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1 Einleitung

Bartonella (B.) henselae ist ein gramnegatives Bakterium, welches sich als Zoonoseerreger
einen Namen gemacht hat. Durch Kratzen oder Beif3en wird es von Katzen auf Menschen
Ubertragen und verursacht bei diesen, abhangig vom Immunstatus, unterschiedliche Krank-
heitsbilder. Wahrend immunkompetente Patienten in der Regel an der selbstlimitierten und
vergleichsweise harmlosen Katzenkratzkrankheit (Cat scratch disease) erkranken, zeigen
immunsupprimierte Patienten schwere, septikdmische Verlaufe oder angioproliferative
Krankheitsbilder wie Bazillare Angiomatose oder Peliosis hepatis, die auch todlich verlaufen
kénnen. Obwohl Infektionen mit B. henselae auch bei Léwen, Geparden und anderen Grol3-
katzen vorkommen, liegt der Schwerpunkt der medizinischen Forschung auf der Erreger-
Wirt-Beziehung zwischen B. henselae und seinem Reservoirwirt, der Hauskatze. Tatsachlich
ist B. henselae an diesen sehr gut angepasst. In experimentellen Infektionen verursacht der
Erreger bei Hauskatzen in der Regel lediglich eine lang andauernde oder wiederkehrende
intraerythrozytare Bakteridmie und dabei keine oder nur milde, unspezifische Krankheitsan-
zeichen, wie Fieber oder ein reduziertes Allgemeinbefinden. Allerdings wurden diese Infekti-
onsversuche an gesunden, spezifiziert pathogenfreien (SPF) Hauskatzen durchgefuhrt. Sys-
tematische Untersuchungen an natirlich infizierten, immunsupprimierten Hauskatzen fehlen
dagegen bisher. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, herauszufinden, ob unter naturli-
chen Bedingungen bei Hauskatzen ein Zusammenhang zwischen immunsuppressiven Virus-
infektionen und der Prévalenz einer B. henselae - Infektion besteht. Weiterhin wurde unter-
sucht, ob sich die Lasionen einer B. henselae - Infektion bei Hauskatzen mit immunsuppres-
siven Virusinfektionen von denen bei Hauskatzen ohne solche Infektionen unterscheiden.

Im Folgenden steht der Begriff ,Katze®, soweit nicht ausdriicklich anders bezeichnet, fur

Hauskatzen (Felis sylvestris catus).
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2.1 Einfihrung

2.1.1 Bartonella spp.- eine erstaunliche Bakteriengattung

Die Mitglieder der Gattung Bartonella gehdren zu den interessantesten Vertretern der Bakte-
rien Uberhaupt. Es handelt sich um gramnegative Kurzstabchen, welche zur Familie Barto-
nellaceae der a2-Proteobakterien zahlen und mit dem Pflanzenpathogen Agrobacterium tu-
mefaciens, aber auch mit Zoonoseerregern wie der Gattung Brucella verwandt sind. Als ein-
zige Bakterien sind sie in der Lage, die Neubildung von Blutgefal3en zu induzieren. Daher
werden sie vor allem in der Humanmedizin intensiv erforscht.

Urspringlich enthielt die Gattung nur eine Art, B. bacilliformis, bevor Genomanalysen 1993
zu der Zusammenfihrung der beiden Gattungen Rochalimea und Bartonella fihrten und
diese neu in die phylogenetische Systematik einordneten (Brenner et al. 1993). 1995 wurde
auch die Gattung Grahamella den Bartonellen zugeordnet (Birtles et al. 1995). Heute z&hlt
die Gattung 23 Arten, mit noch immer steigender Tendenz (Kempf 2007).

Jede Bartonella - Art besitzt einen spezifischen (Saugetier-)Wirt, der ihr natiirliches Reservoir
darstellt, sowie einen spezifischen Arthropoden - Vektor, welcher den Erreger innerhalb der
Population von Reservoirwirten tibertragt. An die Ubertragung durch blutsaugende Arthropo-
den sind alle Bartonella - Arten hervorragend angepasst. So verursachen sie bei ihren Re-
servoirwirten eine lang anhaltende, intraerythrozytdre Bakteriamie, aber meist keine oder
ediglich milde Krankheitssymptome. Erstaunlicherweise kommt es dabei nicht zu einer Ha&m-
loyse, was eine Selbstlimitierung der Erregervermehrung in den roten Blutkdrperchen vor-
aussetzt — ein weiterer Hinweis auf die optimale Anpassung von Bartonella spp. an ihre Re-
servoirwirte. Eine Ausnahme bildet die durch B. bacilliformis hervorgerufene Carridn-
Krankheit des Menschen, in deren akuter Phase, dem sogenannten Oroya-Fieber, es zu

einer massiven hamolytischen Anamie kommt.

2.1.2 Pathogenese einer Infektion mit Bartonella spp.

Schiilein und Mitarbeiter zeigten im Tiermodel anhand der rattenadaptierten Spezies B. tri-
becorum, dass diese erst finf Tage nach der Infektion im Blut nachzuweisen ist (Schilein et
al. 2001). Im Blut kommt es zur Anbindung und zum Eindringen des Erregers in die Erythro-
zyten, gefolgt von einer Vermehrungsphase, welche zwei bis vier Wochen post infectionem
von selbst zum Stillstand kommt. Von diesem Zeitpunkt an persistieren die Bakterien in gro-
Ber Zahl in den Erythrozyten, wo sie durch blutsaugende Vektoren aufgenommen und wei-

terverbreitet werden kénnen.
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Ungeklart bleibt die Frage, was innerhalb der finf Tage zwischen der Infektion und der erst-
maligen Nachweisbarkeit von B. tribecorum im Blut geschieht. Man geht von der Existenz
einer sogenannten Primarnische aus, deren Besiedlung den Bakterien Schutz vor dem Im-
munsystem des Wirts bietet und sie moglicherweise sogar erst zur Invasion der roten Blut-
korperchen befahigt. Als Primarnische werden einerseits Endothelzellen diskutiert, die ein
bevorzugter Aufenthaltsort von Bartonella spp. zu sein scheinen, andererseits die hamato-
poetischen Stammzellen des Knochenmarks. Da hamatopoetische Stammzellen nicht aus-
schlieBlich an das Knochenmark gebunden sind, sondern auch in verschiedenen Geweben
die Basis fur extramedullare Hamatopoese bilden, eignen sie sich hervorragend als Trans-
portvehikel flr pathogene Erreger (Kolb-Maurer und Goebel 2003). Allerdings sind sie in der
Regel auch besonders widerstandsfahig gegentber bakteriellen Infektionen, zum Beispiel
durch Listeria monocytogenes, Salmonella enterica und Yersinia enterocolitica (Kolb-Maurer
et al. 2002). B. henselae dagegen ist in der Lage, unreife (CD34 - positive) hamatopoetische
Vorlauferzellen des Menschen zu infizieren und auch deren Differenzierung zu reifen
Erythrozyten zu Uberstehen (Méndle et al. 2005). Ob dieser Mechanismus auch fir die Inva-
sion feliner Erythrozyten gilt, ist bislang nicht bekannt. B. henselae ist zwar in vitro durchaus
zur Invasion von Katzenerythrozyten in der Lage (Mehok et al. 1998), doch sie geschieht
nicht effizient genug, um die gro3e Anzahl intraerythrozytarer B. henselae zu erklaren
(Rolain et al. 2001).

2.1.3 Wichtige Vertreter der Gattung Bartonella

Die bekanntesten Mitglieder der Gattung sind die humanpathogenen B. quintana, B. bacilli-
formis und B. henselae. In Tabelle 2.1 sind die wichtigsten Informationen Uber diese drei

Arten zusammengestellt.

Tabelle 2.1 Bekannteste Vertreter der Gattung Bartonella mit ihren jeweiligen Reservoir- und Endwir-

ten, Vektoren und den Erkrankungen, die sie verursachen.

Reservoir |
Erreger _ Arthropodenvektor Erkrankung
(Endwirt)
_ Mensch Kdrperlaus (Pediculus | Trench Fever, Bazillare Angi-
B. quintana ] -~
(Mensch) humanis) omatose, Endokarditis
. _ Mensch Gnitzen (Lutzomyias Carrion-Krankheit: Oroya-
B. bacilliformis _
(Mensch) verrucosum) Fieber bzw. Verruga peruana
Katzenkratzkrankheit, Bazilla-
Hauskatze Katzenfloh (Cteno- _ o
B. henselae , _ re Angiomatose, Peliosis he-
(Mensch) cephalides felis) _ -
patis, Endokarditis
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B. quintana
B. quintana verursacht das sogenannte Schitzengrabenfieber (Flnftagefieber, Trench Fe-

ver), welches zum ersten Mal in den lauseverseuchten Schiitzengraben des 1. Weltkriegs
beschrieben wurde und dort etwa eine Million Menschen befiel.

Klassisches Schitzengrabenfieber duf3ert sich durch plotzlich einsetzende Kopf- und Glie-
derschmerzen, typischerweise mit einer gesteigerten Schmerzempfindlichkeit der Schienbei-
ne, sowie durch wiederkehrendes Fieber und Schwindelgefuhle (Foucault et al. 2006). Ins-
besondere bei bestehender Vorschadigung der Herzklappen ist die Entstehung von Endo-
karditiden als Komplikationen einer B. quintana - Infektion beschrieben. Daneben verursacht
B. quintana, ebenso wie B. henselae, Bazillare Angiomatose (siehe S. 6). Da der Mensch fur
B. quintana nicht nur End- sondern auch Reservoirwirt ist, kann es dartiber hinaus zu einer
persistierenden Bakteriamie kommen, deren Dauer mit bis zu acht Jahren beschrieben wur-
de (Kostrzewski 1949).

