die Entstehung von FIP existieren zwei verschiedene Theorien. Zum einen
wird eine Mutation des wenig-pathogenen FCoV in der Katze zum FIP-auslosenden
Virus propagiert (POLAND et al., 1996; VENNEMA et al., 1998), zum anderen die
parallele Existenz zweier unterschiedlich pathogener FCoV-Stdmme angenommen

(DYE und SIDDELL, 2007).

Bereits in den 80er Jahren wurde iiber die enge genetische Verwandtschaft eines
wenig-pathogenen FCoV und FCoV bei Tieren mit FIP berichtet (PEDERSEN et
al., 1981a). In darauffolgenden Studien wurde die Hypothese der internen Mutation
des wenig-pathogenen FCoV zu FIP-auslésendem Virus aufgestellt. Katzen mit und
ohne Infektion mit dem felinen Immunschwéchevirus (FIV) wurden mit einem

FCoV-Stamm, gewonnen aus dem Kot von Katzen ohne FIP, oral infiziert
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(POLAND et al., 1996). Innerhalb von acht bis zehn Wochen p. 1. zeigten zwei
Tiere der FIV-Gruppe Anzeichen einer FIP. Isoliertes FCoV aus den Lésionen der
Katzen mit FIP besaB eine hohe genetische Ubereinstimmung mit dem vorher oral
verabreichten FCoV. AuBlerdem war das isolierte Virus in der Lage, bei
intraperitonealer Inokulation in SPF-Katzen FIP hervorzurufen (POLAND et al.,
1996). Eine weitere Studie untersuchte FCoV-Paare aus Kot und Gewebe von
gesunden und an FIP erkrankten Katzen in derselben Umgebung und fand eine hohe
genetische Ubereinstimmung innerhalb der FCoV-Stimme (VENNEMA et al.,
1998). Im Genom der FIP-auslosenden Stimme wurden zudem Deletionen und
Punktmutationen gefunden, die in den korrespondierenden FCoV-Stimmen der
gesunden Katzen nicht festgestellt werden konnten. Diese Beobachtungen legten

eine gemeinsame Abstammung nahe (VENNEMA et al., 1998).

Gegensitzliche Beobachtungen wurden jedoch in einer spiteren Studie gemacht.
So ergab die Analyse der strukturellen und akzessorischen Gene von zwei
verschiedenen FCoV-Stammen, isoliert aus Jejunum und Leber einer Katze mit
FIP, identische Gensequenzen beider Viren (DYE und SIDDELL, 2007). Dies
veranlasste die Autoren dazu, die Mutationshypothese in Frage zu stellen. Eine
weitere Studie, in der multiple Gensegmente von FCoV, welche aus gesunden
Katzen isoliert wurden, nicht mit den Gensegmenten von FCoV, welche aus Katzen
mit FIP isoliert wurden, libereinstimmten, unterstiitzte diese Theorie (BROWN et
al., 2009). Die FCoV von Katzen mit FIP zeigten genetische Sequenzen der M-
Gene und 7b-Gene, die sich deutlich von denen bei asymptomatischen Katzen
unterschieden. Es wurde postuliert, dass zwei unterschiedliche Virusstimme, ein
avirulentes und ein virulentes FCoV, parallel in der Katzenpopulation zirkulieren

(,,Zwei-Staimme-Theorie*) (BROWN et al., 2009).

Die ,,Zwei-Stimme-Theorie* wurde spéter durch Analyse der M-Gene von 43
FCoV-Genomen, gewonnen aus Kotproben von gesunden, FCoV-positiven Tieren
sowie Aszites und Gewebeproben von Tieren mit FIP, widerlegt (CHANG et al.,
2011). In dieser Studie wurde ein paraphyletisches Muster der Nukleotidsequenzen
der M-Gene der FCoV-Stimme beschrieben, was auf eine enge genetische
Verwandtschaft hinwies. Weitere Studien bestétigten grofle genetische
Ahnlichkeiten zwischen FCoV-Stimmen, isoliert aus Gewebe von Katzen mit FIP
und Kot von asymptomatischen Katzen (PEDERSEN et al., 2009; PEDERSEN et
al., 2012b; BARKER et al., 2013). Dies untermauerte die bereits frither vermutete
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ninternal mutation hypothesis®, laut derer in der Katze selbst die Mutation des
wenig-pathogenen FCoV zum FIP-auslosenden FCoV stattfindet. Der exakte Ort,
an dem die Mutation im Korper der Katze stattfindet, ist noch nicht bekannt, es
handelt sich aber wahrscheinlich um Monozyten/Makrophagen (STODDART und
SCOTT, 1989; KIPAR et al., 2010; PEDERSEN, 2014a). Auch sind verschiedene
Mutationen im Genom des FCoV beschrieben, welche mit dem Wechsel des
Pathotyps in Zusammenhang gebracht werden (CHANG et al., 2012; LICITRA et
al., 2013). Im Folgenden wird ein Uberblick iiber mdgliche Mutationen im
Zusammenhang mit der Entstehung von FIP gegeben. In Abbildung 3 ist der
schematische Aufbau des FCoV-Genoms dargestellt.

2.1.1. Mutationen im Spike-Gen

Da das S-Protein, wie zuvor beschrieben, entscheidend fiir die erfolgreiche
Infektion von Wirtszellen mit FCoV ist, spielen Mutationen im S-Gen mit
anschlieBender Verdnderung des S-Proteins als Ursache fiir den Wechsel des
viralen Zelltropismus wahrscheinlich eine gro3e Rolle in der Pathogenese der FIP
(ROTTIER et al., 2005; CHANG et al., 2012). Erste Hinweise diesbeziiglich gab
es bereits 1998, als Deletionen im S-Gen zweier FCoV-Stdimme von Katzen mit
FIP im Vergleich zu FCoV-Stdmmen von Katzen ohne FIP aus demselben Habitat
gefunden wurden (VENNEMA et al., 1998). Im Jahr 2005 wurde der membrannahe
Bereich der S2-Doméne von FCoV als ausschlaggebend fiir den Tropismus des FIP-
auslosenden Virus fiir Makrophagen benannt (ROTTIER et al., 2005).

Im Jahr 2012 wurden zwei Aminosédure-Substitutionen im Bereich des S-Proteins
beschrieben, mittels derer in iiber 95% der Félle wenig-pathogenes von FIP-
auslosendem FCoV unterschieden werden konnte (CHANG et al., 2012). Dazu
wurde das Genom sowohl von 118 FCoV-Stammen aus Organproben und Aszites
von Katzen mit FIP als auch von 183 FCoV-Stimmen aus Kot von gesunden Katzen
sequenziert. Punktmutationen im Bereich der Nukleotide 23531 und 23537 im
Spike-Gen von FCoV fiihrten zu den Aminosduresubstitutionen im S-Protein.
Wihrend sich bei allen nicht-mutierten FCoV das Nukleotid Adenin an Position
23531 befand, war bei 92 % der untersuchten mutierten FCoV an dieser Stelle
Thymin oder Cytosin zu finden. Bei 4 % der mutierten FCoV befand sich an Stelle
23537 das Nukleotid Guanin, wihrend bei den nicht-mutierten FCoV
ausschlieflich Thymin vorhanden war. Folge dieser Mutationen waren die

Aminosiuresubstitutionen Methionin zu Leucin an Position 1058 sowie Serin zu
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Alanin an Position 1060 des Spike Proteins (CHANG et al., 2012).

Eine weitere Studie untersuchte den von der Protease Furin spaltbaren Bereich
zwischen der S1- und S2-Domine des Spike-Proteins. Dabei wurde FCoV sowohl
aus Fdzes von asymptomatischen Katzen als auch aus Gewebe von an FIP
erkrankten Tieren gewonnen. Hierbei konnte eine Korrelation zwischen mindestens
einer Substitution im S1/S2-Bereich des Spike-Proteins mit dem Auftreten von FIP
beobachtet werden. Diese Substitution(en) fithrten mit groBer Wahrscheinlichkeit
zu einer Verdnderung der proteolytischen Spaltung des S1/S2-Bereiches und damit
moglicherweise zu einer Anderung des Zelltropismus der FCoV. Dieselbe Region
war bei FCoV von asymptomatischen Katzen hingegen hoch konserviert (LICITRA
etal., 2013).

Allerdings wurde die These, die genannten Aminosdure-Substitutionen im Spike-
Protein seien verantwortlich fiir die Entstehung von FIP, inzwischen wieder in
Frage gestellt. Ursache dafiir ist der Nachweis der Aminoséduresubstitution M1058L
nicht nur bei FCoV von Katzen mit FIP, sondern auch in Organproben von Katzen
ohne FIP (PORTER et al., 2014; BARKER et al., 2017). Damit stellt sich die Frage,
ob die Substitution lediglich die systemische Verbreitung von FCoV ermdglicht
und somit nicht unbedingt urséchlich fiir FIP ist (PORTER et al., 2014).

2.1.2. Mutationen im open reading frame 3¢

1998 wurden erstmals Mutationen im ORF-3c-Gen bei FCoV von Katzen mit FIP
gefunden und als Ursache fiir die Entstehung von FIP diskutiert. Dabei handelte es
sich um sogenannte ,nonsense“-Mutationen, die entweder eine verfriihte
Termination der Translation des Leserasters bewirkten oder zu einem Shift in ein
anderes Leseraster fiihrten, welches kurz darauf endete. Das Resultat war in beiden

Féllen ein verkiirztes 3c-Protein (VENNEMA et al., 1998).

Diese Beobachtungen wurden in weiteren Studien bestétigt, in denen Mutationen
in Form von Insertionen und Punktmutationen in Kombination mit Deletionen im
ORF-3c-Gen ausschlielich bei Katzen mit FIP und nicht bei Katzen ohne FIP
gefunden wurden (PEDERSEN et al., 2009; CHANG et al., 2010; BANK-WOLF
et al., 2014). Allerdings zeigten weitere Studien auch bei Katzen mit FIP FCoV mit
intaktem ORF-3c-Gen auf, weswegen Mutationen in diesem Bereich als alleiniger
Ausloser von FIP ausgeschlossen wurden (VENNEMA et al., 1998; CHANG et al.,
2010; PEDERSEN et al., 2012a; BANK-WOLF et al., 2014; BORSCHENSKY und
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REINACHER, 2014). Stattdessen wurde ein intaktes 3c-Gen als Voraussetzung fiir
eine erfolgreiche Replikation im Darmtrakt postuliert, da aus Kot isolierte FCoV-
Stdmme immer ein intaktes ORF-3c¢-Gen aufwiesen, wihrend FCoV aullerhalb des
Magen-Darm-Traktes kein intaktes ORF-3c-Gen hatten (CHANG et al., 2010;
PEDERSEN et al., 2012a). Allerdings kann die Replikation von FCoV mit
trunkiertem ORF-3c-Gen im Gastrointestinaltrakt nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden, da diese Mutation auch bei FCoV im Kot nachgewiesen wurde
(PEDERSEN et al., 2009; HSIEH et al., 2013). In einer 2016 veroffentlichten
Studie wurde die Replikation von FCoV mit trunkiertem 3c-Gen im Dickdarm einer
Katze bestétigt (HORA et al., 2016). Mutationen im 3c-Gen kénnen damit nicht

allein fiir die Entstehung von FIP verantwortlich sein.

2.1.3. Mutationen im open reading frame 7b

Auch im Bereich des ORF 7a und ORF 7b des FCoV-Genoms wurden Mutationen
gefunden. Im Jahr 1995 wurde die Nukleotidsequenz des ORF-7b-Gens bei neun
FCoV-Staimmen ermittelt. Dabei wurden Deletionen im ORF-7b-Gen bei in vitro
geziichteten FCoV-Stdmmen beobachtet, wihrend dies bei FCoV von Katzen mit
und ohne FIP nicht der Fall war. Deletionen im ORF-7b-Gen gingen zudem mit
einem Verlust der Virulenz des Virus einher (HERREWEGH et al., 1995a). FIP-
auslosende Stamme mit Deletionen im ORF-7b-Bereich besitzen keine Infektiositit
fiir Makrophagen/Monozyten (DEDEURWAERDER et al., 2013). Damit scheint
ein intaktes ORF-7b-Gen eine wichtige Rolle bei der Replikation des Virus in
Makrophagen zu spielen (DEDEURWAERDER et al.,, 2013). Da jedoch
Deletionen im ORF-7b-Gen sowohl bei FCoV von Katzen ohne FIP (VENNEMA
et al., 1992) als auch bei FCoV von Katzen mit FIP gefunden wurden (LIN et al.,
2009), sind Mutationen im ORF-7b-Gen nicht der alleinige Ausloser fiir FIP.

2.14. Weitere Mutationen

Im ORF-3a-Gen in FCoV von Katzen mit FIP wurden Punktmutationen
nachgewiesen, welche ein verkiirztes Translationsprodukt des 3a-Proteins zur
Folge hatten (BANK-WOLF et al., 2014). Auch im ORF-3b-Gen bei Katzen mit
FIP wurden Nukleotid-Deletionen nachgewiesen, die in verkiirzten 3b-
Polypeptiden resultierten. FCoV-Stdmme von Katzen ohne FIP wiesen dagegen
keine Deletionen auf (BANK-WOLF et al., 2014). Eine Studie zeigte einen
Zusammenhang zwischen Deletionen im ORF-7a-Gen und FIP (KENNEDY et al.,
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2001). Dies konnte in einer spéteren Veroftentlichung jedoch nicht bestitigt werden
(BANK-WOLF et al., 2014). Eine Deletion im M-Gen wurde lediglich bei 2 von
32 FCoV-Staimmen von Katzen mit FIP nachgewiesen und scheint damit keine
grofle Relevanz zu haben (PEDERSEN et al., 2012b). Das N-Gen spielt, bisherigen
Studien zufolge, keine Rolle beim Wechsel der Pathotypen (VENNEMA et al.,
1998; BATTILANI et al., 2010).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Genoms feliner Coronaviren,
modifiziert nach Kipar und Meli (KIPAR und MELI, 2014); ORF: open reading
frame (offener Leserahmen), Kb: Kilobasen, e: envelope (Hiille), m: Membran, n:

Nukleokapsid, s: Spike

2.2. Immunpathogenese

Der Zeitpunkt zwischen der Mutation des Virus und der Erscheinung klinischer
Symptome ist variabel, wobei mit einer Zeitspanne von wenigen Wochen bis hin
zu zwei Jahren gerechnet werden muss (HARTMANN, 2005). Dass die klinischen
Symptome bei FIP ihren Ursprung in immunologischen Reaktionen haben, wurde
schon frith diskutiert (HORZINEK und OSTERHAUS, 1979a; PEDERSEN und
BOYLE, 1980; WEISS et al., 1980; WEISS und SCOTT, 1981a). Man ging friiher
davon aus, dass das Immunsystem mit einer vorwiegend zelluliren Abwehr die
Ausbreitung des Virus fiir eine gewisse Zeit lokal begrenzen kann. Uberwiegt
jedoch die humorale Immunantwort, kommt es unter anderem zu den typischen
Korperhohlenergiissen (PEDERSEN, 2014a). Auftretende morphologische
Verdnderungen sind granulomartige Herde mit und ohne ausgedehnter Nekrose
(KIPAR et al., 1998). Sie konnen diverse Korperorgane inklusive des Auges
(SLAUSON und FINN, 1972; GELATT, 1973; ANDREW, 2000) und des zentralen
Nervensystems (ZNS) (FOLEY et al., 1998; NORRIS et al., 2005) betreffen und
manifestieren sich sowohl mit als auch ohne Entwicklung von proteinreichem
Erguss (PEDERSEN, 2009). Histologisch zeigt sich eine granulomatdse Phlebitis
mit vendser und perivendser Infiltration von iiberwiegend

Makrophagen/Monozyten sowie vereinzelt Neutrophilen, Lymphozyten und
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Plasmazellen (MONTALI und STRANDBERG, 1972; KIPAR et al., 1998; KIPAR
et al.,, 2005; PEDERSEN, 2014a). Die Entziindung ist auf Venen kleinen und
mittleren Durchmessers beschrankt (KIPAR et al., 2005).
Monozyten/Makrophagen als dominierende Zellart im Entziindungsprozess
emigrieren aus den Blutgefdf3en, infiltrieren die GefaBwand und/oder sammeln sich
perivends. Auch intravaskulidre Agglomerate wurden beobachtet (KIPAR et al.,
2005). Entziindungszellen konnen sogar gelegentlich die Basallamina der

Gefdfwand komplett ersetzen (KIPAR et al., 2005).

2.2.1. Virdmie und Aktivierung von Makrophagen

Urspriinglich wurde angenommen, dass das wenig-pathogene FCoV nur die
Enterozyten infiziert, in ithnen repliziert und den Gastrointestinaltrakt nicht verldsst
(PEDERSEN et al., 1981a; PEDERSEN et al., 1984a), wihrend FIP-auslésendes
FCoV hingegen Makrophagen/Monozyten infiziert, in diesen repliziert und iiber
die Blutzirkulation im Korper verbreitet wird (WEISS und SCOTT, 198Ic;
STODDART und SCOTT, 1989). Mittlerweile wurde FCoV allerdings auch in
Makrophagen/Monozyten des peripheren Blutes bei klinisch gesunden Katzen
nachgewiesen, sodass anzunehmen ist, dass sich auch wenig-pathogenes FCoV
systemisch verbreiten kann (GUNN-MOORE et al., 1998; MELI et al., 2004; CAN-
SAHNA et al., 2007; KIPAR et al., 2010).

Im Unterschied zu wenig-pathogenem FCoV ist FIP-auslosendes FCoV jedoch in
der Lage, effizienter in Makrophagen/Monozyten zu replizieren (DEWERCHIN et
al., 2005; ROTTIER et al., 2005). In einer experimentellen Studie war die
Produktion von Virus in Makrophagen, die mit wenig-pathogenem FCoV infiziert
wurden, bis zu 100-mal niedriger, verglichen mit Makrophagen, die mit FIP-
auslosendem FCoV infiziert wurden (DEWERCHIN et al., 2005). Nur das FIP-
auslosende FCoV konnte die Replikation in Makrophagen {iber einen ldngeren
Zeitraum aufrechterhalten und effizient weitere Wirtszellen infizieren
(STODDART und SCOTT, 1989; DEWERCHIN et al., 2005). Auch in vivo zeigten
Tiere mit FIP hohere virale Replikationsraten sowie eine hohere Viruslast im
Gewebe, verglichen mit klinisch unauffilligen Tieren (PORTER et al., 2014;
BARKER et al., 2017).

Damit kommen die Makrophagen/Monozyten als der Ort in Frage, an dem sich der

Wechsel von nicht-mutiertem zu mutiertem Virus vollziehen konnte (PEDERSEN,



II. Literaturiibersicht 31

2014a).  Virushaltige = Makrophagen/Monozyten  gelangen initial vom
Gastrointestinaltrakt in regionales lymphatisches Gewebe, in dem eine weitere
Vermehrung stattfindet (ANDREW, 2000), gefolgt von einer anschlieBenden
Virdmie (KIPAR et al., 2005). Dabei sind FCoV-positive Makrophagen/Monozyten
vor allem in Gefallen der Leptomeninx, Lunge und Nierenrinde sowie vereinzelt in
Milz und Lymphknoten zu finden (WEISS und SCOTT, 1981a; KIPAR et al.,
2005).

Die massive Auswanderung von Monozyten/Makrophagen wird unter anderem mit
der vermehrten zelluldren Produktion des Enzyms Matrix-Metalloprotease 9
(MMP-9) in Verbindung gebracht. MMP-9 fiihrt zu einer erhohten Durchléssigkeit
der Basallamina durch Spaltung des darin enthaltenen Kollagens (KIPAR et al.,
2005). Zusitzlich zu der auftretenden erhohten GefdaBpermeabilitidt ist eine
vermehrte Adhdsion der Monozyten untereinander und an den Endothelzellen
Voraussetzung fiir die Emigration von Zellen in das umliegende Gewebe
(OLYSLAEGERS et al., 2013). Intravaskuldre Monozyten sowie perivaskulére
Makrophagen in granulomatdsen Herden zeigten eine hohe Expression des [2-
Integrin-CD18 auf der Zelloberfliche (KIPAR et al., 2005), ein Zeichen fiir die
Aktivierung dieser Zellen (FERNANDEZ-SEGURA et al., 1996). Das 2-Integrin-
CDI18 ist essentiell bei der Adhédsion der Monozyten/Makrophagen an die
Endothelzellen und bei der Migration durch die Endothelzellen (ISSEKUTZ, 1995).
Es bindet spezifisch an das intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), ein
Protein, welches von aktivierten Endothelzellen exprimiert wird (BEVILACQUA,
1993). Des Weiteren produzieren Makrophagen/Monozyten bei Katzen mit FIP
vermehrt die Zytokine Interleukin (IL)-1 (HASEGAWA und HASEGAWA, 1991)
und TNF-a (TAKANO et al., 2009), welche die Adhdsion an Endothelzellen
fordern (ISSEKUTZ, 1995) sowie eine vermehrte Expression des
Adhisionsmolekiils ICAM-1 durch Endothelzellen bewirken (WEILL et al., 1995).
TNF-a verlingert die Uberlebenszeit der neutrophilen Granulozyten, indem es die
natiirlich eintretende Apoptose verzogert und damit zur Entstehung der

granulomatdsen Lésionen beitragt (PALTRINIERI, 2008; TAKANO et al., 2009).

Aktivierte Makrophagen/Monozyten sind auch an der Entstehung von
Korperhohlenergiissen bei FIP beteiligt, indem sie vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktoren (VEGF) produzieren (TAKANO et al., 2011). Diese bewirken
eine erhohte Permeabilitdt der Endothelzellen (DVORAK et al., 1999). Dabei
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korreliert die Menge an Ergussfliissigkeit mit der Hohe an VEGF im Plasma
(TAKANO et al., 2011). Die Aktivierung der Makrophagen/Monozyten spielt
somit eine zentrale Rolle bei der Entstehung von FIP-assoziierter Vaskulitis und ist
ein Schliisselmoment bei der Entstehung der Erkrankung (KIPAR et al., 2005;
KIPAR und MELI, 2014).

2.2.2. Immunreaktionen

Gelangen Antigene in den Korper, wird unterschieden zwischen einer spezifischen
und einer nicht-spezifischen Immunantwort. Die spezifische Immunantwort besteht
aus zwei Komponenten, der humoralen und der zelluldren Immunantwort. In den
B-Lymphozyten werden Antikdrper produziert (humorale Immunantwort), um das
fremde Antigen zu markieren und von speziell darauf ausgerichteten Zellen des
Korpers zerstoren zu lassen. Trager der zelluldiren Immunantwort sind die T-
Lymphozyten, welche unter anderem direkt zur Zerstorung des Antigens befdhigt
sind (PARKIN und COHEN, 2001; TOMAR und DE, 2014). Erkrankt eine Katze
an FIP, wird sowohl eine humorale als auch eine =zellulire Immunantwort

beobachtet (PEDERSEN, 2009).

2.2.2.1. Humorale Immunantwort

Bei FIP funktioniert die von Antikorpern vermittelte Beseitigung infizierter Zellen
nicht ausreichend, um eine Erkrankung abzuwehren (DEWERCHIN et al., 2005;
DEWERCHIN et al., 2008; KIPAR und MELI, 2014), obwohl erkrankte Katzen
hohe Antikorperspiegel haben (PEDERSEN, 1976; STODDART et al., 1988;
KIPAR und MELI, 2014). Einige in vitro-infizierte Monozyten prisentierten zwar
virales Antigen auf der Zelloberfliche und ermdglichten damit theoretisch eine
Zelllyse (JACOBSE-GEELS und HORZINEK, 1983; DEWERCHIN et al., 2005).
Allerdings fand in vitro bei Kontakt der membrangebundenen Antigene mit FCoV-
spezifischen Antikorpern eine schnelle Internalisierung der Virusantigene in das
Zytoplasma der Zelle statt, sodass eine Beseitigung der infizierten Monozyten nicht
mehr moglich war (DEWERCHIN et al., 2006; DEWERCHIN et al., 2008). Dies
war bei Zugabe eines unspezifischen Antikorpers oder eines anderen Mediums
nicht spontan reproduzierbar (DEWERCHIN et al., 2006). In einer weiteren Studie
mit in vivo-infizierten Zellen von Katzen mit FIP wurden sogar keinerlei Antigene
auf der Zelloberflaiche festgestellt (CORNELISSEN et al., 2007). Damit sind

Antikorper nicht mehr in der Lage, infizierte Monozyten zu identifizieren und zu
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beseitigen, da die Zellen aufgrund fehlender Virusantigene auf der Zelloberflache

fiir das Immunsystem unerkannt bleiben (CORNELISSEN et al., 2007, 2009).

Antikorper-produzierende Plasmazellen wurden sowohl in der Peripherie als auch
in der nahen Umgebung von granulomartigen Lésionen bei Katzen mit FIP
festgestellt (KIPAR et al., 1998). Sie entwickeln sich aus B-Zellen, welche die
Granulome infiltrieren und die bis dahin vorherrschende Makrophagenpopulation
ersetzen (KIPAR et al., 1998). Die genauen Ausloser fiir die Akkumulation von B-
Zellen sowie die Transformation in Antikdrper-produzierende Plasmazellen sind
noch nicht bekannt (KIPAR et al., 1998). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
aktivierte Makrophagen Interleukin (IL)-6 produzieren (GOITSUKA et al., 1990),
welches die Differenzierung von B-Zellen in Antikdrper-produzierende

Plasmazellen bewirkt (HIRANO et al., 1986).

Der Produktion von Antikdrpern bei FIP wird zum Teil eine kontraproduktive
Wirkung zugeschrieben, da Antikérper die Aufnhahme von Virus in die Wirtszelle
beschleunigen kénnen (STODDART und SCOTT, 1989; PEDERSEN, 2009).
Entstandene Antigen-Antikorper-Komplexe werden dabei iiber eine durch
fragment-crystalline-Rezeptoren (Fc-Rezeptoren) vermittelte Endozytose in
Makrophagen aufgenommen (OLSEN et al.,, 1992). Dieser Prozess fiihrte in
experimentellen Studien zu einem schwereren und schnelleren Verlauf von FIP und
wurde als ,,antibody-dependent enhancement (ADE) beschrieben (PEDERSEN
und BOYLE, 1980; HOHDATSU et al., 1991a; OLSEN et al., 1992; HOHDATSU
et al., 1998b; TAKANO et al., 2008).

Die bei FIP auftretende Vaskulitis wird oft als immunkomplex-mediierte
Hypersensitivititsreaktion vom Typ III angesehen. Dies wird begriindet mit der
Feststellung von Antigen-Antikérperkomplexen im Blut, hohen Konzentrationen
des Komplementfaktors C3 (C3) und einer Ablagerung von Antigen-
Antikorperkomplexen in glomeruldren Gefdlen (JACOBSE-GEELS et al., 1980,
1982). Zudem wurden virales Antigen, daran gebundenes Immunglobulin G (IgG),
Fibrinogen und C3 in Lidsionen bei Tieren mit experimentell induzierter FIP
nachgewiesen (PEDERSEN und BOYLE, 1980; WEISS und SCOTT, 1981b).
Allerdings sind weitere Kriterien einer immunkomplex-mediierten Vaskulitis, wie
die Beteiligung von Arterien und die zellulire Dominanz von Neutrophilen, nicht
erfiillt (KIPAR et al., 2005). Damit wird eine Hypersensitivititsreaktion vom Typ

III nicht als vorherrschender pathogener Mechanismus bei der Entstehung der FIP-
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typischen Lasionen angesehen (KIPAR und MELI, 2014).

2.2.2.2. Zellulire Immunantwort

Eine friihe effektive zellulare Immunantwort auf die Entstehung einer FIP wird von
vielen Autoren als essentieller Faktor fiir die Bestimmung des weiteren Verlaufs
der Erkrankung angesehen (WEISS und COX, 1989; POLAND et al., 1996; DE
GROOT-MIJNES et al., 2005). Ein Beispiel fiir die wichtige Rolle von T-Zellen
fiir den Krankheitsverlauf ist die Infektion von Mausen mit MHV. Dieses Virus ruft
eine Erkrankung hervor, die vom Verlauf her FIP dhnelt. Bei immunkompetenten
sowie B-Zell-defizienten Miusen bleibt die Infektion auf den Gastrointestinaltrakt
beschrinkt (KYUWA et al., 1998), wohingegen bei T-Zell-defizienten Tieren eine
fulminant verlaufende, todliche Erkrankung mit Peritonitis ausbricht (COMPTON
et al., 2004). Geldnge es, mittels frither T-Zell-Reaktion die Virusvermehrung bei
Katzen mit FIP einzuschrédnken, konnte dies den Krankheitsverlauf moglicherweise

verzogern (DE GROOT-MIJNES et al., 2005).

T-Zellen als Tréager der zelluliren Immunantwort sind in sehr geringer Menge in
FIP-typischen Lasionen verteilt (KIPAR et al., 1998). Bei Katzen mit FIP konnen
im peripheren Blut, in der Milz und in Mesenteriallymphknoten kaum natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und regulatorische T-Zellen nachgewiesen werden, auch
besitzen die NK-Zellen eine verminderte zytotoxische Funktion (VERMEULEN et
al., 2013). Dies wird auf eine Apoptose von Lymphozyten in lymphatischem
Gewebe bei Katzen mit FIP zuriickgefithrt (HAAGMANS et al., 1996; KIPAR et
al., 2001; DEAN et al., 2003). Bei jungen erkrankten Katzen kommt es zudem zu
einer Thymusinvolution oder sogar Atrophie des Organs (KIPAR et al., 2001). Als
Ursache fiir den beobachteten Zellschwund wird eine Beteiligung von TNF-a
vermutet; dies konnte bislang aber nur in vitro demonstriert werden (HAAGMANS
et al., 1996). Eine weitere Studie zeigte die Apoptose von felinen T-Zellen in einer
Zellkultur in Anwesenheit von Aszites, Plasma und dem Uberstand aus kultivierten
Peritonealmakrophagen von Katzen mit FIP (TAKANO et al., 2007). Die Autoren
fanden einen moglichen Zusammenhang zwischen der Apoptose der T-Zellen und
der Anwesenheit von TNF-a, produziert von Peritonealmakrophagen und
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bei Katzen mit FIP. Auch in
vivo wurde eine erhohte Transkription von TNF-a in PBMC von Katzen mit FIP

nach experimenteller Infektion beobachtet (KISS et al., 2004).
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Abstract

Objectves Tha aming acid substitutiona M105BL and 510604 in the spike protsin of feline coronavirus (FCoV) have
baen posulated to be responsible for the devaelopment of the pathoganic feline nfectious peritonitis vinas (FIPY)L
which causas faline infecticus paritonitia (FIP). Tha aim of the following study was to imvestigate the presence of
miutsbad vinue in tissus samples of cats with and without FIRP:

Mathods Tha study population consisted of B4 cats. 34 of which were diagnosed with FIP and 30 cantrol cats. All
cas=s urdarwent autopsy, histopatholgy and mmunchistochamistry (IHC) for FCoM Furthermore, a ganctyps-
discriminating guantitativa reverss ranscriptasa PCRH (RT-gPCR) was performed on ehavings of paraffin-embedded
tismues to discriminate between cats with FIP and confrols, and the ssnsitivity and specificity of this dizcriminating
RAT-gPCR wara calculated using 85% confidance ntarvals (Cla).