Seit Mitte der 90er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts tritt Trench Fever wieder vermehrt
auf, und zwar vorwiegend bei Obdachlosen und Menschen mit chronischem Alkoholmiss-

brauch sowie in Flichtlingslagern (Spach et al. 1995; Foucault et al. 2006).

B. bacilliformis

B. bacilliformis ist der Erreger der biphasischen Carrién-Krankheit, die heute noch in Teilen
von Sidamerika endemisch ist. Fieber und hamolytische Anamie kennzeichnen die akute
Phase, das Oroya-Fieber, benannt nach einer Epidemie unter Bahnarbeitern an der Strecke
Lima—La Oroya, die im 19. Jahrhundert viele tausend Todesopfer forderte. Etwa 10 % der
Patienten, die die akute Phase Uberleben, entwickeln einige Wochen bis Monate spater Um-
fangsvermehrungen in der Haut, die ,Peruanischen Warzen“ (Verruga peruana). Diese be-
stehen aus Blutgefa3proliferaten, in denen mittels Warthin-Starry-Versilberung B. bacilli-
formis nachgewiesen werden kann. Der Beweis, dass es sich bei Oroya-Fieber und Verruga
peruana um zwei Phasen derselben Krankheit handelt, gelang 1885 dem peruanischen Me-
dizinstudenten Daniel Alcides Carrion. Im Selbstversuch liel3 er sich mit Blut eines Patienten
mit Verruga peruana inokulieren. Wenige Tage spéater entwickelte er Oroya-Fieber und starb
(Garcia-Caceres und Garcia 1991). Fur seine Selbstaufopferung im Dienste der Wissen-

schaft wird Carrion in Peru noch heute als Nationalheld verehrt.

B. henselae

Im Gegensatz zu den humanspezifischen Arten B. quintana und B. bacilliformis handelt es
sich bei B. henselae um einen Zoonoseerreger, der von seinem Reservoirwirt, der Hauskat-
ze, durch Kratzen oder Beif3en auf den Menschen Ubertragen wird (Koehler et al. 1994).

Auch bei verschiedenen wildlebenden Klein- und GrofRkatzenarten sind Infektionen mit
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B. henselae inzwischen nachgewiesen. So zeigten Untersuchungen eine B. henselae - Se-
ropravalenz von 53 % bei Rotluchsen (Felis rufus) und 35 % bei Pumas (Puma concolor) in
Kalifornien (Yamamoto et al. 1998). Molia und Mitarbeiter wiesen bei wildlebenden afrikani-
schen Lowen (Panthera leo) und Geparden (Acinonyx jubatus) das Vorliegen einer
B. henselae - Bakteridmie nach (Molia et al. 2004). Die klinische Relevanz einer B. henselae-
Infektion bei Klein- und Grof3katzen ist noch unklar. Zumindest bei Leoparden (Leopardus
spp.) und Jaguarundis (Puma yagouaroundi) scheint eine B. henselae - Bakteriamie jedoch
nicht mit Veranderungen im Blutbild assoziiert zu sein (Guimaraes et al. 2010).

Bei B. henselae werden zwei Stamme unterschieden, die in unterschiedlichen geographi-
schen Verbreitungsgebieten vorherrschen. Die Stdimme vom Typ | (Houston) dominieren in
Asien und dem Osten der Vereinigten Staaten (Boulouis et al. 2005), wahrend in Europa
Uberwiegend Stamme vom Typ Il (Marseille) nachgewiesen werden (Fabbi et al. 2004). Un-
ter Katzen wird der Erreger durch Flohe tibertragen (Chomel et al. 1996). Eine direkte Uber-
tragung von B. henselae durch Katzenfléhe auf den Menschen wurde bisher nicht beschrie-

ben.

Bei Menschen |6st B. henselae, abhdngig vom Immunstatus der Patienten, verschiedene

Krankheitsbilder aus.

B. henselae - Infektionen bei immunkompetenten Menschen: An erster Stelle steht hier die

1950 von dem franzdsischen Arzt Robert Debré (Debré et al. 1950) beschriebene klassi-
sche Katzenkratzkrankheit (Maladie des griffes des chats, Cat scratch disease), die aller-
dings erst 1993 durch Dolan dem kurz zuvor entdeckten Erreger B. henselae zugeordnet
werden konnte (Dolan et al. 1993). Bei der klassischen Katzenkratzkrankheit, die bei rund
90 % der immunkompetenten Patienten mit einer B. henselae - Infektion auftritt (Arvand und
Schad 2006), bildet sich zunachst an der Eintrittspforte des Erregers eine kleine rote Papel.
Sie ahnelt einem Insektenstich, wird aber weder von Juckreiz noch von Schmerzen begleitet.
Tatsachlich wird diese Priméarlasion von den Betroffenen meist Gibersehen. Sieben bis sech-
zig Tage spater bildet sich die Sekundarlasion aus, eine lokale Lymphknotenschwellung im
Abflussgebiet der Primarlasion. Die Lymphknotenschwellung kann mitunter beachtliche Aus-
malfie von funf bis zwdélf cm im Durchmesser annehmen, ist aber meist wenig schmerzhatft. In
einigen Fallen kommt es zu einer Abszedierung des betroffenen Lymphknotens, was eine
Er6ffnung des Abszesses und eine antibiotische Behandlung erforderlich machen kann.
Meist heilt die klassische Form der Katzenkratzkrankheit jedoch auch ohne Therapie nach
einigen Wochen bis Monaten spontan aus (Sander 2003). Klinische Bedeutung erlangt sie
damit in erster Linie als Differenzialdiagnose zu neoplastischen Lymphknotenschwellungen.

Die Diagnose der Katzenkratzkrankheit wird jedoch schon bei der Erhebung der Anamnese

5
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dadurch erschwert, dass die Betroffenen die plotzlich aufgetretene Lymphknotenschwellung

nicht mit einem Wochen oder Monate vorher erfolgten Katzenbiss in Verbindung bringen.

Atypische Verlaufe der Katzenkratzkrankheit sind bei immunkompetenten Patienten sehr
selten. Das Okuloglandulare Syndrom nach Parinaud ist ein Beispiel flr eine solche atypi-
sche Katzenkratzkrankheit . Es handelt sich um eine granulomatése Konjunktivitis und re-
gionare Lymphadenitis, die sich infolge der Infektion der Lidbindehaute durch B. henselae
entwickelt. Im Unterschied zur klassischen Form geschieht das Einbringen des Erregers in
die Augen jedoch in der Regel nicht durch Katzen, sondern durch die Patienten selbst
(Jackel et al. 2006). Ferner kann sich eine atypische Katzenkratzkrankheit in Meningitis und
Enzephalitis oder einem systemischen (disseminierten) Verlauf au3ern. Auch die atypischen
Verlaufsformen der Katzenkratzkrankheit heilen meist innerhalb einiger Monate spontan und

vollstandig aus (Sander 2003).

Neben der klassischen und der atypischen Katzenkratzkrankheit gibt es weitere Auspragun-
gen von B. henselae - Infektionen bei immunkompetenten Menschen, die mitunter auch le-
bensbedrohliche oder gar tédliche Folgen haben kénnen. So sind fatale Falle von Endokar-
ditis beschrieben, fur die bereits bestehende Klappenvorschadigungen pradisponierend wir-
ken (Hadfield et al. 1993). Dariiber hinaus berichteten Wesseln und Mitarbeiter (2001) von
einem gehauften Auftreten von plétzlichem Herztod bei schwedischen Orientierungslaufern,

welches mit einer B. henselae - assoziierten Myokarditis in Verbindung gebracht wurde.

B. henselae - Infektionen bei immunsupprimierten Menschen: Im Unterschied zu der ver-

gleichsweise harmlosen Katzenkratzkrankheit fiihrt eine B. henselae - Infektion bei immun-
supprimierten Patienten vermehrt zu systemischen Infektionsverlaufen mit Osteolyse, Abs-
zessen und Lungen- und Lebergranulomen (Kempf 2007). Eine Besonderheit der Infektion
immunsupprimierter Menschen sind die angioproliferativen Syndrome  Bazillare Angioma-

tose und Peliosis hepatis.

Bazillare Angiomatose ist gekennzeichnet durch knoten- oder plaqueartige Blutgefal3proli-
ferate, die bevorzugt in der Haut, aber auch in den inneren Organen auftreten. Gazineo
(2001) berichtet von einer Manifestation in Milz und Wirbelknochen, Slater und Min (1992)
beschreiben eine polypoide Manifestation der Bazillaren Angiomatose in der Bronchial-
schleimhaut. Ihr makroskopisches und histologisches Erscheinungsbild ist dem von Kaposi -
Sarkomen sehr &hnlich und fahrt leicht zu Verwechselungen (Webster et al. 1992). Anders
als das Kaposi - Sarkom ist die Bazillire Angiomatose aufgrund ihrer infektiosen Ursache in

der Regel behandelbar und spricht auf Antibiotika wie Erythromycin an. Lichtmikroskopisch

6
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kénnen mittels Warthin-Starry-Versilberung, aber auch mithilfe einer Giemsafarbung Endo-
thel-assoziierte B. henselae bzw. B. quintana in den Lasionen nachgewiesen werden (Tsang
et al. 1992).