Aesuwltz Spacificity of genotype-discriminating RT-gPCR was 100.0% (85% Cl 88.4-100.0), and sansitivity was
TOLE% (99% CI 52.5-84.9). In cata with FIF, 24/34 tested positive for FIFY. In samples of three control cate and in
savan cate with FIF, FCoV was found, but genotyping was not possible owing to low FCoW AMA concantrations.
Out of tha positive samples, 23 ehowed the amino acid substitution M1058L in the spike protain ard none the
substitution 510604 . Cne s=ample in a cat with FIP revealed a miked population of non-mutsted FCol and FIPY
{mixad genotyps). For cne eampla genotyping was not possible despite high viral load, and tao samples wears
negative for FCol.

Conclusions and mlsvance As none of the confrol animals showed FCoV amino acid subatibutions praviously
damorstrated in cats with FIF, it can be presumed that the substitution M1058L corelates with the presence of
FIP. FCo\ was detected in low concentration in tissuss of contral animale, corfirming the abilty of FCoV to spread
systamically. The fact that no negative controle were included in the IHC protocol could potantisly lsad to an
urderastimation of the sensitivity of the RT-gPCR.

Accepted: 7 February 2018

Introduction

b rehethis ik minantly affects  "CiNIc of Small Animeal Medicine, LKL, Manich, Sarmary
o e gacltonitic (FTF) predo Ay d £2achion of Clinkcal and Comparaive Naurcpethalagy, Centre

young cats, with those <1 year of age being especially o cyniy vieterinary Medicine, LMU, Munich, Gemary
prone to developing this fatal disease.) FIPis caused by #ipewoc Laboratonies, LuchigEbUng, Gammany
a certain genotype of feline coronavims (FCoV ). BCoVW  <IDEXX Laboralories, West Sacremeno. CA, LISA
exists in two genotypes: feline enteric coronavirus G ;

ponding auther:
(FECV), which is benign but very common, whereas the | oes eong Cine o1 Sman Animal Medizing, LML,
sporadically appearing FIF virus (FIFV) triggers a lethal  yaierinasreirassa 13, Wurich, Germany
immune resporse in affected cats.? Emal: Isura. Sargdam.da
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FIFV develops out of FECV within infoected cais34
Two mutations in nuclectide 73531 and nucleptide 23537
in the spike (5) gene, mesulting in the substitution of a
methiopine to leucine codon at position 1058 (MIDS8L)
and a substitution of a serine to alanine codon at positon
1060 (51060A ) of the spike protein, mspectivaly, have been
considered responsible for the genotype switch and for an
enhanced tropism ¢ However, other mata-
tions have also been hypothesised to play a role, such as
changes n the 3¢, 7a, 7b gene™® of, more recently, tn the
furin cleavage site in the region between receptor-binding,
{51) and fusion (52) domains of the spike gene, enhancing
virus uptake by macrophages

Production of cytokines via infected macrophages and
activation of neutrophils result in histological lessons rypi-
cal of FIF? consisting of granulomas with foml and

({THC) detection of FCoV antigen in tissue macrophages is
considered the pold standard of FIP diagnosis™ Thus,
organ biopsies for histopathology and [HC are necessary
for a definitive diagnosis, which have to be obtaimed
through invasive procedumes.

Recently conducted studies on the presence of FCoV
with a mutation in the region of the 5 gene have deliv-
erad contradictory results. A group in the Metherlands
obtatned full genome sequence data from FCoV strains
in the fasces of cats and tissues or ascites of cats
with FIF, and found that the two gene mutabions in
nucleptide 23531 and nudectide 23537 distnguished
FIFV from FECV in =>95%, of all cases *

Another study conducted in England inchuded 45 tis-
sue samples from 27 cats with FIP and 41 tissue samples
obtained from 16 control animals (excluding faecal sam-
ples). Cut.of all of the tissus samples from cats with FIF,
43745 Entples wems P:ﬂliw_-ﬁ:lit'n\? using quantita-
tive reverse transcriptase PCR (RTqPCR), with 39 sam-
ples showing the leucine codon {(M1058L), which was

identified using pyrosequencing. OfF the 41 tssus sam-
ples from control antmals, nine were positive for FCo¥,

with eight samples presenting the leucine codon at posi-
tion 1058, As the lescine codon {MI0SEL) in the FCoV
spike protein had previously only been found in cats
with FIF, this quastions the hypothesis that the M10581
substitution only ocours in cats with FIF and s responsi-
ble for the genotype switch. Thus, the awthors of the lat-
ter study concluded that the M1053L substitution would
only be an indicator for the abiliey of FCoV to spread

systemically from the gastrointestinal tract and not for
confirming FIP.

It still remains under debate whether the M1058L and
51060A substitutions in the spike protein are responsible
for the genotype switch or not. Therefore, i was the alm
of the present study to assess the presence of murtated
virus in tissues of a large and well-defined population of
cats with and without FIP.

Materials and methods

Armimals

The study incuded 64 cats, 34 of which were diagnosed
‘with FIF and 30 were classified as control animals. All cats
were presented to the Clinic of Small Andmal Medicine or
were submitted directly to the Instihwte of Vetertnary
Pathology for autopsy between 2012 and 2015. Only catsin
which a full-body examénation, as well as IHC staining for
FCoV antigen in Hssue macrophages was performed, were
included. Cats were classifled as having FIP f they dem-
onstrated macroscopic, as wall as histological, changes
consistent with FIF and a positive THC staining, of tissue
samples (Figure 1, Table 1). The main criteria for inclusion
of control cats were the possibility to perform a full body
necropsy and pressnce of at least one chindcal problem
indicative of FIF, such as ascites, thoracic effusion, pericar-
dial effusion, dyspnioea, icterus, fever,

neurological signs or uvedtis (Table 2. Only cats in which
negative THC staining for FCoW antigen in organ bssue
macrophages was obtained were incduded tn the congnol
group. The animak were not age-matched. Every cat that
was presented to the Clinic of Small Animal Medicine and
that fulfilled the incusion criteria was included into the
study. The study was approved by the ethical committee
of the Centre for Chinical Vetertnary Medicine of LMU {red-
erence number 52-27-07-2015).

IHC
In all cats, THC was to or excluds
FIP as described previously? As primary antibody,

Figure 1 Immunohiziochemical staineng for feline coronaviruz
antigen uzing chromogen 3.3 -daminobenziding (DAE;
brown) and hasmatoylin (HT, vickst) e= counterstain

Mote mmanopozitve (M{+)) ve immunonegstive (Mi-])
macrophages and those engulfing immunopostive celis via
cytophagocytogis {CP{+]} Apart from macrophages, the
infiltrate comesne some lymphocytes and aggregates

of polymomhanuclesr neutrophis (PMN)
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antl-FCoV mouse monocional IgG2A (FIPV3-7; Linaris)
was used. Samples were then left to incubate for at least
I7 hovemight at 4°C and treated on the second day with
the secondary antbody (botinylated goat ant-mouse;

Laboratories) was applied to bind to the biotin of the sec-
Dﬂiaqlmnbud)r,ptsetﬂmgﬂuebmmbaum HRP for
the final step. 3,3 -DMaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB; pH 7.0; Kem-En-Tec Diagnostics) was combined
with 3% hydrogen peroxide to catalyse the oxddation of
DAB to a visibly brown chromogen. To rule out stalning

errors, positive tissue controls were part of every proto-
col, but no negative controls wems included.

RTgPCR to discriminate the FCol genolype
Tissue samples of all cats were obtained post-mortem.
Tissue samples were alected retrospectively, including
samples of cats with FIP from previous studies 23
whemas processing and investigation was undertakan
prospectively using manufactered paraffin blocks.
Samples of various Hssues had been collected of each
animal during necropsy and subsequently fixed in par-
affin blocks (Tables 3 and 4). The samples for RT-gPCR
were then shaved off each block with a thickness of 16—
32 pm per sample As one block and therefore one
shaved sample could contain several different samples
of Hssues, a differentiation of the Hssues was not possi-
ble. Five samples from each animal were then pooled for
HRT-gPCR analysis, yielding only one result per animal.
Cenotype-discriminating KT-gPCR was performed
blinded with regard to the underlying diagnoses. Total
nucelc acld was extracted from paraffin-embedded tis-
sue samples by a QlAamp DN A Blood BioRobot MDx Kit
on an autemated (Hagen platform according to the man-
ufacturer s instructions with slight modifications (IDEXX
Laboratories). In order o determine the presence of FCoV
and to discriminate the genotype, three real-ime PCR
assays were performed in parallal as single-plex reactions
(TDEXX Laboratories). The first real-ime PCR was based
on the 7b gena o detect FCoV BNA and quandify viral
burden; the other two real-Hme PCRs weme targeting the
MINSEL and S1060A single nucleotide polymorphisms
(SMPs) described bafore to cormelate with the occurrence
of the lethal FIPV genotype. These two PCE assays allow
typing of an FCoV strain based on the presence (FIFV) or
absence (FECV) of one of the two SNFs within the fusion
peptide of the spike gene. Briefly, highly specific hydmily-
sis probes were designad to either detact the mutation at
position 3174 or 3180 (corresponding w0 MI10SSL and
S1060A) or wild-type sequences by using an alleiic dis-
crimination real-time PCR approach. Fluorescence ingen-
sitles were used to calculate ratios of the probes detecting
the mutation or the wild-type sequences. FIFV was
assigned o the mutation probe excesded a two-fold

higher fAuorescence than the wild-type probe.

real-time PCR was run with
six quality controlbs, including: (1) PCR-positive controls
{(quantitatively; using sjmﬂlel:k: DA covering the real-

water); (3) negative extraction controls (extraction posi-
tioms filled with nucledc acid-free water only); (4) RNA
pre-analytical quality control targeting feline ssr rRMNA
(185 rRNA) pene complex; (5} a swab-based environ-
miental contamination monitorng control; and (6) spike-
in internal positive control (using lambda phage DNA).
These controls assessed the functionality of the PCR test
protocols (1), for the absence of contamination In the
reagents (2} amnd laboratory (5), absence of cross-
contamination during the extraction process (3), quality
and integrity of the ENA as a measure of sample quality
(4), and absence of PCR inhibitory substances as a carry-
over from the sample matrix (6). The analytical, as well
as the clinical, spacificity of the FT-qPCR was confirmed
by re-sequencing amphification products with dedicated
sequencing primers located 5 and 37 t0 those used in the
routing KT-PCR protocol. For Cp values regarding the
endogenous quality control (185 rRNA gene) as well as
the detection of FCoV ENA (7b gene), see the supple-
mentary material.
Cormesponding to the outcome of the discriminating
RT-gPCR, six different results were obtatned (Table 5).

1 Genotype FIPV: the mutated penotype was
detected at much higher levels than the wild-type
in the sample of Hesues,

2 Genotype FECV: FCoV without the mutation was
found in the sample.

3  Mixed genotype: mutated as well as non-mutated
FCoV RNA was detected.

4 Below lmit of determination (BLD): FCoV RNA
was detected at low viral burden, with the muta-
tion assays not ylelding a resule.

5 Indeterminate (INDj: FCo¥V BNA was found in
high concentration, with the mutabion assays not

yielding a result.
6 Megative: no FCoVW ENA was detected.

Smafistical evalualion

Samples were evaluated for the presence of mutated and
non-mutated vims. In onder to define parameter uncer-
tainty, a confidence interval (CI) of 95% was calculated.
Sensitivity, specifictty, positive predicHve value (PFV)
and negative pradictive value (NFV) were determined.
The overall accuracy was calculated as the sum of trus
positive and true negabive test esults divided by the
total number of test resulis. Sample results classifiad as
BLD or IND were defined as negative in statistical analy-
sis, owing to the inability to determine the underlying
genotype. Samples containing a mixed genotype weme
regarded as positive.
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Tabla 1 Presence of effusion, regults of the genotype-discriminating RT-gPCR, amount and thickness of shavinge per

BLD = fefine coronaninus (FCoW) present but below lmit of detection; FIPY = feline infecious peritoritis vinus; IND = FCoV present, bat
ek &5 i vl
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Table 2 Diagnosie, clinical presentation, results of the genctype-dizcriminating AT-gPCA and amount and thickness of

mpartknkm 30 control cate

BLD = feline comnavirus present but below fimit of detection

MS Excel , as well as an online program that calculates
2 non-asymptotic binomdal C1 (hitps:/ /statboolscrab.

org/Calculators MhinomialConfidence him), were  used
for statistical analysis.

Results

lu:ﬂ,l".'l-lam:phui Hssue of cats

wiith FIF, FCoV RNA was detected, and in 24 of these, the

FIFPY genotype could be determined. Twenty-three sam-
ples showed the amino acid substitution M10SSL{Table 5).
One sample contained a mixed genotype {mixed popula-
ton of FECY and FIFV). In seven of the FCo

Bh#lm?m(maﬂwlhmhlmw
not possible (IND), owing to the occurrence of an
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Teble 3 Dataile of the tegues veed for genotype-ciscriminating ATqPCA for 34 cate with felne infectious peronits

BLD = fefine coronains (FCoV) pressnt bl below limit of detection; FIPY = feline infectious pertonitis virs; IND = FCoV present but
indh = i waxini

unknown FCoW strain (falled amplification) or infeciion
with a serotype 2 FCoV strain. These eight samples were
classified as negative in statistical analysis. Two samples
from cats with FIP ylelded negative resulss.
hﬂuuﬂiﬂm,ﬂfﬂ}nmﬁmmmfu
FCoV RNA. 'l'Inaﬂm]hufﬂm!euIﬂm] mis)«lalln:l
positive results in RT-qPCR for FCoW (Tables 5 and 6).

between cats with FIF and contmols are Bsted in Table 6.

Discussion
The aim of this study was to demonstrate the presence of
non-midated o mutated FCoV in

Hssues using ET-qPCR, addressing the question of

whether the MI0SSL and S1060A substitutions in the
mmmmﬂeﬁrﬂnmﬂmmm

or indicate systemic spread of FCoV.
mmhmhnmmbﬂntmd.mmﬂn

FIP i5 always fatal once diagnosis is confirmed. Thus,
specificity of a diagnostic test plays a more important
role than sensitvity, as cats falsely diagnosed with FIP
might be unnecessarily euthanased. In the present
study, specificity of the discriminating RT-gPCR in
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Tabbs 4 Detada of the tissues ueed for genotype-discrminakng HT-qPCH for 30 control cate

BLD = lebre comnavines present but below fimet of detection

3/30 cats from the control group. One of the three cats
had a parafalxial meningioma, one was diagnosed with
a lymphocytic meningoencephalitis and one had
salmonellosis.

As virus load was too low to allow differentiation,
etther mutated or non-mutated virus could have been
present in these three cats. An infecHon with non-
mutated FCoV could occur due to the ability of non-
virulent FCoV to spread systemically, as # was shown
HmR]:Vmpumn!hemgmuthmlﬂqrmm

tpbﬂﬂdayspuﬂ-mfm
Thep ed virus and therefone an early
stage of FIP er, be excluded, This might

have been ermaemlhemtwlhlymp]mcymm—
goencephalitis, as FIP can affect the central nervous sys-

tem {CNS) and lead to, among other things, meningits,

TECTORSY:

{tncluding the brains) of both cass with CNS involve-
ment were negatve and it therefore seems very unlikely
that this was an early stage FIP. It cannot be completely
ruled out, though, as there is also the possibility of false-
negative staining in [HC due to the ocourrence of une-
ven viral distribution in the Hssue samples. Negative
IHC staining in a cat in which all other clinical and his-
topathological findings are suggestive of FIF would not
entirely exchude the possibility of FIF. Also, the possibil-
ity of mutated virus being present in cats without FIP
cannot be completely ruled out, as the presence of the
MI105EL amino acd substitition has been considered
responsible rather for systemic spraad of FCoV than for
causing FIF®

Contrary o the UK study, in which control cats also
showed the M1053L substiution in the spike protein
this could not be confirmed in the present study. As
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Table 5 Results of genohype-dizcriminating ATqPCH in paraffin-embedded fizzus samples of 64 cate

*Defired 2z posive for sialictical snalysis
"Dedined es negalive for staistical analysis

FIi = feline miectious peritonitis vines; FECY = feline enbic cononavirs; BLD = mmm\nmmmﬁd

detection; D = FCoW present, bt inde inede sirain

AP = icfine i

Teble & Sensitivity, epecificity, negative pradictive value (NPV), positive predictive value (PPV) and overall accuracy
of genotype-dizcriminating AT-gPCA in 64 catz, including the 85% confidence imterval (Cl) and prevalence of feline

infectious perftonits (FIF)

samples in the former study were collected post mortem,
control cats in that study could have been lacking climical
signs but already harbouring mutated FCoV. This is not
vary bikely, as histopathology, as well as IHC, for mutated
virus were negative, but cannot be completely ruled out,
FCoV with tha respective mutations was not detected in
any of the 30 control cats in the present study, thereby
mwwmmmm
P t of FIF.

Sﬂ'ﬂﬂvﬂyﬂtﬂuﬂﬂlﬂﬂﬂpﬂaﬂi}mﬁaﬂdﬂd
Hissues was 0.6 (95% C1 52.5-84.9%). In the few existing.
studies in which PCR was performed on organ tissues,
sensitivity was similar and ranged from 87 5-87.9% 1572
However, in one of thesa studies, the diagnosts of FIP was
only basad on history, clinical signs and /or pathological
changes that weme sugpgestive of FIF, but not all cats
underwent histological examinations and in nona of the
cases was [HC performed to confirm FIF. Furthermore,
the PCR usad in these studies was not able to definitely
distinguish non-mutated FECV from mutated FPY,
which leaves the possibility of animals systemically
infactad with benign FCoV being, falsely detected as posi-
tive. In the present study, sensitivity calculated for the
presence of “any FCoV" was 54.1% (95" CTB0.3-99 3) and
therefore higher than in previous studies,

Of the 34 cats with FIF, 24 had positive results in the
discriminating RT-qPCR. Of these, 23 cats showed the

indicating a transition state with mutated virus
already present. Also, a superinfection with FECY,
which has been ! v cannot be ruled

out. The predominance of the substitution M1058L in the
spike protein is very similar to the onginal study con-
ducted in the Metherlands, in which the amino acid sub-
stitution MIOSBL was present in a majority of Hssue
samplas in cats with FIP?

One sample of a cat with FIP showed an indetermd-
nate result. In this case, genotyping was not posstble,
despite a high FCoV load in the dssue sample. This
might be owing to the occurrence of an unknown FCoV
strain {falled amplification) or infection with a serotype
2 FCoV strain, as the two mutations are serotype

Studies conducted in Austria and Japan
revealad that 7% and 0% of cats with FIP were infactad
wiith serotype 2 FCoV, respectively 4=

Two cats with FIP were completely negative for FCoV
in the discriminating RT-qPCR, although [HC was posi-
tive. This indicates inhomogeneous distribubion of virus
within the tssue and makes the irregular occurrence of
wirus in the samples a major Bmitation of this study.
Seven samples of cats with FIF showed the presence of
FCoV RMNA, although in such a low concentration that

genotyping could not be performed. The low amount of
wirus could be caused by tisswes betng over-Fxatad in for-

mhﬂqde,mmglmmﬂfmmmh@

substitution M105SL in the spike protein. One ]

acid. As samiples used in this

]

revealed a mixed population of FECV and FIFY,

mﬂymﬁxﬂiﬂhmmﬂhmdwy
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embedded in paraffin, over-fxation is extremaly wniikely.
Uneven distribution of vimes, as discussed above, could
also lead to a low amount of virus being detected. Also,

antibodies were formerly detected in lesions of
cats with FIEM possibly binding antigen and tharefore
reducing the possibility of vims being detected by
RT-gPCR. Last, but not least, false-positive staining in the
IHC assay cannot be fully excludad in these cats. This
possibility cannot be complately rulad owt, as no negative
controls were included in the THC protocol, which is a
Hmdtation of the study. However, false-posttive statning
Is very unlikaly, as both of the negative cats showed typi-
cal dinical signs of FIP with effusion, as well as corre-
sponding histopathological changes.

In none of the samples in this study was the substifu-
tion 51060A detected. In only one of the samples was
FECY detected, and tits was in a cat with mdxed infec-
tion. This makes an assessment of the value of the
RT-qFCR regarding the discrimination between the dif-
farent genotypes of FCoV difficult and a major limita-
Hon of this study. It would have strengthened the study
if FECY had been detected in more control cats. Further
studies should be performed in which a second control
group should be included. Furthermore, it was not pos-
sible to extract the RNA separately from each tissue and
no quantfication of virus in Hssue samples was per-
formed, although # would have been very Interesting
to compare different Hsswes within each cat and to com-
pare the results between the cats. A follow-up study
using samples collected prospectively and comparing
different Hssues including quantification of copy num-
bers should be performed in the future. No negative
controls were included in the THC , which is
another Bmitation of the study that could potentially
havelead to an underestimation of the sensitivity of the
RT-qPCR

Conclusions
This study atmed to provide clarity concemning the ques-
ton of whether or not the M1058L or S1060A substitu-
tions in the spike protein are responsible for the genotype
switch reported to cause FIF. In this study, detecton of
the substttwtion M1053L correlated 1007% with the pres-
ence of confirmed FIF, whersas the 510604 substitution
was not found in this cohort. It can therefora be con-
cluded that the M105EL substtution in the spike protein
appears stronply assoclated with the genotype switch
from FECV to FIFV.

(xher, as-yet-unknown sirain variations also seem to
play a role in the development of FIF, demonstrating the
complexity of this fatal disease.
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Detection of feline coronavirns RNA, spike 20 it
gene mmistions, and feline coronavirus Sk o puting
antigen in macrophsages in aqueons humor s
of cats in the diagnosis of feline infections

toniti

Lamrn Sangl'" Bandrs Beltwn, Kagpar Mntinsek, Siafants Dicislt, Michyls Byrgmans,
Hams-Jirg Balzer, Miksls Fasizhey, Christiss Lenieasgger, Katrin Hartmans

Abgraet. Tnaktls i oosanivas in outs, B0 Ia ofian 2 Testors of Raline Infertions pocitesitis (FIF. W evaloeed 3 wools
dsimction of filine cornerirne (KoY in sqraons homor: 1} 2 75 geme rwvsras-renacription magltime PR (75-R T FCR)
nzsy bo dotoct PCoW KMA, 2] = spiko prow rocledson RT-AFCR (SR T-MNCR) memy to deinol 2 point et in S spiko
ind of FCoWV in et posithes by Fi-RT-rPCR, and 7) oo oyiodhamdatry (00 for detostion of FCoV atige o sgoosos
mww-mgmﬂhﬁhgll mwﬂh!ﬂaﬂﬂmﬂmmmm‘u’m
arawition ol nopstive T v (IHL). A Inwww semples nblaind postrewioe worn sesees] veing
F-RT-nPCE in ofl cate, snd posithee samplos. wore mmmmmmum Iromeor samples
From 3 of the 35 ooty v dong weing wo avidin—teiotin commle sethod. wed monecions] soi-FCoY Igh 1A, Bmeitivity,
apmaifioity, s nogetive mel potive prodiethe ke worn celooletzd nchading 95% Cls, 78- R0 bad 8 spaifty
ol 1000 (9% CT: N7.2~100007 ausd sanaitivity of 35.5% (39K CL 1923-54.6). Epcliloity of SFRT-rPCR vould et be
deipraingd becress (hee were s Ko¥ 75-R T PCR—podiive gl bn (he control grocy, Rendtivity of SAT-APMCE
was [29% {95% I 5.6-29.5). Snxitivity end wpocificity of BOC wora £2.5% (85% CF: 405-31.7) and 0.0 (95% CT:
44075, reapoctividy. The eotbdnstion of F-RT-rPCR and TBC otold be nsofol 1o dieginsing FTF, FRT-APCR G ot
add v, s I0C of pgoems bomor samzios oot be recommendad S the Sugnosiy of FIP,

Key words:r 75 pese revorse-transoription real-tie FCR: sgostus heewr; cate; follse infeotiecs parttooits:
I eoryctendary; spdis gone mristion revarss-trmscdyiion real-thme FCR oveltie.

Imtrodmction FIF heore boon discoses, imch m2 rubstitotions in e forin

o w dictn] clinswan i kol utraatnd ANhomgh filine comeyi- mdﬂ-qﬂ-mm

res {FOnV: Adiphocworapiar 73 in chigoiioos, it mely

canses diasase. Bt 1 uoight that aootation of the vima 1, __ L euwatag FIE sctsmormeen 14 challasglog, eqpecially in
infhcind catx lapds o tha developrment of FIP™ A sty con-
dozted on 212 detested 2 mosl sotide sobations in pmdtions
23521 and IRSAT of de PCHV aplks (5) gube, leading %0 Cliao o Benall sorimal Mectickne (Beagl, Fiactrume, DM, Polien,
e meld. mibotitotineg (mathinedng 4o Lncing gt position. mdlﬂmm-dmw
105%; srine o slening st poaities | 060 m the sxiks profoin.  Setits el Vtde—ey Patel s (listio), Cotos o Clisisl

that cocroluwd whth FIP t 305% of casen® Howoe, the ity Mkl Tabeigblarimiiets Cintambaal Batikt, M,
amdn wedd. enbatintion MLOSEL. g 5190 bOFL AMRCE 1L Drrit ol Wont Burmpmarer, (2 [ pubeorag

tissore pf cuta, with mywlemiz POV infoetion bot mo ogre of
PIE* Therofirn, & M ol & maiter of dhevualon whether \iirvpndig mher
thees motations wos mepooslbls S the devalopment o FIP 3 peiny, Py ser Clcios] Yoy Boaieins, Lodwig-blachello-
ar am Smiced sn isficatre of sysiomin speadd of BOSY Uttt Miforriek, Velsirmerstram 15, kissich Boyer, 738,
Orthwee cetatioven that sl givt oo role dn the peftwgeietis of  Garmamy. L sen e da
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Theeulhwe, » Hshls iaet is neeced fior the disgnosie of
FIF. Doteetiom of Fllo¥V RNA csing reveras trenscoriplion
PCR. (RT-FCER) n offosioos of oxts with FIF exd oosrirols
ryvealad 2 specifichy of 100%, mwling 2 prsitiry gl
Highly indicative of FIPL In osts witheut offurion, whoks
Tood, sum, of pllw seeplod & oGl kol fr
virgl HFA, bt the vagnity wre incongeent ™' In additlon,
henltky ouin o heor poitive roeniiz 0 KI-PCR of hiond
sarmplen*'" Thuma, blood i oot consldared & good subairate
B dimpgeoaingg FIP in. cwia,

ET-PCH of squeous oowor ks b boon. oeod youtmety
For tha dlagtwals of FIR, ﬂwmw
acreifgting warindy 24 s md
mqﬂ%inﬁ-ﬁmﬁm:ﬂmaﬂmhmn
collocied durlieg o dagnostie work-up, defecthon of BCoV
wmld b sdiad, The wim of oor sindy s | duiaerming
whather tnaiing sevples of spoms umes e FCo' ponld
o oaed i the dhgioals of FIR The teits izcbaded 1) u 7
e ryverpedranecription rel-ime PR [FR-BTANCR) o
oot BV ANA i scponas buvew, ) & 5 pone remiadion
RFrPCR (SETrPCR) oo dobot tioteted POYY. and 5
Inrmorytochamisry (BOC) to demst FOoY sotipm n
e horsor mearropheges.

Materials and mefhads

Cals

We ooolled S0 com i oor pindy, ineleeting 11 cxis with FIF
ol 27 cwatrtred et wrich arthesr distsitnd . Trtity-five of the 31
onts with FIF and 11 of the 27 qontred cute wase part of 4
rwvioes stndy™ All sxta hed oy sequinsd discses snd
o chot ewnsl Oor shady v spyroved by the eilscw
sommittey of G Cenive Sor Clinleal Vetorinery Madicins of
ihe Lodwip-lbormitemeiniveominct Morich (efoomee
532 1-l1-2415).

O @ 55 oaty, ¥ had mveltie based om postnosiom saan-
nakion [4 in the FIP growp, 1 i the conbrl gmon); 30 the
il put, 20 oouler checvges wern retices] ot oindos] or posl-
moctenn scardoetioe. A degnosls of FIF was basedd oo the
oot af; fn el Ieiatrdngils searrintions ne wall s
THG of wariem aopem inchoding oooler tmmso . sl o with
vrelils. The pmosdure e IHC kas b Seaccibed poovi-
pualy" Only estn with merroscop(c md Fisrlogis legion
typirs] of FIF exi positive IEC stoning of sfibete] Hene
shrnploa ware Inchuded by the FIF gooop (Thbde 13

I ol comiml cxm, & posimories ecawinstios, which
e <t w0 owcinde FIP s the omse of death. Enoonsshdo-
charrricy] sighving of Hesm epmplee shering atrpetholnglc

ohmges was megutive for POV in all cwts (Thble X3 The
individoals pecfermdog the Laboatetory Wil Wes Tawan of
tha underdying Magnoses.