Im Unterschied zu der Bazillaren Angiomatose zeichnet sich Peliosis hepatis als angioproli-
ferative Erkrankung der Leber nicht durch Umfangsvermehrungen, sondern durch blutgefllte
Hohlraume aus. Diese kénnen im Durchmesser bis zu mehreren Millimetern grol3 werden
und sind damit unter Umstanden bereits mit bloRem Auge sichtbar. Anhand des lichtmikro-
skopischen Bildes und der vermuteten Pathogenese schlugen Yanoff und Rawson (1964)
eine Unterscheidung zwischen zwei Auspragungsformen der Peliosis hepatis vor: der phle-
bektatischen und der parenchymatésen Form. Bei der phlebektatischen Form wurde eine
Aussackung der Zentralvenen der Leberlappchen fur die Hohlraumbildung verantwortlich
gemacht, wahrend der parenchymatdsen Form primér degenerative Ursachen, beispielswei-
se Kolliquationsnekrosen der Leber, zugeschrieben wurden. Zundchst ging man Uberwie-
gend von nicht-infektibsen Ursachen der Peliosis hepatis aus. Diese reichen von Azathioprin-
oder Steroidtherapie (Degott et al. 1978; Wakabayashi et al. 1984) bis hin zu einer Langzeit-
einnahme von oralen Verhiitungsmitteln (van Erpecum et al. 1988). Uberlegungen beziiglich
einer infektiosen Ursache gingen in Richtung Tuberkulose (Zafranie et al. 1984). Aus heuti-
ger Sicht erscheint durchaus denkbar, dass einige dieser in den 80er Jahren des zwanzigs-
ten Jahrhunderts beschriebenen Félle mit einer B. henselae - Infektion zusammenhingen,

auf die zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht untersucht wurde.

Im Dezember 1990 stellten Perkocha und Mitarbeiter erstmals einen Zusammenhang zwi-
schen Bazillarer Angiomatose und Peliosis hepatis her und diskutierten eine einheitliche
Atiologie der beiden Erkrankungen (Perkocha et al. 1990). Zeitgleich erforschte die Arbeits-
gruppe um Relman den Erreger der Bazillaren Angiomatose und stellte eine Verwandtschaft
mit Rochalimea (Bartonella) quintana fest (Relman et al. 1990) Ebenfalls im Dezember 1990
beschrieben Slater und Mitarbeiter B. henselae, zu diesem Zeitpunkt allerdings noch namen-
los, als ein neu entdecktes, anspruchsvolles Bakterium, welches Fieber und Bakteriamie bei
zwei mit Humanem Immundefizienz Virus (HIV) infizierten Patienten verursachte (Slater et al.
1990). 1992 galt der Zusammenhang zwischen B. henselae und Bazillarer Angiomatose ei-
nerseits und Peliosis hepatis andererseits als erwiesen (Slater et al. 1992). Im Jahr 2000
wurde eine durch B. henselae verursachte Peliosis hepatis sogar bei einem Hund beschrie-
ben (Kitchell et al. 2000).

Die Pathogenese der durch B. henselae induzierten Peliosis hepatis ist heute jedoch noch

immer nicht abschlieBend geklart. Wong und Mitarbeiter (2001) fanden Hinweise darauf,
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dass hohe Konzentrationen von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) bei der Entste-
hung von Peliosis hepatis eine Rolle spielen. Tatsé&chlich ist B. henselae in der Lage, die
Ausschiittung von VEGF und anderen endothelialen Wachstumsfaktoren, wie Interleukin 8,
zu induzieren. Wie von Riess und Mitarbeitern gezeigt wurde, geschieht dies durch eine In-
teraktion der Wirtszelle mit einem bestimmten Oberflachenprotein von B. henselae, dem Bar-
tonella Adhéasin A (Riess et al. 2004). In der Wirtszelle wird dabei eine Signalkaskade ausge-
I6st, die zu einer Induktion von Hypoxia Inducible Factor 1 und dadurch zu einer Ausschiit-

tung von endothelialen Wachstumsfaktoren fuhrt (Kempf et al. 2005).
2.2 B. henselae bei Katzen

2.2.1 Geographische Verbreitung

Infolge seiner Ubertragung durch Katzenflohe ist B. henselae vor allem in subtropischen Kli-
mazonen weit verbreitet, die fur die Stadien der Flohentwicklung guinstige Bedingungen bie-
ten. So ermittelte Fabbi bei flohbefallenen Katzen in Italien eine Seropravalenz von etwa
12 %, wobei 60 % der seropositiven Katzen Antikdrper gegen B. henselae Typ Il (Marseille)
aufwiesen (Fabbi et al. 2004). Im Gegensatz dazu wiesen lediglich 20 % der seropositiven
Katzen Antikérper gegen Typ | (Houston) auf. Bei den ubrigen 20 % der seropositiven Kat-
zen wurden Antikdrper gegen beide Typen nachgewiesen. Der Anteil der Katzen mit einer
Bakteriamie durch B. henselae lag in dieser Untersuchung sogar bei 24 %.

Bei einer Studie aus der Schweiz lag dagegen die Seropréavalenz bei Katzen nur bei 8,3 %
(Glaus et al. 1997). Dieser erhebliche Préavalenzunterschied ist einerseits sicherlich dem fir
Fléhe ungunstigeren mitteleuropaischen Klima geschuldet, andererseits aber auch der un-
tersuchten Population: Wahrend in der Studie von Fabbi streunende Katzen beprobt wurden,
untersuchten Glaus und Mitarbeiter Katzen, die bei praktischen Tierarzten in der Schweiz
vorgestellt wurden. Das Beispiel der beiden zitierten Studien veranschaulicht, dass die
Verbreitung von B. henselae nicht nur von den klimatischen Bedingungen abhangt, sondern

vor allem von Pflegezustand und Lebensraum der untersuchten Katzen.

2.2.2 Verbreitung von B. henselae innerhalb einer Katzenpopulation

Da die Ubertragung des Erregers von Katze zu Katze durch Flohe erfolgt, ist ein Befall mit
Katzenfléhen fir die Pravalenz von B. henselae von entscheidender Bedeutung (Chomel et
al. 1996). Aufgrund des persistierenden und rezidivierenden Charakters der durch B. hense-
lae hervorgerufenen Bakteriamie gilt dies auch, wenn der Ektoparasitenbefall schon einige
Tage oder Wochen zurlickliegt. So erklart sich der teils erhebliche Unterschied in der Prava-
lenz von B. henselae - Infektionen zwischen streunenden und ehemals streunenden Katzen
in Tierheimen auf der einen Seite und ihren privat gehaltenen Artgenossen auf der anderen
Seite. In einer Berliner Untersuchung aus dem Jahr 2001 wiesen nur 1 % der privat gehalte-
8
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nen Katzen aus dem Patientengut der Klinik und Poliklinik fir kleine Haustiere der Freien
Universitat eine B. henselae -Bakteriamie auf, wahrend 18,7 % der Katzen aus dem ortlichen

Tierheim bakteriamisch waren (Arvand et al. 2001).

2.2.3 Bild einer B. henselae - Infektion bei Katzen

Eine Vielzahl von Untersuchungen hat sich bereits mit der Charakterisierung einer
B. henselae - Infektion bei Katzen beschaftigt. lhre Ergebnisse waren jedoch weitgehend
ahnlich bis identisch. Bei allen experimentellen Infektionen mit  B. henselae zeigten die
inokulierten SPF Katzen eine langanhaltende, rezidivierende Bakteridmie, die von Abbot
(1997) mit bis zu acht Monaten Dauer angegeben wurde. Zeitlich versetzt um einige Tage
folgte die Serokonversion der Tiere, die ihren Hohepunkt vier bis acht Wochen nach der In-
fektion hatte und bis zu zwei Monate langer andauerte als die Bakteridmie (Greene et al.
1996; Abbott et al. 1997). Selbst auf dem Hohepunkt der Bakteridmie zeigten die Katzen
dabei keinerlei klinische Symptome in den Studien von Abbot (1997), Regnery (1996), Kor-
dick (Kordick et al. 1997) und Chomel (1996). Auch zeigten die Blutwerte der infizierten Kat-
zen, abgesehen von der Bakteridmie, keine von der Norm abweichenden Befunde. Leichtes
Fieber und ein geringfiigig reduziertes Allgemeinbefinden beobachteten Yamamoto und Mit-
arbeiter (2002) bei Katzen, die intradermal mit einem aus einer bakteramischen Katze ge-
wonnenen Isolat von B. henselae inokuliert wurde. Ein humanes Isolat, das auf dieselbe
Weise verabreicht wurde, fihrte dagegen zu keinerlei klinischen Erscheinungen. In einer
anderen Studie kam es bei Einzeltieren zu milden neurologischen Symptomen (Kordick und
Breitschwerdt 1997). Bei der experimentellen Infektion junger SPF Katzen durch Guptill und
Mitarbeiter zeigten alle Tiere leichtes Fieber und Inappetenz sowie eine VergréRerung der
mandibularen und poplitealen Lymphknoten (Guptill et al. 1997). Schwerwiegendere klini-
sche Symptome bei experimentell mit B. henselae infizierten Katzen wurden nur in einer ein-
zigen Studie aus dem Jahr 1999 beschrieben: so berichtete O’Reilly von hohem Fieber,
Inappetenz, Apathie und dem vermehrten Auftreten von neurologischen Symptomen, ge-
paart mit einer schmerzhaften Reaktion an der Inokulationsstelle. Er fiihrte dies auf eine er-
hohte Virulenz des B. henselae - Stammes LSU 16 zurlck, den er fir die Inokulation genutzt
hatte (O'Reilly et al. 1999).