Saniiphie

Sawples of mpors homer warn shised posimrton vis
anterdoc charabar parasentesls miing 8 Xl-ys ooodly and 8
Z-mni. gyrings, ATl sy weow swmpiad by inperting the needis
it the trwpoml limbes wnd postionisg it pemiil & the e
befarn adwatclic Bt dobs e aptarior chambee for apirsthon
of wyeecuy bemmor, For 73BT PCH wad S-ET-PCR, srm-
plo of sperom bomor frow both gyes of sash cwt wem
nabwod anel sdoved tnnsselistely after oolleation in ecyogeals
winls ot —B0AC. To detamrins the prasspes of FCOV BNA xmld
o dotoot poasitle £ posc mobstions, 3 PR asmys woen
dome (Jdexz Laboratock). Por ICC, (DOUL of aquecus

penr W cytocmirifngmd (Cyioepn Tndvurel
E; Beitich), and slides wor siorod of —20°C unti] srelyacy.
Cuwt e wrotad poopiind oor enieehy it

A2-RT-riPCR

Tot pocleic acid was aorecisd] fmm. squeeos Inmor sm-
pios {[JIA=wp DA hinod BinBlobnot BMDx b Glagon)
wotonding to the tostofecthoner's Mtrootons with digst
modifiortions (Mex Laboowiodes). RIGFCR o dwbect
Hﬂviumpdmdhldmﬂ:mdﬁ:ﬁ
o,

The 7i-RI<iFCR ww nn with 5 quality cootrols thet
mchnded: 1) PFER-positive comirols (questitstncty; oxing
mw&mmnmwmm

mmitrwing contml; xud 5] splls-in fntevel posities ol
(ng lankde phege DNAY Thee cosfroly mecwsod the
St oeality of the RT-FCR et proteaols fooetred 1) for tw
shance nf conterwitine i fhe roegesis (2) o lsbwstory
{4y sheooon of orss-oochonietion doning the oot
peoca {3, aod shwenne of RI-PCR. ohikdtory s o
& caryuver from the oemple wairiy (¥, The esabytical s
wroll s fwr clinicsl ipocificity of te 75-ETrEPCR. w oo
e by ressqoanting smplifiertion prodosts with ded-
el synancing primery looxted 5' snd 17 to thoss waed fn
tho rowting ET-POR motoool.

FRT-riCR

Al sainglos posittes by To-ET-tPCH wers evaloated by e
ERT-MR w daohmingts belwesn none-motried md
ouiatnd vins, with 3 KT rPUEs oerviod cut tergoting the
MIOSEL and S1060A slegle-andandde vadetiaon {SNVYE)
it fhe fyxion peptids of fhe spilos protais (e Tybors-
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Tahis 1. Prasets of reaiths s

affinslow il the st of Th- TS8P0 B dstasilng of POV, riBe of EETS000E

ey aly
s tiiolid o X du weiworod tomti of 31 owts -with FIP. Il suls, FIP sl emmiketied iy el ervibotiton s yrosiies IELC codadie,

Cat Thedtla By civity vilafion FRT-ECR FET-HPCR s
1 1 ] Aacitan - M -
H Ha Aschian — NI —
k| Ma Anzhing + B} +
4+ k] Agiieg + HLTF -
E Tm N - W +
L] Mo Asiton - M +
T Ha Pzl mifincien + BLDY +
1 Ma Aschine, plesrn] affhrlon + BT -
L] Ma Amziien - M -
1 ] Agrlien - W +
11 Ma Ascitos - HD +
=2 Ha Furafp + BLI +
14 T Aaching + BT -
14 Mo Anzing - i) -
1% ) Ak + Wby FIOHY +
18 Mo Aasiton - W +
17 Ma T + hifmintnd FCxW +
1k Ma o - W -
19 Ma Amching - v +
b a Aupkion + B +
21 Ho fursiies - WL +
-3 You .o - .1 +
2 Mo Aschin — WD -
FD) Mo Aschiag - WIx +
as Ha PFlanrsl affigalon + Rifgiwhae] PO Tt ipgronrtin
F ] Aualion, Dot wdition - W NA
k1) Mo ezl effiion - WD NA
Ik Mo Aacima, paricerdie] niftarion — W M
- Ha Asching + Tifizad vival RBOA M
k] Mo Amzhing - M N
11 Mo Agakiog - L NA

B v Ol T v vtlend, vt e il Ll v o, ittt o e il md rdabend PO Y oy PHAT x0T, v o il B0 = i
. - rwcos alictdrsheiryim il FOSF

imartan, il TADW I, e e ol it unant s 300903 i 3.0 vl s A o7 mmmeirmimionl POz AL

it Ty W ey THC =

iy Tl ienll RN =

[T s S R —————_ L O e

towica, Tempublished dute). The S-RT-atPCHa silowr the typing
of e FO0V sirein besrs] cn o (outmied FCoW} or
whaans (Don-oaseted) of 1 of 2 SNV withia the foslon pep-
tids of the 5 gens. Tha peimed SRToPHe were provinoady
(DT DN A Teakinolagled) o wall b clinkeally nefeg sarpla
callactd firem et origimlly teed i idertify the 2 5 gane
reacictivwns: cwtn 1) Efbotesd with BORY med shodding but ol
arwise healthry, ead 2) effted by FIE " Bcediy, kighly me-
cific pdmiysls pohes wers mad o Jeimet wwiwted s
mo-mutsbod sogooreos. The nmtetion dolooiesl st position
31 (AT o 3180 (T-4T) 20 the FCoV pooome ooms-
aprmded i gning ol pesitione 105X pnd 1068; nogluntide
D511 el 2X537; el MG, el 310804 of mofirones
Soqonnd FIOSE0S 1, seposthvaly. The Botiatuiod Sttt
worn des{ifled wing m lalic derfeingtion sppmech.

[6-PAM and VIC, reepestivaly’. Rowilts waro mnalysed to
Asterwirg the SPARMVIC [FIFWFECY) fnssecsnes rxtin
mxmiticd ey ho eydrolyds pobos. SFRT-EPOR wea oomsdorsd
poaithe Sor et artetion whas fuorsscance in e nrote-
i b wa ai kst 23 bl then v the res-rootster
prebo. SET-FCR v comidored regutirs when 1) ™
POV waa detecied (egethve), 2) FCoV witons | of ha 2 5
nn Tigtined, was demcind (nenarepgad), 3) BOSY load
wrom blovwr tho bl of 1.5 million ANA ogoivelosts por ml,
‘which. dhl st allow socooeril Eifereatiston of Go PFCoV
irxing vin FETAPCE (balorwr Bl of dajarsdngtion, BTN,
o 4) n e difforentiticn vin FRTAPCR was poesibls
Aoipite & high FCoV Jowd (1.5 malRtion BNA equbwionts jor
ml nf'zgmple; indeterndugis TNTY), S-ET-rFTE wes coneld-
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TullaZ MHugarsls, posasss rfwvadfly, mumite of 7-ETSPTE r detactinn (fFTNY, samlis of SET-PTE s somtn of 39 bn
apmonat butire of 37 eoeitod vate. In wll outs, FIP vt osbedend Ty Sl siogmstioclonrs el metirs I couclie,

Dilagodia Uit

F-RT-0ECT MR

HENEERRHEESEGEEREEemmab el g

EX S FEEEF RN EEE S RN FE

CEECEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEL:
ﬁ?ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ%- R ARRNt:

E
|

Takle . Rowche of IO, P5-RT-0PCE, snd FHET-rPCE & sgoeom buoes megplon,

mnd powttim whan 1) FCaV' with 2 ooyisind £ gene {sither
muistion in mivetide 33531 o 33537), ar I} both maisicd
el Bati-asoleiod F ganss wace dolooiod L the aei setopls
[ircion] il RINA; This 3),

Imsmonocytochemisiry

10C was owrvied ool in 25 mempies. frorm 51 ot with FIP and in
11 sasgden froen 27 teooh, s dosarfoed provicusty.”” Tn o

rerushwing %7 cati, the yiak nf metarks] wae iney Ml in cary

phils, erphrosyios, and pless cella. Samples with o lack of
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4. Samaithrity, spetflcly, NEY, PV, and cvaral] socomnery of Stfieest sl fre dis perin FTIF s sl anss aff FIF'

Mmﬂmm.-mmnmnm-nm Tore F2C sciplos wour ol Eroty stilationd soultls,
A-RT-0EC FRT-CR 1843
(¥n=H) Sha=Il) [ ETED ]

Banalthity A5 (192348 120 (15001 5 Eas 1

Epacifichy J006 {75100 0 NI il (4 7.5)

NEY 74{823=T1.T ND #7113 0=T2.2)

v T00.0-{TL.>-L1NL0) ND B2 AR

Ororadl mocanoy eI NI 74 (01L

Fronulme 534 A e

RV = magstivn Touivivs viag PV = it i Tl | it e

Tabls 3. Ramts of kiviologlo rreinxtios, THC af ocoler thoma, 72-RT-riPCR, FRT-APCR, and 100 of sqesom hermer— i ouin with

rraltin mnd TP, ws vl e comive] coxie with oveids

O Himnkngle fintings THC pfocaler theos  A-ATo@R TR IOC

Ctn with FI

L Lyenghepils smacaliober teiTiretion ot tris b S + +
il pils s el 1w Gow eceior chuoeleer oed Eideooenoal mglo

) Ppogresionatzos wreal diioetion, retis) shistion
13 Niwwd, predembmmtly horphchistiooytn rislocyolifis mnd

5 & BE E

sodults, st reviting BLIY o TR waster sxaitbckeorind Bute-
ahive; pamplen comtyininy mrivad vivel RINA weny consldensd
postive. Micmanft Exeel sl sn ooline: progron ol el sty
o Pee-iltyi ot thoredul C (httpaadutixeol s trubcrg®Cal-
exlamwory/hinomis K rerflian sy o) wars vand.

All I7 aereplies from costral oete were negetive for FOoV
EMA{Tablow 2, 31 T cwts with FIE, FUoV RNA ws detooind
in 1] off 31 wpoweos umoor sanrples osing F-RI-CECE. OF
the 11 posilive seples, 5 kel 5 oededion eorrexpondimg o
the wnines eckl schetitution M10SETL. (Tebls 3) in SRT-
HCE, wod io coo soople, mixed viml BNA was deterted
(Tabiz 1). [n the remsirng seven FB-RTriPTR-positive
mimplen, S ET-PCR vouldd pof be paremd oo af ke

viral Logd, The specificity of R TnPCH cocld wot e et
mind hocwmn noo af the wempks from ool cels woe
Prevititbre by P-RT-0FCR.

Thivty-six. sxmpies (25 FIF, 11 comtrold) were svallable
fior B°C. In oatn 'with FIP, 15 mewyples wore positior, s in
ountrel sabd, 2 ware poaltivo (Tebla 1=3) In & contral onks,
hICCMwmbmﬁdﬂmm
teininy In mEopeges; thes woc comsidord nopetive
iren chat thery Limlosd the typdeal prasuler pattath stes in
poritin ICC sicining, Two saeplos (1 in 3 cat with PIP, 1in
0 eanirmnl ext) were excinded T staiictiesl snshwe heeaese
o thet ol of ellar andecriel v o alidiog,

Fogr cuts with FIF modd 1 coptrol omt hid ceoler slgms,
which inchuded Lymphopl sorecolisbor andaphihelmritie, o
wtitls, Srkdoerralithl, weitls, and retiedtle (Tubls 31 OF e 4
nts with FIF, IHC of couler tems was positte o 3 cate
wuf gt i 1 the Tatter out vens dmgrnecd with FIP hased
o poaitivo rovults of THC of o tesoo soplos.

THsransion

Epocifichty of 72-RFoPCR b aqoeons Iemor was 1000
[BF% CI: £7.2-100.0). Alrhserogh pervarrising reenita hae heen
wivod wing the sockocdds wlog G158, o
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will s the protosss inhibiver GCA76,% firr trosteemt of cuts
'with FIF, & commarah] drog b act pet amadlebls. Theoefore,
mpaci ity af o ot T FTF rerasing s hem s
witiwity boounso iwimfagnosis wonk likoly losd o oot e
of many vati. The kigh spoclfichy of A-RISIFCR ko sqoe-
g3 horsar was masrparing bacrmss FCo'V iz widsepmesd in.
tho cut popolstion sd FOSY RNA mn be detacled in blood
ot dasoe samplen of oxt that do Bot hunve FIR22

The sixpmce ol FCoV EHA in ngoenos brreor panrpleg of
tho cowro] group might o crploend booemsc the ois woo
Bt udeted with FCoV of et hbect blooad-adusnal Datther
prevanin] apillover of infcind mpcrophegey from the blaod,
The ko af the hlond brein o (ABE) fior FCaW oniry
nto eorsbrospinal fokd (CXF) hes boen dsonseed! FCoV
BNA was datncted In CEF of caty with FTP infloating that
mmoropheps-boord POSY i shis o oobor the CHF wis an
tunpaired BEE.” Pacther stcEod shawesd potitive noavmed-
taiing of macmphages i CEF In opg with FIP, """ Homp-
vy, womer mily o of G- conind ol hed aculer
Tirobvatued, abwmor of PCOV infection walior ub indwcd
Dlond-nauecns beovier ace the most Wesdy rensons Tor the
negalive reeus.

The satufthrity of 7-RFnPCE Ja sqoeol baine wid
15.5% (3% {T: 18.2-54.6). Tha relgtively low senslivity i
iy with FIT might beorn boon bocensc anly & smail morshor
of et bl aliprnd o ot Pronieol stothl bion witel FCR
0 delnct ot palopems (o merplos of sqoeres hamor, Pelid
herpravivua 1 (FHV-1) DA was deterted by PCRLin 11 onie
whh oveits,” sed Thoopiomer pondd TINA wen found
1.75% of healthy onts and 1E.5% of owts with wendtis'™ hesoe,
viruscs Ewl proioems. s e ey o ostor the sooeoos,
Troctwtar -wibui Reientithoon Lok o . ctstvipaionnicinee] blisond-donsinas
barrier, [mmeeatingty, oally 2 of 4 cats with FIP aed wowltis in
mur sudy had pasitee 75-AT-nPCH resohe. The mesclta af
THC aof owvoll et Hissoms wrtsre protith o1 3 oo s 4 onsbt witth FTR.

Ewen though FCo'Y RHA wes detwcted o sqoeoos bomor
1111 of 31 cata with FIP, ly 4 bad 1 af'the 2 5 gens s
o, Thm, sansitivity of FRT<HCR fix tha 31 oxtn with
FIF vwoa Jowr (L2.9%; 9% CL 3.6-23.8). Thres of the 4 <ot
hed the £ gene moistion lesding o the s scd scheiis.
ton MIGSHL. The foxth serple wa posithvo - now-
matwted a1 well so motuted FOoV, indiosting e oxlebese of
et FCn'V st srifivn o oxt. The senpies of the sther
7 oul ousstehrnd FOY Sy wonh Sovr quntiting thet », difforos-
tetlon wes 2t powalhle nelny oo meeEy.

HC wmloticn ooff sgosoos s revssle] poitive dxis-
ing for FUoV watigon in 2 of 10 ot of tm conkal groun,
which pleldad o specifichty of saly B0 (95% CL 44—

fhose 3 sontral csts revenlod & meodorwts oo of e
mariory ool (Tabls 6. B L pleuslbls ther fulse-poditive
Toapiis v witribuiwhis o sonepecific moeiive agring of

dewing ICC shewld hava rrirdorbed fide dde T addifiom,
b, condfioseed] with, the 33" -Hacdnobeoaifine tetrabyndro-
chilaridn AR} gand in the BOC siniwing procsss. Anofher
prunbility in thet fioss 2 mets worn i m oody sholniz]
staye of FTF bexrusa of imnonoruppoossi e, sssosdsted with
their primpry Sinem, Howyre, [HC of desoes with Ladomg
s nogetive, T e boon shevwm thet beadthy oais oan hardbeer
PCoV Lo thatns mseraidetged of varlous aopeas™ Thas, e
poiiive Tappity conld have basn geining of ruwm-ergintad
vinm, slthough fiis is onfilnly given et 73-RTAFCR in
these 1 extm was Degative.