Nur in sehr wenigen der genannten Infektionsstudien wurden histologischen Untersuchung
der Katzen durchgefihrt. Wo dies doch geschah, stellten sich die Befunde weitgehend un-
spezifisch dar. So erwiesen sich die von Guptill beobachteten Lymphknotenschwellungen bei
jungen SPF Katzen mit einer akuten B. henselae - Infektion als prominente lymphatische
Hyperplasien. Auch die Milzen der infizierten Tiere zeigten eine gering- bis mittelgradige,
lymphatische Hyperplasie sowie bei einer Katze vereinzelte Mikroabszesse. Eine andere
Katze wies offenbar konfluierende, ,nekrotisierende Granulome® in einzelnen Lymphknoten

auf, die dem Bild einer humanen Katzenkratzkrankheit ahnelten. Allerdings konnte in keiner
9
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dieser Lasionen B. henselae dargestellt werden (Guptill et al. 1997). Chronisch infizierte SPF
Katzen wiesen in einer Langzeitstudie von Kordick und Mitarbeitern dartiber hinaus lympho-
zytare und teils plasmazelluldre Entziindungen in Niere, Leber und Herzmuskel auf, welche
von den Autoren weniger als spezifische Folge der B. henselae - Infektion, sondern vielmehr
als unspezifische Folge einer hamatogenen Keimstreuung angesehen wurden (Kordick et al.
1999).

Im Vergleich zu den in Infektionsversuchen erhobenen Daten sind die Auswirkungen einer
natirlichen Infektion mit  B. henselae bei Katzen deutlich vielfaltiger. So wurde der Erreger
von Lappin und Mitarbeitern (2000) im Augenkammerwasser von Katzen mit Uveitis nach-
gewiesen. Glaus und Kollegen fanden einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer
Infektion mit B. henselae und Harnwegsinfektionen (Glaus et al. 1997). Eine andere Arbeits-
gruppe stellte dar, dass B. henselae nicht nur im Rahmen einer experimentellen Infektion,
sondern auch bei natirlich infizierten Katzen zu einer Lymphadenopathie fihren kann (Ueno
et al. 1996). In der Studie von Ueno und Mitarbeitern ergaben sich auch erste Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen einer Infektion mit B. henselae und Gingivitis bzw. Stomati-
tis, die jedoch von einer anderen Arbeitsgruppe nicht bestéatigt werden konnten (Quimby et
al. 2008).

2.2.4 Einfluss immunsuppressiver Koinfektionen

Es existieren nur wenige Daten beziiglich der méglichen Einfliisse einer Koinfektion mit Vi-
ren, die bei Katzen eine Immunsuppression verursachen. Eine Arbeitsgruppe in der Schweiz
(Glaus et al. 1997) und eine japanische Arbeitsgruppe (Ueno et al. 1996) untersuchten ne-
ben der Seropréavalenz von B. henselae auch, ob eine Infektion mit Felinem Leukamievirus
(FeLV) oder Felinem Immundefizienzvirus (FIV) vorlagen. Ubereinstimmend fanden beide
Gruppen, dass Katzen, bei denen serologisch eine Infektion mit B. henselae nachgewiesen
wurde, genauso haufig mit FeLV und FIV infiziert waren wie B. henselae - negative Kontrol-
len. Wahrend die Katzen in der japanischen Studie aber bei Koinfektion mit FIV und
B. henselae signifikant vermehrt klinische Symptome, insbesondere Lymphknotenschwellung
zeigten, wurde in der schweizerischen Studie kein Zusammenhang zwischen Klinischer

Symptomatik und B. henselae - Infektion bei gleichzeitiger FIV - Infektion beobachtet.

2.2.5 Peliosis hepatis bei Katzen

Anders als fur Menschen wurde ein kausaler Zusammenhang zwischen einer B. henselae -
Infektion und Peliosis hepatis flr Katzen noch nicht gezeigt. Obwohl das Krankheitshild bei
Katzen analog dem des Menschen beschrieben ist (Torry und Walton 1975; Brown et al.
1994), existierten bisher keinerlei systematische Untersuchungen bezlglich mdglicher infek-

tioser Ursachen einer Peliosis hepatis bei Katzen.

10
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2.3 Diagnose einer B. henselae - Infektion
Es gibt eine Vielzahl von Mdglichkeiten, eine B. henselae - Infektion zu diagnostizieren. Das

folgende Kapitel soll einen Uberblick tiber die verschiedenen Methoden geben.

2.3.1 Direkte Nachweisverfahren

Kulturelle Anzucht: Im Falle einer Bakteriamie kann, sofern noch keine systemische Antibio-

se erfolgt ist, der Erreger aus dem Blut kultiviert und anschlie3end anhand von Kulturmor-
phologie und biochemischen Eigenschaften bzw. mittels PCR identifiziert werden. Auch aus
Gewebeproben kann die Anzucht versucht werden, wobei sie aus Lymphknotengewebe von
Patienten mit Katzenkratzkrankheit seltener gelingt als beispielsweise aus entzindlich ver-
anderten Herzklappen bei B. henselae - assoziierter Endokarditis (La Scola und Raoult
1999). Generell gestaltet sich die kulturelle Anzucht schwierig, da B. henselae hohe Anspri-
che an die Kultivierungsbedingungen stellt: so muss der mikroaerophile Erreger unter Zusatz
von 5 % CO, auf Koch- oder Columbiabluthaltigen Nahrbdden bei 35 bis 37 T angezlichtet
werden (La Scola und Raoult 1999). Sein langsames Wachstum erfordert eine Kultivierungs-
phase von bis zu 120 Tagen. Dabei besteht eine hohe Uberwucherungsgefahr durch schnel-
ler wachsende Keime (Kempf 2007). Die Verwendung von Isolator - Réhrchen, die zellwand-
auflésende Saponine enthalten, kann die Ausbeute der Blutkultur erheblich steigern, wobei
dieser Effekt durch 24stiindiges Einfrieren des Bluts vor Anlegen der Kultur noch einmal ver-
starkt wird (Brenner et al. 1997).

Polymerasekettenreaktion (PCR): Der schwierige und zeitraubende Nachweis mittels Blutkul-

tur wurde in den letzten Jahren zunehmend verdrangt durch den direkten Nachweis mithilfe
molekularbiologischer Methoden. Der Vorteil der PCR als Nachweismethode fiir B. henselae
liegt in ihrer Geschwindigkeit bei hoher Sensitivitat und Spezifitat. Als Probe eignet sich so-
wohl frisches als auch formalinfixiertes und sogar in Paraffin eingebettetes Material, wobei
bei letzterem die Nachweisempfindlichkeit etwa zehnfach reduziert ist (Qian et al. 2005).
Sogar Eiter aus Lymphknotenabszessen kann zur Diagnose einer B. henselae - Infektion
genutzt werden (Hansmann et al. 2005). Als Zielgene werden unter anderem das Citrat-
synthase (gltA)-Gen (Regnath et al. 1998; Margolis et al. 2003), die Riboflavin-Synthese
(rib)-Gene (Bereswill et al. 1999), das Serinprotease A (htrA)-Gen (Anderson et al. 1994;
Mouritsen et al. 1997) sowie Abschnitte der 16S-rDNA (Dauga et al. 1996) verwendet.

Neben ,einfachen“ PCR (30 bis 40 Zyklen, ein Primerpaar) werden dabei bevorzugt nested
und semi-nested PCR-Protokolle eingesetzt, die in zwei Schritten ablaufen. Vorab wird hier
ein Segment des Zielgens mit einem aufReren Primerpaar in 15 bis 25 Zyklen amplifiziert.
Das Produkt dieser Reaktion wird dann in eine weitere PCR (30 bis 40 Zyklen) mit einem

zweiten, inneren Primerpaar eingesetzt, dessen Zielsequenzen innerhalb des bereits ampfli-

11
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fizierten Stlickes aus dem ersten Schritt liegen. Im Falle der semi-nested PCR ist dabei ent-
weder Vorwarts- oder Ruckwartsprimer des zweiten Schrittes mit dem des ersten Schrittes
identisch, sodass insgesamt drei verschiedene Primer zum Einsatz kommen. In einer nested
PCR werden jeweils zwei Vorwarts- und Ruckwartsprimer eingesetzt, also insgesamt vier
verschiedene Primer.

Nested und semi-nested PCR bieten eine zusatzliche Steigerung der Nachweisempfindlich-
keit gegeniber einer einfachen PCR. So ist die Empfindlichkeit einer (semi-)nested PCR
etwa zehnfach hoher als die einer Blutkultur und liegt bei einer Nachweisgrenze von etwa
ein bis drei koloniebildenden Einheiten pro Probe (Roy et al. 2001) bzw. 0,5 pg bakterieller
DNA (Mouritsen et al. 1997).

Quantitative PCR: Gegeniiber den oben beschriebenen PCR-Methoden bietet die quantitati-

ve (Synonym: Real-Time) PCR die Mdglichkeit, nicht nur eine qualitative Aussage Uber das
Vorliegen von B. henselae im Probenmaterial zu treffen, sondern den Erreger auch gleichzei-
tig zu quantifizieren. Die Messung erfolgt auf der Basis von Fluoreszenz. Bei der Verwen-
dung des Farbstoffes SYBR Green® beispielsweise steigt die Fluoreszenz proportional zur
Produktmenge an, da sich der Fluoreszenzfarbstoff zwischen den Basen des amplifizierten

Produktes einlagert (Zeaiter et al. 2003).

Spezialfarbungen: Gewebeproben, die fir eine pathologische Untersuchung enthommen

werden, kdnnen mittels Spezialfarbungen auf B. henselae untersucht werden. Dazu gehdren
die Warthin-Starry-Versilberung oder auch die Gimenez-Farbung (Warren et al. 1998; Bru-
neval et al. 2001). Solche Spezialfarbungen lassen sich im Rahmen der histologischen Rou-
tinediagnostik schnell und mit verhaltnismallig geringem Aufwand durchfiihren, allerdings
sind sie nur im Falle eines positiven Ergebnisses aussagekraftig. Zudem sind sie keineswegs
spezifisch. Zur Diagnosesicherung und zur Differenzierung einzelner Bartonella - Arten muis-

sen zusatzlich molekularbiologische Methoden herangezogen werden.