Ranaaliivity of EOC of sgoamns Imoe we 42 923 {85, O
40.5-91.7) and #how Soghor then et of 7-RToPCE. The
highes sansitivity weal mispested heoatss [OC Windky twds

ingaincagm aod toemepart, o (e gfharhand, ol on fadings
i oantmil oxis, falss pasithe I0C steixing in sty with FIP
ik Tainets ecaieibociodd 0 apectieathy b gy vttty

Wima catr with FIP hed fules-negstive erulis in KT of
aquocus Inmer sompline. AH 9 of fhoe age homor sem-
Pl bl ahicts. oof Bivfueratontion b ook ewilostios, Bt
FCaY mxtipen W m0d prasnt, which indlcates et pechape
fhr inflorwnsinery process we mat sover oaongh fhe e
vine to oo The sqoeeeo-blaod border (Tabls 6 In doge

M}tm of spooifle milwedlon ot e thiks of kidoryul-
mﬂmmmmmmm

wqueons howor via et vessels coold hind to exlating
mntign, lemding to o Bdlore nf desction of the viros by I0C.
To var knowlsdge, the prosssce of sotidodios sgeizst FCoy
18 acqust humosr hie 5ot been aaeapnd.

Oer sindy has u fowr Hinitations, Seples wor abimined
posbriom, which might oo ol fo & wdmtion in o
et off virl ENA ol milpon bovatms of degradation.
Hhislolngc: cvahetion sed THIT of neoler Beees were: domes 0
only u fow comra med mot routionly in all cets. Finelly, SRT-
BCR was 5ot oumbed oot oo the seoples of ol eeis. B ds
thewwtirally posxbis, albeli oniisly, thet thes was =
mgoome noedion o FOR primor witns, wihich wroold hevo
parulted in pancpes belng segaivs B FA-BIoPCR st pow-
itfvs for SHT-APCR. Soch feles-negetive remie in 7BRT-
rPCR might b pontribuind o fhe low sewitivily of e
SRTCE

Abtongh R-RET-rPCR was aperific in tha dagaods of
FIF in our shudy, i hed = low somdtivity of 35.5%, exd the
ome of FRT-0PCH A4 oot Joad to a0 butredss in spacliioly.
EX bhad tha bac) ssswithyity (82, 556}, ot = spacificly wee
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FCaV RMNA, apdlo proteds sookition, wed POSY ek geel Db sfussanal Irocinel (o Sligivie FID T

Tahis & Prassancs of meaits il semii nfm-l'l'm,ﬁ‘.‘, thy, jﬂmﬂmhhquu e v 0 24 aat
peiated (3 atided),

vkl FIFF i 10 <omttn] <ot dm wikdoch IOC it dudiad b Tork of kbl om. il
Criologio

Cot  Trroliie R-RTRE  IOC Cytolngy with prodain vooked end collbaxiy wf wooecs keoc it
Cotn with FIP
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V. DISKUSSION

FIP tritt besonders in Haushalten mit mehreren Katzen hiufig auf. Etwa 5-12 % der
mit FCoV infizierten Katzen in Mehrkatzenhaushalten entwickeln im Laufe ihres
Lebens FIP (ADDIE und JARRETT, 1992). Nach der ,,internal mutation theory*
kommt es in der FCoV-infizierten Katze zur Mutation von FCoV und einer daraus
resultierenden iiberschielenden Immunantwort, die letztendlich zur Krankheit fiihrt

(VENNEMA et al., 1998; BORSCHENSKY und REINACHER, 2014).

Neue experimentelle Studien geben Hoffnung, dass zukiinftig eine kausale
Therapie moglich sein kénnte. Zu den zuletzt erprobten Medikamenten gehort vor
allem das kiirzlich entwickelte Nukleosid-Analogon GS-441524, mit dessen Hilfe
die Replikation von FIP-auslosendem FCoV sowohl in vitro als auch in vivo bei
experimentell induzierter FIP verhindert werden konnte (MURPHY et al., 2018).
AnschlieBend wurde es sehr erfolgreich zur Therapie von Katzen mit natiirlicher
FIP eingesetzt (PEDERSEN et al., 2019). Auch Protease-Inhibitoren wurden in der
Vergangenheit sowohl bei Katzen mit experimentell induzierter FIP als auch bei
Katzen mit Feldinfektion verwendet und fiihrten zumindest zu einer deutlichen
Verlingerung der Uberlebenszeit der erkrankten und therapierten Katzen (KIM et
al., 2016; PEDERSEN et al., 2018).

Ein Schwerpunkt der FIP-Forschung liegt weiterhin im Bereich der Diagnostik. Der
Goldstandard in der FIP-Diagnostik ist die IHC in verdndertem Organgewebe
(TAMMER etal., 1995). Diese Methode ist jedoch aufgrund des meist notwendigen
operativen Eingriffs zur Probengewinnung bei einem ohnehin kranken Tier oft
nicht moglich (ADDIE et al.,, 2004). Leichter gewinnbare Substrate, wie

Ergussfliissigkeit oder Blut, werden daher oft fiir diagnostische Tests verwendet.

Studien zu verschiedenen RT-PCR ergaben fiir den Nachweis von FCoV im Serum
bei Tieren mit FIP eine Sensitivitdt von 15 % (DOENGES et al., 2017) bis 53 %
(HARTMANN et al., 2003). Die Sensitivitdt im Plasma lag geringfiigig hoher bei
71 % (EGBERINK et al., 1995). Die Spezifitit des Nachweises von FCoV-RNA
lag im Serum zwischen 88 und 100 % (HARTMANN et al., 2003; DOENGES et
al., 2017) und im Plasma bei 89 % (EGBERINK et al., 1995). Dies bedeutet, dass
der Nachweis von FCoV-RNA im Blut mittels RT-PCR nicht zur Diagnosestellung

geeignet ist, da auch Katzen ohne FIP ein positives Testergebnis aufweisen konnen.
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Die RT-PCR aus Ergussfliissigkeit hatte eine deutlich hohere Sensitivitdt mit 85 bis
89 % (DOENGES et al., 2017, LONGSTAFF et al., 2017). Ergussfliissigkeit ist

daher wesentlich besser geeignet fiir den Nachweis viraler RNA als Blut.

Das Testen auf Vorhandensein von FCoV-Antikorpern im Blut, obwohl noch oft in
der Praxis verwendet, ist nicht zur Diagnosestellung geeignet, da Antikdrper bei
Infektion mit FCoV unabhédngig von der Entwicklung einer FIP gebildet werden
(PEDERSEN et al., 1981b; MELI et al., 2004). Auch die oft in der Praxis
durchgefiihrte Rivalta-Probe aus Erguss kann nicht als sicheres, alleiniges

Diagnostikum verwendet werden (FISCHER et al., 2012).

Fir den Nachweis von FCoV-Antigen mittels Immunfluoreszenz in
Ergussfliissigkeit wurde lange Zeit eine Spezifitit von 100 % angenommen
(PARODI et al., 1993; PALTRINIERI et al., 1999; HARTMANN et al., 2003).
Neuere Studien ermittelten jedoch nur Spezifititen von 71 bis 72 % (LITSTER et
al., 2013; FELTEN et al., 2017). Damit ist ein positives Testergebnis nicht

zuverldssig fiir die Diagnose einer FIP.

Vor kurzem wurde eine diskriminierende RT-qPCR zum Nachweis mutierter FCoV
entwickelt, die mittlerweile kommerziell erhéltlich ist (FIPV RealPCR™, IDEXX
Laboratories (IDEXX REFERENCE LABORATORIES, 2015)). Das Verfahren
basiert auf der Detektion der beiden zuvor beschriebenen Nukleotid-Mutationen an
Position 23531 und 23537 im S-Gen des Virus und erlaubt so eine Unterscheidung
in FCoV mit und ohne S-Gen-Mutationen (CHANG et al., 2012). In den beiden
durchgefiihrten Studien dieser Arbeit wurden sowohl Kammerwasser als auch
paraffiniertes Gewebe auf das Vorhandensein von mutierten und nicht-mutierten
FCoV untersucht. Zunéchst erfolgte eine RT-qPCR, welche das 7b-Gen jeglicher
FCoV nachweist (im Folgenden als 7b-RT-PCR bezeichnet), weiterhin wurden die
FCoV-positiven Proben mittels diskriminierender RT-qPCR untersucht, welche die
beschriebenen S-Gen-Mutationen nachweist (im Folgenden S-RT-PCR genannt).
Wenn im Folgenden von mutiertem und nicht-mutiertem FCoV die Rede ist, so

handelt es sich stets um FCoV mit oder ohne S-Gen-Mutationen.

Die erste Studie diente dem Nachweis von mutiertem sowie nicht-mutiertem FCoV
in paraffiniertem Gewebe von 34 Katzen mit FIP und 30 Kontrolltieren. Die Proben
wurden mittels 7b-RT-PCR untersucht und im positiven Fall wurde mittels S-RT-

PCR eine Differenzierung in mutiertes oder nicht-mutiertes Virus vorgenommen.
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Ziel der Studie war es herauszufinden, inwiefern das Vorhandensein der
Substitutionen M1058L und S1060A eine Rolle bei der Entstehung der FIP spielt
oder lediglich ein Indiz fiir eine systemische Verbreitung des Virus darstellt, wie

2014 postuliert (PORTER et al., 2014).

Die zweite Studie beschiftigte sich mit dem Nachweis von FCoV im
Kammerwasser von 31 Katzen mit FIP sowie von 27 Kontrolltieren. Die
Kammerwasserpunktion wird zu diagnostischen Zwecken genutzt, kann leicht ante
mortem durchgefiihrt werden und ist bei korrekter Durchfiihrung in der Regel
komplikationslos (LINN-PEARL et al., 2015). Kammerwasser wurde durch
Punktion der vorderen Augenkammer am temporalen Limbus mit einer 22 G-Nadel
gewonnen. Die Kammerwasserproben wurden bei -80° C eingefroren und mittels
7b-RT-PCR auf das Vorhandensein von FCoV untersucht. Waren die Proben
positiv, fand mittels S-RT-PCR eine Differenzierung in mutiertes oder nicht
mutiertes Virus statt. Kammerwasser von 25 Tieren mit FIP sowie von elf
Kontrolltieren wurde zusétzlich mittels ICC untersucht. Ziel der Studie war es,
Kammerwasser als geeignetes Probenmaterial fiir die FIP-Diagnostik zu

evaluieren.

FIP wurde bei allen Tieren beider Studien in einer Sektion und mittels positiver
IHC in Gewebslédsionen bestdtigt. Bei allen Kontrolltieren beider Studien wurde
FIP mittels Sektion und negativer IHC ausgeschlossen. Alle Kontrolltiere der ersten
Studie zeigten mindestens einen klinischen oder labordiagnostischen Parameter
vereinbar mit einer FIP. Bei allen Tieren mit Uveitis wurde in der zweiten Studie

eine [HC vom Auge durchgefiihrt.

Die Spezifitdt der S-RT-PCR und damit des Nachweises von mutiertem FCoV in
paraffiniertem Gewebe lag bei 100 %. Damit wurden alle Katzen, die nicht an FIP
erkrankt waren, auch als solche erkannt. Eine hohe Spezifitit ist insofern essentiell,
als eine Euthanasie der betroffenen Katze aufgrund eines falsch-positiven
Ergebnisses mit hoher Wahrscheinlichkeit vermieden wird. FCoV wurde bei drei
Tieren der Kontrollgruppe in paraffiniertem Gewebe festgestellt, allerdings lag es
in sehr geringer Menge vor. Eine Differenzierung in mutiertes oder nicht-mutiertes
Virus war somit nicht moglich und die drei Proben wurden in der Auswertung der
S-RT-PCR daher als negativ eingestuft. Bei den drei FCoV-positiven Tieren der
Kontrollgruppe handelte es sich um eine Katze mit einem parafalxialen

Meningeom, eine Katze mit lymphozytdrer Meningoenzephalitis und eine Katze
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mit Salmonellose. Bei beiden Tieren mit Beteiligung des ZNS waren Histologie
und [HC des Gehirns unauffillig beziiglich einer moglichen FIP. Eine FIP ist bei
diesen Tieren daher sehr unwahrscheinlich, da die Detektion von intrazellulirem
Virusantigen mittels IHC als Goldstandard angesehen wird und eine hohe
Sensitivitdt aufweist (TAMMER et al., 1995; RISSI, 2018). Allerdings kann ein
sehr frithes Stadium einer FIP nicht ausgeschlossen werden, da lediglich ein kleiner
Teil des verdnderten Gewebes mittels IHC untersucht wird. Aufgrund einer
moglichen ungleichméBigen Verteilung von FCoV im Gewebe kann daher eine

falsch-negative IHC-Féarbung nicht ausgeschlossen werden.

Es ist auch mdglich, dass bei den drei Kontrolltieren nicht-mutiertes FCoV vorlag,
welches systemisch verbreitet wurde. In fritheren Studien wurde bereits gezeigt,
dass FCoV auch bei Katzen ohne klinische Anzeichen von FIP in Kot, Blut und
Gewebe nachweisbar ist (HERREWEGH et al., 1995b; ADDIE und JARRETT,
2001; KIPAR et al., 2006; CAN-SAHNA et al., 2007; KIPAR et al., 2010;
DESMARETS et al, 2016) und in parenchymalen Zellen und/oder
organspezifischen Makrophagen persistieren kann (STODDART und SCOTT,
1989; KIPAR et al., 2010). FCoV-RNA wurde bei experimentell mit FCoV
infizierten SPF-Katzen ohne FIP mittels RT-qPCR in verschiedenen Organen, wie
Colon, Leber, Mesenteriallymphknoten, [leum, Jejunum und Nieren, nachgewiesen

(KIPAR et al., 2010).

Da in keiner der Kammerwasserproben der Kontrollgruppe FCoV nachgewiesen

werden konnte, war die Bestimmung der Spezifitidt der S-RT-PCR nicht moglich.

Die Spezifitdit des Nachweises von Virusantigen in Makrophagen im
Kammerwasser mittels ICC betrug lediglich 80,0 %. Eine Kontrollkatze wurde von
der Statistik ausgeschlossen, da bei der ICC keine Zellen mehr auf dem
Objekttrager nachweisbar waren. Bei zwei Kontrolltieren kam es zu einem falsch-
positiven Ergebnis. Bei diesen beiden Katzen wurden in der Sektion neoplastische
Erkrankungen (pulmonales Adenokarzinom bzw. Lymphom) diagnostiziert. Da in
beiden Kammerwasser-Proben Melaningranula vorhanden waren, ist eine falsch-
positive Interpretation aufgrund der Ahnlichkeit mit dem dunkelbraun gefirbten
Chromogen der ICC denkbar. Durch eine zusétzliche immunologische Markierung
ausschlieflich der Makrophagen in der ICC hitte eine mogliche falsch-positive
Wertung unspezifisch gefirbter Zellen eventuell verhindert werden konnen

(LITSTER etal., 2013). SchlieBlich kann auch das Vorliegen einer frithen Form der
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FIP bei den Katzen mit falsch-positivem Ergebnis nicht komplett ausgeschlossen
werden, obwohl die Histologie keinerlei Hinweis diesbeziiglich lieferte. Auch das
Vorhandensein und Anfarben nicht-mutierter FCoV ist moglich, da die Verbreitung
des nicht-mutierten Virus nicht auf den Magen-Darm-Trakt beschrinkt ist und
bereits in diversen Organen gesunder Katzen nachgewiesen wurde (KIPAR et al.,
2010). Dagegen spricht jedoch, dass bei beiden Tieren kein FCoV in der 7b-RT-

PCR des Kammerwassers festgestellt wurde.