Immunhistochemie: Eine immunhistochemische Untersuchung bietet gegentiber dem Einsatz

von Spezialfarbungen eine hdhere Sensitivitat und Spezifitdt. Auf dem Markt sind monoklo-
nale, gegen B. henselae gerichtete Antikdrper erhaltlich (Cheuk et al. 2006; Caponetti et al.
2009), aber auch polyklonale Antikérper werden eingesetzt (Lin et al. 2006). Weit verbreitet
ist die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode), bei der ein zweiter, mit Biotin mar-
kierter Antikbrper an die Primarantikorper bindet. AnschlieRend wird der Komplex aus Pri-
mar- und Sekundarantikorper, der an das gesuchte Epitop im Gewebe gebunden ist, mit ei-

ner Farbreaktion sichtbar gemacht. Hier kann zum Beispiel Diaminobenzol als Chromogen
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verwendet werden, welches in Anwesenheit von Meerrettichperoxidase zu einem braunen

Farbstoff umgesetzt wird.

2.3.2 Indirekte Nachweisverfahren

Immunfluoreszenztest (IFT): Fur den serologischen Nachweis einer Infektion mit B. henselae

stellt der Immunfluoreszenztest die Methode der Wahl dar. Dabei werden B. henselae -
spezifische IgG im Patientenserum nachgewiesen und mittels eines fluoreszierenden Farb-
stoffes unter einem speziellen Mikroskop sichtbar gemacht. Ein IgG-Titer von = 1:200 im IFT
gilt als positiv fir eine Bartonella - Infektion, ein Titer < 1:50 als negativ. Titer zwischen die-
sen beiden Werten kdnnen auf eine B. henselae - Infektion im Frihstadium hinweisen, aber
auch durch Kreuzreaktionen mit anderen Erregern verursacht und damit falsch-positiv sein.
Eine serologische Befundung des B. henselae - spezifischen IgM-Titers ist in der Routine-
diagnostik bisher nicht etabliert (Kempf 2007).

Weitere serologische Tests: Andere serologische Tests, zum Beispiel ein Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) sind fur die Diagnose einer B. henselae - Infektion derzeit
nicht sinnvoll, da zu deren Sensitivitdt und Spezifitat keine validierten Daten vorliegen
(Kempf 2007).

2.4 Therapie von B. henselae - Infektionen bei Mensch und Katze

2.4.1 Therapie bei Menschen

In der Humanmedizin wird Uber die Wirksamkeit verschiedener antimikrobieller Chemothera-
peutika bei B. henselae - Infektionen in vivo berichtet. So haben sich Makrolid-Antibiotika wie
Azithromycin (Bass et al. 1998), Erythromycin und Clarithromycin (Gazineo et al. 2001) be-
wahrt. Margileth berichtet von einem erfolgreichen therapeutischen Einsatz von Rifampin
(Synonym: Rifampicin), Gentamicin und Ciprofloxacin. Unwirksam dagegen erscheinen 3-
Laktam-Antibiotika wie Cephalosporine, Penicillin und Amoxicillin (Margileth 1992). Auch
Doxycyclin und Clindamycin erwiesen sich als ungeeignet, ebenso wie Trimethoprim-
Sulfonamide (Ridder et al. 2005).

Insgesamt gehort B. henselae als intrazellulares Bakterium zu den therapeutisch schwer
eliminierbaren Erregern und erfordert oft eine wochenlange und intensive antimikrobielle
Chemotherapie. Die Lymphadenopathie einer klassischen Katzenkratzkrankheit wird dabei
durch eine Antibiose weder qualitativ noch in ihrer Dauer beeinflusst (Spaulding und Hen-
nessy 1960). So ist es kaum verwunderlich, dass eine gegen B. henselae gerichtete anti-
mikrobielle Chemotherapie nur noch bei schweren, systemischen Verlaufen der Katzenkratz-

krankheit und bei immunsupprimierten Patienten empfohlen wird (Rolain et al. 2004). Fir die
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Therapie der Bazillaren Angiomatose und Peliosis hepatis gilt dabei Erythromycin als Mittel
der Wabhl, welches allerdings tber mehrere Wochen (Bazillare Angiomatose), beziehungs-

weise Monate (Peliosis hepatis) eingenommen werden muss.

2.4.2 Therapie bei Katzen

Ahnliches gilt in der Tiermedizin. Im Hinblick auf die zunehmend bedenkliche Resistenzlage
bei antimikrobiellen Chemotherapeutika empfiehlt die Arbeitsgruppe um Kordick, Katzen mit
einer B. henselae - Bakteridmie nur im Ausnahmefall einer antibiotischen Behandlung zu
unterziehen (Kordick et al. 1997). Eine solche Ausnahmeindikation kdnnte beispielsweise
eine immunsuppressive Erkrankung des Katzenhalters sein, die bei Fortbestehen der Bakte-
riamie eine Abschaffung der Katze notwendig machen wirde. In der genannten Studie hat-
ten Kordick und Mitarbeiter die Wirksamkeit einer antimikrobiellen Chemotherapie bei 16
chronisch bakteridmischen Katzen untersucht, die sich auf natirlichem Wege mit B. hen-
selae infiziert hatten. Es zeigte sich, dass lediglich bei einem Bruchteil der mit Enrofloxacin
oder Doxycyclin behandelten Katzen eine dauerhafte Elimination von B. henselae aus dem
Blut erfolgte. Die Enrofloxacintherapie war dabei der Gabe von Doxycyclin Uberlegen, aller-
dings in einer Dosierung, die weit Uber den Empfehlungen des Arzneimittelherstellers lag.
Die Autoren der Studie fuhrten dies auf die teilweise Verstoffwechselung des Enrofloxacins
zu Ciprofloxacin zuriick, welches auch in der Humanmedizin als wirksam gegentber B. hen-
selae gilt. Auch Kombinationstherapien mit Erythromycin und Doxycyclin sowie Doxycyclin
mit Amoxicillin wurden als wirksam zur Reduktion und schlie3lich zur Elimination einer
B. henselae - Bakteriamie beschrieben (Bergmans et al. 1996; Greene et al. 1996). Die Ga-
be von Enrofloxacin in einer niedrigeren, den Herstellerangaben entsprechenden Dosierung
fuhrte dagegen in einer anderen Untersuchung bei keiner der behandelten Katzen zu einer
Beseitigung der Bakteriamie (Regnery et al. 1996). In allen an dieser Stelle zitierten Studien

wurde die antimikrobielle Chemotherapie jeweils Gber mehrere Wochen durchgeftihrt.

2.5 B. henselae - Infektionen bei Hunden

Auch bei Hunden sind Infektionen mit B. henselae beschrieben. So berichten Mexas und
Mitarbeiter (2002) von einer Dogge, einem Labrador und einem Rottweiler mit unklaren,
chronischen Krankheitsgeschehen, bei denen schlielilich eine B. henselae - Bakteridmie als
mutmalfiliche Ursache des klinischen Bildes identifiziert wurde. Eine andere Untersuchung
berichtet von einem Basset mit granulomatbser Hepatitis, in dessen Lebergewebe
B. henselae mittels PCR nachgewiesen wurde. Unter Therapie mit Azithromycin verbesserte
sich sein klinischer Zustand (Gillespie et al. 2003). Ob und inwieweit B. henselae mit den
klinisch beobachteten Erkrankungen der Hunde in den beiden geschilderten Studien tatsach-

lich in kausalem Zusammenhang stand, bleibt jedoch fraglich.
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Unabhéangig von ihrer klinischen Auswirkung ist jedoch schon alleine die Information, dass
eine B. henselae - Infektion bei Hunden (berhaupt vorkommt, durchaus bemerkenswert.
Bislang wurde B. henselae als streng spezifisch in Bezug auf seinen Reservoirwirt angese-
hen. Mdglicherweise stellen Hunde jedoch ein weiteres Reservoir fur den Erreger dar. Diese
Annahme wird gesttitzt durch den Nachweis von B. henselae - DNA in Blut und Lymphkno-
ten von 15 Golden Retrievern im Jahr 2008 (Duncan et al.). Fur die ursprungliche Hypothese
der Untersucher, eine B. henselae - Infektion sei mit der Entstehung maligner Lymphome bei
dieser Hunderasse korreliert, fanden sich jedoch keine Anhaltspunkte. Fir Aufregung sorg-
ten Kitchell und Kollegen, die B. henselae - DNA im Jahr 2000 aus der Leber eines Golden
Retrievers mit Peliosis hepatis amplifizierten (Kitchell et al. 2000). Allerdings wurde hier we-
der die Mdglichkeit einer Bakteriamie untersucht, die ein falsch-positives Ergebnis der Leber
hatte vortauschen kdnnen, noch wurde eine néhere Eingrenzung der Lokalisation des Erre-
gers in den Leberlasionen, beispielsweise mithilfe immunhistochemischer Farbungen vorge-
nommen. Auch konnten lichtmikroskopisch keine argyrophilen Strukturen in der Leber nach-
gewiesen werden. Bislang ist dieser Bericht Uber B. henselae - assoziierte Peliosis hepatis

bei einem Hund der einzige seiner Art in der Literatur.
2.6 Immunsuppressive Virusinfektionen bei Katzen

2.6.1 Infektionen mit dem Felinen Leukadmievirus (Fe  LV)

Das Feline Leuka&mievirus ist ein weltweit verbreitetes Gamma - Retrovirus, welches erst-
mals 1964 im Rahmen von Tumoribertragungsexperimenten in den Zellen eines malignen
Lymphoms bei einer Katze beschrieben wurde (Jarrett et al. 1964a; Jarrett et al. 1964b).
Katzen mit einer progressiven FelLV - Infektion scheiden das Virus im Speichel und Urin
(Francis et al. 1977), aber auch mit der Milch (Hinshaw und Blank 1977) und im Kot aus
(Gomes-Keller et al. 2009). Die Ubertragung erfolgt daher vorwiegend horizontal bei engem
Kontakt mit oronasaler Aufnahme des Virus, beispielsweise durch gegenseitiges Belecken
oder gemeinsame Benutzung des Fress- und Trinkgeschirrs, sowie durch Bissverletzungen.
Auch eine intrauterine und perinatale vertikale Ubertragung des Virus ist beschrieben. Expe-
rimentelle Infektionen von trachtigen Katzen flhrten dabei zu einem Absterben der Friichte
(Hardy et al. 1976). Unter natirlichen Bedingungen finden Infektionen mit den Virusstammen
FeLV-A, -B und -C sowie den Kombinationen -AB, -ABC und -AC statt. Infektionen der Kom-
bination FeLV-BC kommen dagegen unter nattrlichen Bedingungen nicht vor.