Die Sensitivitdt der 7b-RT-PCR bezogen auf den Nachweis von jeglichem FCoV
im Gewebe von Katzen mit FIP betrug 94,1 % in dieser Studie. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen anderer Studien zum Nachweis von FCoV aus Gewebe von Katzen
mit FIP. Eine Studie von 1994 zeigte eine Sensitivitidt der RT-PCR von 87,5 %,
wobei allerdings keine IHC durchgefiihrt und FIP vornehmlich anhand der Klinik
diagnostiziert wurde (LI und SCOTT, 1994). Aktuellere Studien untersuchten
Gewebe von IHC-positiven Tieren mit FIP mittels einer RT-qPCR und ermittelten

eine Sensitivitdt von 90 % oder 95 % (PORTER etal., 2014; BARKER etal., 2017).

Die Sensitivitdt der 7b-RT-PCR im Kammerwasser betrug 35,5 % und war damit,
verglichen mit der Sensitivitdt der 7b-RT-PCR im Gewebe, sehr niedrig. Bei
lediglich 11/31 Katzen mit FIP wurde FCoV im Kammerwasser detektiert. Bislang
wurden noch keine RT-qPCR-basierten Studien beziiglich des Gehaltes von FCoV
in Kammerwasser durchgefiihrt. Allerdings konnten Pathogene, wie Bartonella
spp. (JINKS et al., 2016), Toxoplasma gondii (LAPPIN et al., 1996) und felines
Herpesvirus-1 (FHV-1) (MAGGS et al., 1999; POWELL et al.,, 2010), im
Kammerwasser von Katzen mit infektioser Uveitis nachgewiesen werden. Eine
mogliche Ursache fiir die niedrige Sensitivitdt der 7b-RT-PCR kann das Fehlen von
entziindlichen Verdnderungen an den Augen der Katzen in dieser Studie sein, da
eine Entziindung den Ubertritt von Zellen in das Kammerwasser zu begiinstigen
scheint (MAGGS et al., 1999). In der hier durchgefiihrten Studie war lediglich bei
2/11 Tieren, in deren Kammerwasser FCoV festgestellt wurde, histologisch eine
Uveitis nachweisbar. Damit wurde FCoV-RNA bei den restlichen neun Tieren
detektiert, ohne dass eine klinisch erkennbare Uveitis vorhanden war. Da jedoch
von diesen Tieren keine Histologie des Auges angefertigt wurde, kann eine
Entziindung auf histologischer Ebene nicht ausgeschlossen werden. In einer
kiirzlich veroffentlichten Studie fanden sich bei 11/12 Katzen mit schwerer

systemischer Erkrankung Entzlindungszellen im Kammerwasser, obwohl klinisch
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keinerlei Hinweise auf eine Uveitis vorlagen (FELTEN et al., 2018). Damit scheint
auch eine schwere Grunderkrankung zu einer erhdhten Permeabilitidt der Blut-
Kammerwasser-Schranke mit Austritt von Zellen in das Kammerwasser fithren zu
konnen. Da FIP eine schwere systemische Entziindungsreaktion ausldst
(BORSCHENSKY und REINACHER, 2014), wire dies eine denkbare Erkldrung
fiir die vorhandene FCoV-RNA.

Die Sensitivitdt der S-RT-PCR im Gewebe betrug 70,6 % und lag damit unter den
Ergebnissen vorheriger Studien von 95,8 % (CHANG et al., 2012) und 80,9 %
(BARKER et al., 2017) fiir den Nachweis von FCoV mit S-Gen-Mutationen. Im
Kammerwasser betrug die Sensitivitit der S-RT-PCR lediglich 12,9 %.

Bei 24/34 Tieren mit FIP wurde mutiertes FCoV im Gewebe detektiert. Die
Substitution M1058L im S-Protein lag bei 23/24 Tieren vor. Ein Tier zeigte sowohl
mutiertes als auch nicht-mutiertes FCoV in der Gewebeprobe. Bei keiner der
Proben wurde die Substitution SI060A gefunden. Dass die Substitution M1058L
dominiert, fiel bereits in der Originalstudie aus den Niederlanden auf, in der sie in
108/113 Proben vorhanden war (CHANG et al., 2012). Auch die vor kurzem
verdffentlichte Studie von Barker et al. fand in der Mehrzahl der FCoV mit

Mutation (186/190) diese Substitution in den vorliegenden Gewebeproben.

Bei einer Katze mit FIP wurde mittels 7b-RT-PCR und S-RT-PCR eine
Mischinfektion mit sowohl mutiertem als auch mit nicht-mutiertem FCoV in
Kammerwasser und Gewebe nachgewiesen. Auch die vor kurzem publizierte
Studie von Barker et al. detektierte sowohl mutiertes als auch nicht-mutiertes FCoV
in zehn Gewebeproben von insgesamt drei Tieren mit FIP (BARKER et al., 2017).
Eine mdgliche Erkldrung fiir das Vorliegen von sowohl mutiertem als auch nicht-
mutiertem FCoV wire eine Superinfektion mit enteralem FCoV bei bestehender
FIP. Eine enterale Superinfektion wurde bei Tieren mit FIP beschrieben (CHANG
et al., 2010) und da nachweislich auch nicht-mutierte FCoV in Monozyten iiber das
Blutsystem in verschiedene Gewebe gelangen konnen (KIPAR et al., 2010), ist ein
gleichzeitiger Nachweis von mutierten und nicht-mutierten FCoV-Stdmmen
durchaus denkbar. Eine weitere mogliche Erkldrung fiir das Auftreten einer
Mischinfektion wire das Vorliegen einer Art Zwischenstadium bei den
betreffenden Tieren, wobei zum Zeitpunkt der Untersuchung sowohl bereits
mutiertes FCoV als auch noch das urspriingliche nicht-mutierte FCoV im Korper

zirkulierte.
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Im Kammerwasser wurde lediglich bei 3/31 Proben von Katzen mit FIP die
Aminoséduresubstitution M1058L detektiert. Bei einer weiteren Katze fand sich, wie
oben erwihnt, sowohl mutiertes als auch nicht-mutiertes FCoV in der
Kammerwasserprobe. Die Substitution S1060A lag in keiner der Proben vor.
Interessanterweise zeigten keine der S-RT-PCR-positiven Katzen klinische
Symptome einer Uveitis, sodass der Ubertritt von FCoV-haltigen Makrophagen
auch ohne sichtbaren lokalen Entzlindungsprozess stattgefunden haben muss. Dies
wird bestdtigt durch die positive ICC, die bei zwei der Katzen mit der
Aminosduresubstitution M1058L vorlag. Bei der dritten Katze mit der
Aminoséduresubstitution M1058L befand sich kein zelluldres Material mehr auf dem
Objekttrager, worauthin diese von der Statistik ausgeschlossen wurde. Bei der
Katze mit sowohl mutiertem als auch nicht-mutiertem FCoV war leider keine ICC

aus Kammerwasser verfiigbar.

Die Sensitivitdt der ICC im Kammerwasser betrug 62,5 %. Vergleichbare Studien
zum Nachweis von FCoV-Antigen mittels Immunfluoreszenz  aus
Korperfliissigkeiten bei Tieren mit FIP existieren fiir Aszites und Liquor. FCoV-
Antigen wird hierbei unter Verwendung fluoreszierender Antikdrper in
Makrophagen sichtbar gemacht (PARODI et al.,, 1993). Die Sensitivitit des
Nachweises von FCoV-Antigen mittels Immunfloreszenz in Ergussfliissigkeit
wurde bisher mit Werten von 57 % (HARTMANN et al., 2003), 69 %
(HIRSCHBERGER et al., 1995) und 85 % (FELTEN et al., 2017) bis hin zu 95 %
(PALTRINIERI et al., 1999) angegeben, wobei eine neuere Studie sogar eine
Sensitivitidt von 100 % erzielte (LITSTER et al., 2013). Eine Studie zur ICC im
Liquor von Katzen mit FIP (mit und ohne neurologische Symptome) ergab eine
Sensitivitdt von 85 % (GRUENDL et al., 2017). Die erreichte Sensitivitét in der
vorliegenden Studie ist mit 62,5 % damit eher gering. Ursache dafiir konnte eine an
sich geringe Menge an Makrophagen oder FCoV im Kammerwasser sein. Des
Weiteren wurde eine Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen im Erguss von
Katzen mit FIP beschriecben (HARTMANN et al, 2003). Durch
Immunkomplexbildung kdnnte der Nachweis von Virus mittels ICC erschwert sein.
Das Vorhandensein von Antigen-Antikdrper-Komplexen im Kammerwasser von
Katzen mit FIP wurde bisher noch nicht untersucht. Ein Mangel an Antigen in
Kammerwasserproben bei gleichzeitig vorhandenen Antikoérpern wurde jedoch bei

Hunden mit infektioser caniner Hepatitis mit cornealen Lasionen demonstriert



V. Diskussion 62

(CARMICHAEL, 1964). Moglicherweise gelangen Antikorper durch entziindete
Gefidlle in das Kammerwasser und binden hier virales Antigen. Allerdings ist auch
eine lokale Antikorperproduktion moglich. Der Nachweis einer groBen Anzahl an
Plasmazellen im Bereich von Limbus und iridalen Blutgefilen bei Hunden mit

infektidser caniner Hepatitis, zusammen mit dem Nachweis spezifischer Antikdrper

in derselben Gegend, unterstiitzt diese Annahme (CARMICHAEL, 1964).

Auch die Aufbewahrungsdauer kann den Nachweis viraler RNA oder viralen
Antigens beeintrdchtigen. In einer Studie zur Diagnostik von FIP mittels
Immunfluoreszenz wurde Aszites von Tieren mit bestitigter FIP in zeitlichen
Abstinden wiederholt auf Antigen getestet (LITSTER et al.,, 2013). Bei
zunehmender Zeit zwischen Probenentnahme und Testdurchfiihrung sank auch die
Sensitivitéit des Tests. Dabei war FCoV-Antigen in Proben, die bei 4 °C autbewahrt
wurden, hochstens 13 Tage lang nachweisbar (LITSTER et al., 2013).

Die Sensitivitdt der ICC aus Kammerwasser lag deutlich {iber der Sensitivitdt der
S-RT-PCR. Jedoch konnten zur Berechnung der Sensitivitit der ICC nur 24 Katzen
mit FIP herangezogen werden. Dies limitiert den Vergleich mit der S-RT-PCR. Die
hohere Sensitivitét ist dennoch insofern erstaunlich, als die RT-qPCR generell als
sehr sensitives Diagnostikverfahren gilt und bereits kleinste Mengen Genmaterial
ausreichen, um ein positives Ergebnis zu erzielen. Der RNA-Nachweis mittels 7b-
RT-PCR war bei neun FIP-Katzen der Studie negativ, die aber in denselben Proben
ICC-positiv waren. Moglichweise ist die freie RNA im Kammerwasser
empfindlicher gegeniiber d&ulleren Einfliissen als das zellgebundene FCoV-Antigen
in Makrophagen. Eine negative Beeinflussung des Nachweises von FCoV-RNA
durch Dauer und Temperatur der Lagerung ist moglich. Eine Studie zum Nachweis
von Zika-Viren mittels RT-qPCR in Urin ergab eine signifikante Reduktion
nachweisbarer RNA in Proben, die bei -80 °C {iber einen Zeitraum von zehn Tagen
eingefroren wurden und von vorneherein bereits eine niedrige Viruslast aufwiesen.
Das Einfrieren von Proben bei -80 °C {iber einen Zeitraum von drei Tagen hingegen
beeinflusste den Nachweis von RNA nicht signifikant. Proben mit hoher Viruslast
(5.0 log10 Kopien/ml) zeigten keine Beeintrichtigung des Nachweises von RNA
bei Lagerung tliber einen Zeitraum von 30 Tagen (TAN et al., 2017).

Bei 7/34 Gewebeproben und 7/31 Kammerwasserproben von Tieren mit FIP wurde
mittels 7b-RT-PCR FCoV-RNA nachgewiesen, eine Genotypisierung war aber

aufgrund der niedrigen viralen Konzentration nicht moéglich (below limit of
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detection, BLD). Die Proben zweier Tiere wurden sowohl im Kammerwasser als
auch im Gewebe als BLD eingestuft. Eine mogliche Ursache fiir die geringe
Konzentration an FCoV-RNA in Kammerwasser wére die oben bereits
beschriebene Reduktion des Virusgehalts aufgrund der Lagerung der Proben bei -
80 °C. Befanden sich in den betroffenen Proben von Anfang an wenig
Viruspartikel, konnte dies den spdteren Nachweis von RNA mdoglicherweise
beeintrichtigt haben. Auch eine fehlende Involvierung des Auges in den
Krankheitsprozess und damit fehlendes Virus im Kammerwasser ist in Betracht zu
ziehen. Ein moglicher Grund fiir die teilweise geringe Viruslast im Gewebe wire
eine zu lange Fixation in Formaldehyd vor der Einbettung in Paraffin. Dies wiirde
die Extraktion intakter FCoV-RNA erschweren. Da in dieser Studie Proben weniger
als 72 h in Formaldehyd gelagert und anschlieend sofort in Paraffin eingebettet
wurden, erscheint dies sehr unwahrscheinlich. Auch die Lagerung in Formaldehyd
an sich konnte die Menge an nachweisbarer FCoV-RNA verringern. Bei Katzen mit
experimentell induzierter FIP konnte zwar beim Nachweis von FCoV-RNA mittels
PCR zwischen frischem und Formaldehyd-fixiertem Gewebe kein Unterschied
festgestellt werden (LI und SCOTT, 1994), die Menge an extrahierbarer RNA im

fixierten Gewebe fiel jedoch deutlich niedriger aus als im frischen Zustand.

In einer Gewebeprobe einer Katze mit FIP war mit der S-RT-PCR keine
Differenzierung mdéglich, obwohl mittels 7b-RT-PCR eine hohe Konzentration an
FCoV gefunden wurde. Als Ursache kimen das Vorliegen eines bisher unbekannten
FCoV-Stamms oder Sequenzvariationen im S-Gen in Frage. Eine andere Erklarung
wire das Vorhandensein eines FCoV-Serotyp-II, da die verwendeten Primer

spezifisch fiir FCoV-Serotyp-I sind.

In zwei Gewebeproben von Katzen mit FIP wurde mittels 7b-RT-PCR keine FCoV-
RNA detektiert. Alle Katzen hatten eine positive IHC, histologisch mit FIP zu
vereinbarende Gewebeldsionen und zeigten typische klinische Symptome fiir FIP.
Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Gewebeproben von Katzen
mit FIP, welche nicht aus Bereichen mit typischen histologischen Veranderungen
stammen, eine negative RT-qPCR oder eine entsprechend niedrigere Viruslast
aufweisen konnen (BARKER et al.,, 2017). Damit kann eine unregelmalige
Verteilung der FCoV-haltigen Zellen im Gewebe angenommen werden, die folglich
zu einem falsch-negativen Ergebnis der 7b-RT-PCR fiihren kann. In 20

Kammerwasserproben von Katzen mit durch IHC bestidtigter FIP wurde ebenfalls
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mittels 7b-RT-PCR keine FCoV-RNA nachgewiesen. Dies kann auf das bereits
diskutierte Fehlen von entziindlichen Augenveridnderungen zuriickzufiihren sein, da
das Vorliegen einer Uveitis den Ubertritt von Pathogenen in das Kammerwasser zu
begiinstigen scheint (LAPPIN et al., 1996; POWELL et al., 2010; JINKS et al.,
2016). Letztendlich ist auch eine falsch-positive IHC durch Verunreinigung
wiahrend des Férbeprozesses nicht vollig auszuschlieBen. Die FIP-typischen
histopathologischen Verdnderungen sowie die entsprechende Klinik bei den

betroffenen Tieren sprechen jedoch dagegen.

Eine Limitation beider Studien ist der Mangel an Kontrolltieren mit nicht-
mutiertem FCoV im Gewebe oder Kammerwasser. In keiner der
Kammerwasserproben und lediglich drei der Gewebeproben von Kontrolltieren
wurde FCoV mittels 7b-RT-PCR gefunden. Somit ldsst sich keine Aussage iiber
mogliche S-Gen-Mutationen bei Tieren mit FCoV, aber ohne FIP treffen. Die
Spezifitit der S-RT-PCR zum Nachweis von mutiertem FCoV im Kammerwasser
konnte aufgrund des Fehlens von FCoV-positiven Kammerwasserproben in der

Kontrollgruppe erst gar nicht bestimmt werden.

In beiden Studien wurden die Proben post mortem entnommen. Im Gegensatz zur
Studie von Barker et al. (2017) konnten in der ersten Studie die einzelnen Organe
nicht separat nach Vorhandensein von mutierten und nicht-mutierten FCoV
untersucht werden. Die verwendeten Paraffinblocke enthielten Gewebeproben
verschiedener Organe, und eine Untersuchung einzelner Gewebe war nicht
moglich. Durch eine separate Untersuchung wiren ein Vergleich der
Virusbelastung verschiedener Gewebe derselben Katze sowie ein Vergleich der
Tiere untereinander moglich gewesen. Dauer und Temperatur der Lagerung der
Proben (sowohl Gewebe als auch Kammerwasser) kann die Sensitivitit
moglicherweise negativ beeinflusst haben, da FCoV-RNA aufBlerhalb des Kdorpers
sehr empfindlich gegeniiber Umwelteinfliissen ist und leicht zerstort werden kann

(ADDIE und JARRETT, 2001).

Die Haupt-Limitation im Hinblick auf die zweite Studie ist das Vorhandensein einer
zu geringen Anzahl an Katzen mit Uveitis. Da Katzen mit FIP eine hohe Viruslast
in betroffenem Gewebe aufweisen sowie bei Katzen mit Uveitis von einem Ubertritt
von Pathogenen in das Kammerwasser berichtet wurde (LAPPIN et al., 1996;
POWELL et al., 2010; PEDERSEN et al., 2015; JINKS et al., 2016), wire bei

Tieren mit Uveitis das Vorhandensein von FCoV-RNA im Kammerwasser zu
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erwarten gewesen.

Die S-RT-PCR im Gewebe ergab eine Spezifitit von 100 %. Dies ist insofern
wichtig, als die Spezifitit der wichtigste Parameter in der FIP-Diagnostik ist, um
eine Euthanasie von nicht an FIP erkrankten Tieren zu verhindern. In beiden
Studien wurden nur bei Tieren mit FIP S-Gen-Mutationen festgestellt. Dabei wurde
ausschlieBlich die Aminoséuresubstitution M1058L nachgewiesen, die Substitution
S1060A konnte in keiner der Proben in dieser Studie festgestellt werden. Die S-RT-
PCR aus paraffiniertem Gewebe war damit im positiven Fall beweisend fiir das
Vorliegen einer FIP in dieser Studie, allerdings kann ein Vorkommen von S-Gen-
Mutationen bei Katzen ohne FIP aufgrund der mangelnden Anzahl FCoV-positiver
Katzen in der Kontrollgruppe nicht vollig ausgeschlossen werden. Da nicht-
mutierte FCoV-RNA auch im Gewebe von gesunden Tieren detektiert wurde,
bestitigt dies die Fahigkeit des Virus zur systemischen Verbreitung.
Kammerwasser eignet sich aufgrund der niedrigen Sensitivitit von 12,9 % nicht als
Probenmaterial fiir die S-RT-PCR. Auch die ICC im Kammerwasser ist aufgrund
einer relativ geringen Sensitivitit sowie falsch-positiver Ergebnisse nur
eingeschrinkt zu empfehlen. Weitere Studien mit Probenentnahmen von einzelnen
Geweben, auch im frischen Zustand, sowie mehr Kammerwasserproben von Tieren

mit vorhandener Uveitis sollten in Betracht gezogen werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Feline infektiose Peritonitis (FIP) ist eine weltweit verbreitete Erkrankung der
Feliden. Ausgelost wird die Krankheit durch das feline Coronavirus (FCoV), ein an
sich harmloser Durchfallerreger, welcher in der Katze zum tddlichen Virus mutiert.
Ort und Anzahl der Mutation(en) sind Gegenstand vieler Studien iiber FIP. Zwei
Mutationen im  FCoV-Spike-Gen  (S-Gen), die zu den zwei
Aminosduresubstitutionen M1058L (Methionin zu Leucin) und S1060A (Serin zu
Alanin) im Spike-Protein fiihren, wurden als urséchlich fiir die Entstehung von FIP
postuliert. Jedoch wurde die Aminosduresubstitution M1058L vor kurzem auch in
Gewebe von Katzen ohne FIP gefunden, was die Rolle der Mutation als Ausldser
fiir FIP in Frage stellt. Goldstandard der Diagnostik ist weiterhin die
Immunhistochemie (IHC) aus dem Gewebe betroffener Tiere. Dies setzt eine
invasive Probenentnahme fiir ein bereits geschwichtes Tier voraus. Um bereits eine
Diagnose ante mortem stellen zu konnen, wurde eine mittlerweile kommerziell
erhiltliche, quantitative reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
qPCR) entwickelt, welche anhand der S-Gen-Mutationen zwischen mutiertem und

nicht-mutiertem FCoV unterscheiden soll (S-RT-PCR).

Ziel der ersten Studie war es, festzustellen, inwiefern die beiden
Aminoséduresubstitutionen im Spike-Protein mit dem Auftreten von FIP korrelieren.
Mittels diskriminierender RT-qPCR wurde paraffiniertes Gewebe sowohl von
Katzen mit FIP als auch von Kontrolltieren zunichst auf das Vorhandensein von
FCoV (mittels 7b-RT-PCR) sowie, in einem zweiten Schritt, auf Mutationen im S-
Gen (mittels S-RT-PCR) untersucht. Alle Katzen mit FIP wiesen histopathologisch
typische Verdanderungen auf und waren positiv in der IHC. Alle Kontrolltiere
zeigten mindestens einen FIP-typischen klinischen oder labordiagnostischen
Parameter. Die histopathologische Untersuchung sowie die IHC ergaben jedoch bei
allen Kontrolltieren keinen Hinweis auf FIP. Die Spezifitit der S-RT-PCR im
Gewebe betrug 100 %. Bei 23/34 Tieren mit FIP wurde die Aminoséduresubstitution
M1058L nachgewiesen. Bei einem Tier mit FIP wurde sowohl mutiertes als auch
nicht-mutiertes Virus detektiert. Dies resultierte in einer akzeptablen Sensitivitit
der S-RT-PCR von 70,6 %. Eine Probe einer Katze mit FIP konnte trotz hoher
Viruslast nicht genotypisiert werden. Mogliche Ursachen dafiir kdnnten bisher

unbekannte Sequenzvariationen im S-Gen oder eine Infektion mit FCoV-Serotyp-
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IT gewesen sein. In der ersten Studie korrelierte damit das Auftreten der
Aminoséuresubstitution M1058L mit dem Auftreten von FIP. FCoV wurde in
geringer Menge in Gewebe von Kontrolltieren gefunden, aufgrund der niedrigen
Viruslast konnte jedoch nicht bestimmt werden, ob es sich um mutiertes oder nicht-
mutiertes FCoV handelte. Dies bestdtigte die Beobachtung vorheriger Studien

beziiglich des systemischen Vorkommens von FCoV auch bei Katzen ohne FIP.

Ziel der zweiten Studie war die Untersuchung von Kammerwasser auf das
Vorhandensein von FCoV-RNA und FCoV-Antigen bei Katzen mit FIP und
Kontrolltieren und damit die Evaluation eines potentiellen Nutzens von
Kammerwasser in der FIP-Diagnostik. Mittels diskriminierender RT-qPCR (7b-
RT-PCR und S-RT-PCR) wurde das Kammerwasser zum einen auf das
Vorhandensein von mutiertem und nicht-mutiertem FCoV untersucht, zum anderen
wurde bei einem Teil der Tiere eine Immunzytochemie (ICC) zum Nachweis von
FCoV-Antigen in Makrophagen durchgefiihrt. Bei allen Tieren mit FIP wurde die
Erkrankung mittels Histologie sowie positiver IHC bestétigt und bei allen
Kontrolltieren mittels Histologie und negativer IHC ausgeschlossen. Die Spezifitit
der 7b-RT-PCR zum Nachweis mutierter und nicht-mutierter FCoV im
Kammerwasser betrug 100 %. Da bei keiner Kontrollkatze FCoV im
Kammerwasser nachweisbar war, konnte die S-RT-PCR nicht durchgefiihrt werden
und die Spezifitit der S-RT-PCR war damit nicht beurteilbar. Die Sensitivitit der
7b-RT-PCR betrug 35,5 %, die Sensitivitdt der S-RT-PCR lag lediglich bei 12,9 %.
Eine mdgliche Erkldrung hierfiir wéire das mangelnde Vorliegen an entziindlichen
Augenverinderungen, die einen Ubertritt von Virus aus den BlutgefiBen in das
Kammerwasser begiinstigen konnten. Obwohl die 7b-RT-PCR keine falsch-
positiven Ergebnisse lieferte, eignet sich die Untersuchung von Kammerwasser
mittels RT-qPCR daher aufgrund der niedrigen Sensitivitit nicht zur Diagnostik
von FIP. Verglichen mit den Ergebnissen der 7b- und S-RT-PCR, erzielte die ICC
die beste Sensitivitidt mit 62,5 %. Da zwei Tiere der Kontrollgruppe in der ICC
falsch-positiv waren, betrug die Spezifitit jedoch lediglich 80,0 %. Die
wahrscheinlichste Erklarung fiir die falsch-positiven Ergebnisse ist das Anfdarben
von systemisch vorkommendem, wenig pathogenem FCoV oder sogar das
Vorliegen einer friilhen FIP. Da die Spezifitit bei einer tédlich verlaufenden
Erkrankung wie FIP der wichtigste diagnostische Parameter ist, ist auch die ICC in

Kammerwasser fiir eine definitive Diagnosestellung nicht geeignet.
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VII. SUMMARY

Feline infectious peritonitis (FIP) is a globally widespread disease in felids. The
illness is caused by a feline coronavirus (FCoV), which normally is a benign enteric
virus that can mutate into a deadly virus within the infected cat. Detecting a possible
site and number of mutations within the FCoV genome is object of many studies.
Two mutations in the FCoV spike (S) gene resulting in the amino acid substitutions
M1058L (methionine to leucine) and S1060A (serine to alanine) in the spike protein
were postulated to be responsible for FIP. Still, the amino acid substitution M1058L
was recently also found in tissues of cats without FIP, thereby questioning the
hypothesis of this particular mutation causing FIP. Immunohistochemistry (IHC)
performed on tissue of diseased animals is still considered the gold standard in
diagnostics. Collecting tissue, however, requires invasive methods, representing a
serious intervention for an already weak animal. In order to diagnose FIP ante
mortem, a real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (real-time RT-
PCR) was commercially developed that should differentiate between mutated and

non-mutated virus by detection of the mentioned S gene mutations (S-RT-PCR).

The aim of the first study was to assess whether the amino acid substitutions in the
spike protein were associated with FIP. Using the discriminating real-time RT-
PCR, paraffin-embedded tissue of cats with FIP and control cats was first examined
for the presence of FCoV (by 7b-RT-PCR) and as a second step for the presence of
mutations in the S gene (by S-RT-PCR). All cats with FIP showed typical
histopathological changes and positive IHC. All control cats showed at least one
clinical or laboratory parameter indicative of FIP. Histopathology as well as IHC
were negative in all control cats. Specificity of the S-RT-PCR in tissue was 100%.
In 23/34 cats with FIP, the amino acid substitution M1058L was detected. One cat
with FIP was infected with mutated as well as non-mutated FCoV. This resulted in
an acceptable sensitivity of the S-RT-PCR of 70.6%. One sample of a cat with FIP
showed a high virus load, however, genotyping was not possible, suggesting
unknown sequence variations of the S gene or an infection with FCoV serotype 2.
In the first study, the detection of the amino acid substitution M1058L correlated
with the appearance of FIP. FCoV was found in low amounts in the tissues of some
control cats, but a differentiation into mutated or non-mutated FCoV was not

possible due to the low virus load. This confirmed previous studies regarding the
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systemic spread of FCoV in cats without FIP.

The aim of the second study was to examine aqueous humor for the presence of
FCoV RNA as well as FCoV antigen in cats with FIP and controls and to evaluate
its potential use in FIP diagnostics. Using the discriminating real-time RT-PCR (7b-
RT-PCR and S-RT-PCR), aqueous humor was examined for mutated and non-
mutated FCoV, and immunocytochemistry (ICC) was conducted in a part of the
study population to detect FCoV antigen in macrophages. In all cats of the FIP
group, FIP was confirmed by histopathology and positive IHC. In all control cats,
FIP was excluded by histopathology and negative IHC. Specificity of 7b-RT-PCR
to detect mutated as well as non-mutated FCoV in aqueous humor was 100%. As
none of the control cats had FCoV-RNA detected in aqueous humor, S-RT-PCR
could not be performed in control cats and thus, specificity of S-RT-PCR could not
be determined. Sensitivity of 7b-RT-PCR was 35.5% and sensitivity of S-RT-PCR
was only 12.9%. A possible explanation for the low sensitivity could be the lack of
inflammatory ocular signs in some cats with FIP, which could otherwise facilitate
the extravasation of FCoV from the systemic circulation into the aqueous humor.
Even though none of the samples were false positive in 7b-RT-PCR, real-time RT-
PCR of aqueous humor is not useful for diagnosing FIP as a sole diagnostic test due
to the low sensitivity. Compared with the results of 7b-RT-PCR and S-RT-PCR,
ICC revealed the best sensitivity with 62.5%. Still, specificity of ICC was only
80.0%, as the samples from two cats of the control group stained false positive. The
most likely explanation for the false positive samples is a staining of circulating
FCoV, previously demonstrated in cats without FIP, or an early stage of FIP in the
two control cats. As specificity is the most important diagnostic parameter in a
deadly disease like FIP, ICC of aqueous humor is also not a suitable tool to diagnose

FIP.
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