Abhangig von Immunstatus und Alter einer Katze bei der Erstinfektion sind vier verschiedene
Verlaufsformen maoglich: abortiv, regressiv, latent und progressiv (Torres et al. 2005). Sie
werden diagnostisch unterschieden anhand der Kombination aus dem Vorhandensein von

FeLV - Provirus, also in die Wirtszelle integriertem Virusgenom, und dem Nachweis von
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FelLV - Virusantigen. Virusantigen signalisiert die aktive Transkription des Virusgenoms in
den infizierten Zellen und ist daher ein Mermal einer produktiven Infektion. In Tabelle 2.2
sind die diagnostisch wichtigen Merkmale der vier verschiedenen Verlaufsformen einer

FeLV - Infektion zusammengefasst.

Tabelle 2.2 Unterscheidung der vier Verlaufsformen einer FeLV Infektion anhand des Nachweises von

FelLV - Provirus und -antigen mittels PCR bzw. Antigen-capture ELISA. Nach Torres et al. 2005.

abortiver regressiver latenter progressiver
Verlauf Verlauf Verlauf Verlauf
Nachweis von FeLV - Provirus | - +— - + +
Nachweis von FeLV - Antigen - - + - +

Abortiver Verlauf: Katzen mit einem abortiven Infektionsverlauf zeigen weder eine Antigena-

mie noch kann bei ihnen jemals Provirus in Blutzellen oder in lymphatischen Geweben nach-
gewiesen werden. lhr Immunsystem ist offenbar in der Lage, die FeLV - Infektion zu einem
sehr frihen Zeitpunkt erfolgreich zu bekdmpfen und infizierte Zellen vollstandig zu eliminie-

ren.

Regressiver Verlauf: Bei Katzen mit einem regressiven FelLV - Verlauf lassen sich dagegen

vortbergehend geringe Mengen von Provirus in mononukledren Blutzellen und Knochen-
mark nachweisen, ohne dass es zu einer Antigendmie kommt. In dieser Phase sind sie nicht
von Katzen mit einem latenten Verlauf zu unterscheiden, weshalb der Test nach einigen Wo-
chen wiederholt werden sollte. Wird dabei kein Provirus mehr nachgewiesen, liegt ein reg-

ressiver Verlauf vor.

Latenter Verlauf: Katzen mit einer latenten FelLV - Infektion zeigen nur zu Beginn der Infekti-

on fur wenige Wochen eine transiente Antigenamie. Allerdings lasst sich bei ihnen dauerhaft
eine gewisse Menge proviraler DNA in Blut, Knochenmark, Milz und Lymphknoten nachwei-
sen. Bei einem Teil der Tiere ist, beispielsweise durch die Verabreichung von Kortikosteroi-
den, eine Reaktivierung des Virus mit Ubergang in eine progressive Infektion moglich (Rojko
et al. 1982). Dadurch stellen sie theoretisch ein Risiko fur nichtinfizierte Katzen dar, die im
selben Haushalt leben. Uber Art und Ausmal der tatsachlichen klinischen Bedeutung einer
latenten FeLV - Infektion bei Katzen herrscht jedoch noch Uneinigkeit. So fanden sich in alte-
ren Studien keine Hinweise auf klinische Erscheinungen bei latent FeLV - infizierten Katzen
(Pedersen et al. 1984; Pacitti 1987). Dagegen zeigte eine neuere Untersuchung Hinweise
auf eine Préadisposition solcher Katzen fir verschiedene entziindliche Verdnderungen wie
Otitis und Enteritis, aber auch fur nicht-entziindliche Veranderungen wie epitheliale Tumoren
und Kardiomyopathie (Suntz 2007).

16



2 Literaturtibersicht

Progressiver Verlauf: Dieser ist durch eine produktive FeLV - Infektion gekennzeichnet, das

heil3t, in infizierten Zellen findet eine aktive Transkription des Virusgenoms statt. Entspre-
chend findet sich Virusantigen an der Oberflache der infizierten Zellen. Bei dieser Verlaufs-
form kommt es zu einer persistierende Antigenamie und einer hohen Proviruslast in den mo-
nonuklearen Zellen des peripheren Blutes, in Milz, Knochenmark und Lymphknoten. Zu Be-
ginn der Infektion wird haufig eine massive Lympho- und Neutropenie beobachtet, die einer-
seits auf einer Zerstorung der Zellen im Rahmen der Virusreplikation, andererseits auch auf
einer Knochenmarksdepression durch virale Proteine beruht. Bis zu 90 % der Katzen mit
einer progressiven FelLV - Infektion sterben innerhalb von drei Jahren, beispielsweise an
malignem Lymphom, aplastischer Andmie oder an sekundaren und opportunistischen Infek-

tionen infolge schwerwiegender Immunsuppression (Mullins und Hoover 1989).

Felines erworbenes Immunschwéche Syndrom (FAIDS): Hoover und Mitarbeiter beschrieben

1987 eine Virusvariante von FelLV, die bei 100 % der infizierten Katzen ein AIDS-&hnliches
Syndrom ausloste (Hoover et al. 1987). Dabei erkrankte ein Teil der Katzen bereits nach drei
Monaten an der akuten ,Frithform“ von FAIDS, wahrend andere Katzen erst ein bis zwei Jah-
re nach der Infektion die chronische ,Spatform" von FAIDS entwickelten. Beide Verlaufsfor-
men einer Infektion mit dem FeLV/FAIDS-Virus eignen sich als Tiermodell menschlicher HIV-

Infektionen.

Diagnose einer FelV - Infektion: Progressive FeLV - Infektionen werden am lebenden Tier

durch den Nachweis des p27-Kapsidproteins im Serum mittels Antigen-capture ELISA diag-
nostiziert. Latente Infektionen entgehen diesem Nachweis, da es hier nicht zu einer dauer-
haften Antigendmie kommt. Im Rahmen der pathologisch-anatomischen Untersuchung am
toten Tier kann provirale DNA mittels quantitativer PCR oder nested PCR nachgewiesen
werden. Anstelle des Antigen-capture ELISA werden immunhistochemische Methoden ver-

wendet, um Virusantigen und damit eine produktive Infektion nachzuweisen.

2.6.2 Infektionen mit dem Felinen Immundefizienz Vi  rus (FIV)

Die Aufnahme des ebenfalls zu den Retroviren gehtdrenden Felinen Immundefizienz Virus
erfolgt im Unterschied zum FeLV in der Regel nicht oronasal, sondern tber eine parenterale
Ubertragung von Speichel und Blut im Zusammenhang mit Biss- und Kratzverletzungen.
Unkastrierte Kater mit Freigang, die Uber vier Jahre alt sind, sind besonders infektionsge-
fahrdet, da sie am haufigsten in Kdmpfe mit Artgenossen verwickelt werden (Courchamp et
al. 1998). Nach einer ersten Virusvermehrung in den regionalen lymphatischen Geweben der
Infektionsstelle kommt es innerhalb von wenigen Wochen zu einer Viramie. Diese kenn-

zeichnet die erste der drei Phasen einer FIV - Infektion. Sie dauert einige Tage bis Wochen.
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Klinisch auR3ert sich diese erste Infektionsphase meist in deutlichen, wenn auch wenig speifi-
schen Krankheitssymptomen. Neben Fieber und Mattigkeit werden haufig Stomatitis, Enteri-
tis sowie eine generalisierte Lymphadenopathie beobachtet (Pedersen et al. 1989).

In der darauffolgenden ,asymptomatischen Phase“ der FIV - Infektion erscheint die Katze
klinisch gesund. Wahrend die Virdmie in dieser zweiten Phase durch eine starke humorale
Immunantwort der Katze in Schach gehalten wird, vermehrt sich das Virus in den infizierten
Geweben weiter und beginnt, zunachst unbemerkt, seine immunsuppressive Wirkung zu
entfalten. Sie aul3ert sich in einer Gberproportionalen Abnahme von CD4+ T-Zellen (T-Helfer-
zellen) im Vergleich zu den zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Diese Abnahme ist einerseits auf
eine Zerstérung der Zellen als direkte Folge der Infektion durch einen zytopathogenen Effekt
des Virus, immunvermittelte Lyse und Apoptose zu erklaren, andererseits auch auf eine
verminderte Bereitstellung von CD4+ T-Zellen durch Knochenmark und Thymus zurtickzu-
fuhren. Zudem zeigen die noch verbliebenen T-Lymphozyten funktionale Stérungen. Auf-
grund einer polyklonalen Stimulation von B-Zellen kommt es au3erdem zu einer Hypergam-
maglobulindmie und einer vermehrten Bildung von Immunkomplexen. Obwohl die asympto-
matische Phase mit bis zu sechs Jahren relativ lange andauern kann (Hofmann-Lehmann et
al. 1997), folgt letztlich unweigerlich der Zusammenbruch des Immunsystems.

Eine erneute Virdmie kennzeichnet den Eintritt in die dritte und letzte Phase (,AIDS-&hnliche
Phase) der FIV-Infektion. In dieser wird das Krankheitsbild bestimmt durch sekundare und
opportunistische Infektionen, zunehmenden korperlichen Verfall und neurologische Erkran-

kungen (Pedersen et al. 1989).

Diagnose einer FIV - Infektion: Mithilfe der Untersuchung von Blutproben lasst sich eine FIV -

Infektion eindeutig nachweisen. Am lebenden Tier steht dabei der Nachweis von Antikérpern
gegen FIV mittels ELISA im Vordergrund, wahrend in der Pathologie auf eine PCR zum
Nachweis von Virusgenom in den Blutzellen zurlickgegriffen werden muss (English et al.
1993).

2.6.3 Feline Parvovirose (feline Panleukopenie)

Die feline Parvovirose ist eine weltweit vorkommende Infektionskrankheit, die durch das Fe-
line Parvovirus (FPV) und, wenn auch wesentlich seltener, durch die eng verwandten Cani-
nen Parvoviren (CPV) vom Typ 2a und 2b verursacht wird (Mochizuki et al. 1996; Truyen et
al. 1996a). In Deutschland sind etwa 8 % der Parvovirose-Erkrankungen bei Katzen auf In-
fektionen mit CPV-2a oder CPV-2b zuriickzufiihren (Truyen et al. 1996b). Parvoviren sind
kleine, unbehlllite DNA-Viren, die sich durch eine sehr hohe Widerstandskraft gegeniber
Umwelteinfliissen auszeichnen. In vivo zeigen sie einen starken Tropismus zu einigen sich

schnell teilenden Zellen. Die Infektion mit felinen oder caninen Parvoviren erfolgt durch
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oronasale Aufnahme, gefolgt von einer ersten Virusvermehrung in den Tonsillen, den
retropharyngealen Lymphknoten, dem Thymus und den mesenterialen Lymphknoten. Nach
dieser ersten Vermehrungsphase folgt die Viramiephase mit einer systemischen Verbreitung
der Viren in alle lymphatischen Gewebe, das Knochenmark und die Epithelzellen des Dinn-
darms. Bei tragenden Katzen ist auch eine intrauterine Infektion der Friichte mdglich. Die
Infektion der Friichte betrifft dabei besonders stark die Purkinjezellschicht des Kleinhirns und
fuhrt zu einer Kleinhirnhypoplasie der Katzenwelpen (Schatzberg und Sharp 2003). Bei et-
was alteren Tieren kommt es dagegen unter anderem zu einer katarrhalischen Enteritis mit
grof¥flachigen Verlusten von Darmepithel, da hier die sich schnell teilenden Kryptepithelzel-
len des Jejunums und lleums infiziert werden (Parrish 1992). Im Knochenmark sind die Zel-
len der myeloischen Reihe besonders empfindlich gegeniber der Infektion mit FPV, sie ge-
hen als erste Zellreihe zugrunde. Die Zellen der erythropoetischen Reihe sind dagegen erst
bei hohen Infektionsdosen betroffen (Kurtzman et al. 1989). Dies fuhrt, ebenso wie die Infek-
tion der lymphatischen Gewebe mit Lymphozytolyse und Zelldepletion, zu dem charakteristi-
schen, systemischen Mangel an Leukozyten, dem die feline Parvovirose ihren Namen ,Pan-
leukopenie* verdankt. Der Verlauf der Infektion ist altersabhéngig, mit schweren, perakuten
bis akuten Verlaufsformen bei Katzenwelpen unter sechs Monaten. Altere Tiere dagegen
zeigen einen weniger schwerwiegenden, mitunter auch subklinischen Krankheitsverlauf. Kli-
nisch dominiert neben einem gedampften Allgemeinbefinden mit Anorexie und Fieber =
40 C eine deutliche Leukopenie bzw. Lymphopenie. K atzen mit einer Enteritis zeigen dar-
Uber hinaus Erbrechen und mehr oder weniger schweren, teils blutigen Durchfall (Parrish
1992).

Diagnose einer FPV - Infektion: Aufgrund ihres typischen Bildes ist ein Nachweis der felinen

Parvovirose bereits durch eine histologische Untersuchung mdglich. Wahrend im Knochen-
mark eine hochgradige zellulare Depletion, teilweise auch mit fibrinoiden Nekrosen domi-
niert, beherrschen im Dinndarm massive, diffuse Kryptepithelnekrosen und eine hochgradi-
ge Depletion der Peyer’schen Platten das histologische Bild. Durch ein Absenken des Kryp-
tenepithels in die depletierten Peyer’schen Platten hinein kommt es zu Kryptherniationen.
Weiterhin ist das histologische Bild der Parvovirose durch sogenannte Kryptabszesse, also
Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten in den Krypten gekennzeichnet. Molekular-
biologisch lasst sich eine Infektion mit caninen oder felinen Parvoviren mittels PCR im Kno-
chenmark, in den lymphatischen Geweben und sogar im Kot nachweisen (Schunck et al.
1995).
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2.7 Ziel der Untersuchung, Arbeitshypothesen

B. henselae - Infektionen bei Menschen kdnnen, je nach Immunstatus der Patienten, extrem
unterschiedlich verlaufen. Derselbe Erreger, der bei immunkompetenten Menschen nahezu
immer zu einer harmlosen, wenn auch unangenehmen Lymphadenopathie fiihrt, kann bei
immunsupprimierten Patienten lebensbedrohliche Erkrankungen wie die Bazillare Angioma-
tose auslésen. Katzen dagegen zeigen meist, wenn tberhaupt, nur die Symptome einer mil-
den Allgemeininfektion mit transientem Fieber, Apathie und Inappetenz. Die Erreger-Wirt-
Beziehung von B. henselae in Katzen ist bereits in sehr vielen Aspekten erforscht worden.
Mdgliche Wechselwirkungen einer Immunsuppression bei gleichzeitiger B. henselae - Infek-
tion wurden bei Katzen jedoch bisher kaum beachtet, obwohl sich diese Fragestellung aus
der vergleichenden Betrachtung des Krankheitsbildes bei Menschen ergibt. Der weitaus
grofdte Teil der Erkenntnisse Uber B. henselae - Infektionen bei Katzen stammt aus experi-
mentellen Studien an Laborkatzen. Systematische Untersuchungen an immunsupprimierten
Katzen, die sich auf natlrlichem Wege mit B. henselae infiziert haben, fehlen dagegen bis-
her.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen immunsuppressiven Er-
krankungen und einer nattrlich erworbenen B. henselae - Infektion bei Katzen zu charakteri-

sieren. Folgende Arbeitshypothesen sollten dazu geprift werden:

1. Die Pravalenz von B. henselae - Infektionen ist hdher bei
immunsupprimierten Katzen.
2. Eine B. henselae - Infektion zeigt bei immunsupprimierten Katzen

einen unterschiedlichen Verlauf als bei immunkompetenten Katzen.

Ein solcher unterschiedlicher Verlauf kbénnte zum Beispiel vorliegen, wenn B. henselae auch
bei immunsupprimierten Katzen Peliosis hepatis ausléste, oder wenn immunsupprimierte

Katzen durch die B. henselae - Infektion flr andere Erkrankungen pradisponiert waren.

Fur die praktische Durchfiihrung der Untersuchungen nach 1 und 2 ergab sich die Schwie-
rigkeit, dass im Rahmen der pathologisch-anatomischen und -histologischen Diagnostik zwar
morphologische Hinweise auf das Vorliegen einer Immunsuppression gewonnen werden
koénnen, funktionelle Tests der einzelnen Komponenten des Immunsystems jedoch postmor-
tal nicht mehr moglich sind. Die Studie konzentrierte sich daher auf das Vorliegen von Koin-
fektionen mit den drei am weitesten verbreiteten Viren, die bei Katzen eine Immunsuppressi-
on bewirken kdénnen: FeLV, FIV und FPV.
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Die urspriinglichen Arbeitshypothesen 1 und 2 wurden wie folgt modifiziert:

1 (modifiziert): Die Préavalenz von B. henselae - Infektionen ist hdher bei Katzen
mit einer FeLV-, FIV- oder FPV - Infektion.

2 (modifiziert): Eine B. henselae - Infektion zeigt bei Katzen mit einer FeLV-,
FIV- oder FPV - Infektion einen unterschiedlichen Verlauf als bei

Katzen ohne diese Virusinfektionen.
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Die in den Abschnitten 3.1 bis 3.6 dieses Kapitels beschriebenen Materialien und Methoden
beziehen sich auf den prospektiven Teil der vorliegenden Arbeit. Ein kleinerer Teil der Stu-
die, welcher der Untersuchung von Peliosis hepatis im Rahmen der Arbeitshypothese 2 dien-
te, war retrospektiv gestaltet. Material und Methoden zu diesem Teil werden in Abschnitt 3.7

beschrieben.

3.1 Untersuchte Katzen

In den prospektiven Teil der Studie wurden 142 Katzen einbezogen. Darunter waren 139
Katzen aus dem Tierheim Berlin sowie zwei Katzen aus dem Tierheim in Zossen (Branden-
burg). Daneben gelangte eine herrenlose Fundkatze mit dem Habitus eines Streuners Uber
die Klinik und Poliklinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin zur Einsendung. Es
handelte sich durchweg um verendete oder euthanasierte Tiere, die wahrend des Erhe-
bungszeitraums von Oktober 2006 bis November 2008 zur pathologischen Untersuchung an
das Institut fur Tierpathologie der Freien Universitat Berlin Ubersandt wurden. Die Aufnahme
in die Studie erfolgte kontinuierlich und unabhé&ngig von Signalement, klinischen oder patho-
logisch-anatomischen bzw. -histologischen Diagnosen. Einziges Kriterium fiir die Aufnahme
in die Studie war die Herkunft der Katze aus einem Tierheim bzw. ihre Vorgeschichte als
Streuner. Alle Angaben zu Signalement, Herkunft, Anamnese und Vorbehandlungen der
Tiere wurden den Untersuchungsauftragen der einsendenden Tierérzte entnommen.

Die Sektion der Katzen erfolgte geman der Sektionsanleitung des Instituts fur Tierpathologie
der Freien Universitat Berlin in der Fassung von Juni 2006.* Die pathologisch-anatomischen
und -histologischen Diagnosen wurden durch die diensthabenden Sekanten und den jeweili-

gen Sektionsdienstleiter erhoben.

3.1.1 Probenspektrum

Von allen eingesandten Katzen wurden umfangreiche Organ- und Gewebeproben zur im-
munhistochemischen und molekularbiologischen Untersuchung enthommen. Das Proben-

spektrum umfasste folgende Gewebe:

Leber
Milz
Peripheres Blut

Mandibulare Lymphknoten
Retropharyngeale Lymphknoten

© N o O

1
2
3. Popliteale Lymphknoten
4

Tonsillen Knochenmark

! http://www.vetmed.fu-
berlin.de/einrichtungen/institute/we12/studium/sonstige_materialien/212sektionsbericht.pdf
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3.1.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte mit einem sterilen Besteck. Alle Gewebeprobe aufRer Blut wur-
den in der Mitte geteilt, wobei eine Halfte fur die immunhistochemische Untersuchung unver-
zuglich in 10%igem Formalin fixiert und die andere Halfte fur die PCR in sterilen 2 ml Reakti-
onsgefalien (Sarstedt, Numbrecht) bei -20 T asservi ert wurde.

Die Entnahme der Lymphknoten fand unmittelbar nach dem Hauten des Tieres statt, wéah-
rend alle Ubrigen Organproben im Anschluss an den Sektionsgang entnommen wurden.
Paarig angelegte Organe (Tonsillen, Lymphknoten) wurden bilateral entnommen und an-
schlieRend wie beschrieben jeweils geteilt. Etwa 200 pl Blut wurden aus dem Herzen ent-
nommen und unverziglich eingefroren. Wo eine Blutentnahme aus dem Herzen aufgrund
einer intrakardialen Euthanasie nicht moglich war, wurden Blutgerinnsel aus den grof3en
Kdrpervenen entnommen. Von Leber, Milz und Knochenmark wurden jeweils etwa 1,5 x 1,0
x 1,0 cm groRe Gewebestlicke entnommen. Die zur immunhistologische Untersuchung vor-
gesehen Proben wurden im Anschluss an eine zwdlfstiindige Formalinfixierung in einem
Einbettautomaten (Tissue -Tek® VIP, Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim) ent-
wassert und in Paraffin eingebettet (siehe Tabelle 3.1). AnschlieRend wurden die Paraffin-
blécke bis zu ihrer Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. Sofern tiefgekihite Proben
nicht innerhalb von zwei Wochen untersucht werden konnten, erfolgte ihre langerfristige La-

gerung bei -80 .

Tabelle 3.1 Ablauf der Entwéasserung und Paraffineinbettung von Gewebeproben fir die immunhisto-

chemische Untersuchung im Tissue-Tek® VIP.

Medium Dauer Temperatur
1 Formalin 10 % 60 min 40 C
2 Wasser 50 min 40 C
3 Ethanol 70 % 50 min 40 C
4 Ethanol 80 % 50 min 40 C
5 Ethanol 90 % 50 min 40 C
6 Ethanol 90 % 50 min 40 C
7 Ethanol 100 % 50 min 40 C
8 Ethanol 100 % 50 min 40 C
9 Xylol 50 min 40 C
10 Xylol 50 min 40 C
11 Paraffin 50 min 60 C
12 Paraffin 50 min 60 C
13 Paraffin 50 min 60 C
14 Paraffin 50 min 60 C
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3.1.3 DNA - Extraktion aus tiefgekihlten Gewebeprob en

Die DNA - Extraktion aus den tiefgekihlten Gewebeproben der Katzen erfolgte mithilfe eines
kommerziellen Kits (QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden). Das Protokoll des Herstellers

wurde dabei je nach Art des Gewebes geringfiigig modifiziert.

Lymphknoten, Tonsillen, Knochenmark: Diese vergleichsweise bindegewebsarmen Gewebe

wurden in einem 2 ml Reaktionsgefald mit 200 ul Lysispuffer ATL und 20 pl Proteinase K
(beides Qiagen) unter Zugabe von 200 pl phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, eigene
Herstellung) bei 56 T und 1400 rpm tber Nacht in e inem Schittelblock vollstdndig verdaut
(Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburg). Die Zugabe von PBS steigerte dabei die
Effizienz des Verdaus erheblich, ohne dass gleichzeitig mehr Puffer ATL oder Proteinase K

eingesetzt werden mussten.

Leber, Milz: Der hohe Bindegewebsanteil von Leber und insbesondere Milz machten die

Homogenisierung dieser Gewebeproben vor dem Verdau erforderlich. Dazu wurden sie in
gefrorenem Zustand mit 200 pl PBS in ein spezielles Reaktionsgefal® (Lysis Matrix D, MP
Biomedicals, Eschwege) Ubertragen. AnschlieRend wurden die Gewebeproben in einem
Homogenisator (Precellys 24, peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 6800 rpm flr 30
Sekunden zerkleinert. Nach kurzer Zentrifugation wurde nun der Uberstand abgenommen
und auf ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gbertragen. Wenn die Konsistenz der Gewebe-
suspension es nicht zuliel3, mindestens 180 pl abzunehmen, wurden erneut 180 pl PBS hin-
zugegeben und nach kurzem Vortexen der nun verdiinnte Uberstand vollstandig abpipettiert.
AnschlieRend wurden dem Uberstand 200 pl Lysispuffer ATL sowie 20 pl Proteinase K zu-
gegeben und die Proben bis zur vollstandigen Lyse (etwa 2 bis 3 Stunden) in einem 56 C

warmen Schiittelblock bei 1400 rpm inkubiert.

Peripheres Blut: Die Proben des peripheren Blutes wurden mit jeweils 250 pl Lysispuffer AL

sowie 25 pl Proteinase K (beides Qiagen) versetzt und nach kraftigem Vortexen fir etwa
eine halbe Stunde oder bis zur vollstandigen Zellauflosung bei 56 T mit 1400 rpm geschiit-
telt.

Im Anschluss an den Gewebeverdau wurden die Proben von Lymphknoten, Tonsillen, Milz,
Leber und Knochenmark mit 250 ul Lysis Buffer AL versetzt, kraftig gemischt und fir 10 Mi-
nuten bei 70 T inkubiert. Die Fallung der DNA erfolgte durch Zusatz von jeweils 250 pl
100%igem, vergalltem Ethanol. AnschlieBend wurden 750 ul des mit Ethanol versetzten Ly-

sats auf eine Trennsaule Ubertragen und diese mit rund 17982 x g zentrifugiert.
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Bei allen folgenden Zentrifugationsschritten wurde eine relative Zentrifugalbeschleunigung
von 17982 x g beibehalten. Nach zwei Waschschritten mit den Puffern AW 1 und AW 2 (bei-
des Qiagen) wurde die DNA von den S&ulen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal hinein eluiert. Statt
des vom Hersteller empfohlenen Elutionspuffers wurden 100 pl hochreines, DNAse und
RNAse freies Wasser als Elutionsmittel verwendet (Ultra pure Water, Biochrom AG, Berlin).
Fir Blutproben betrug die Inkubationsdauer des Wassers auf den S&ulen 5 min bei Raum-
temperatur. Bei allen anderen Gewebeproben wurden die Saulen dagegen mit zweimal 50 pl
Wasser fir 3 min bzw. 1 min inkubiert und zwischen den beiden Elutionsschritten einmal
zentrifugiert. Das Eluat wurde bis zu der anschlieRenden Konzentrationsbestimmung auf Eis
gekdhlt.

3.1.4 Bestimmung der DNA - Konzentration im Eluat

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte spektralphotometrisch (NanoDrop® ND-
1000, peqglab, Erlangen) aus 2 pl Eluat. Neben der Konzentrationsmessung [ng/ul] der ent-
haltenen DNA ermdglichte das Gerat eine Einschatzung der Qualitat und Reinheit der DNA.
Als ausreichend rein fUr die nachfolgenden Untersuchungen wurden DNA -Praparationen mit
einem A 280/260-Quotient von mindestens 1,7 sowie einem A 260/230-Quotienten von min-
destens 1,3 angesehen. Die Eluate wurden im Anschluss an die Messung bis zur weiteren

Bearbeitung bei -20 T aufbewabhrt.
3.2 Nested PCR zum Nachweis von B. henselae

3.2.1 Primer

htrA-Gen: Zum Nachweis von B. henselae - DNA in den Organproben der Katzen wurden
zwei nested PCR-Anséatze, nachfolgend bezeichnet mit Ansatz C bzw. D, mit Zielsequenzen
auf dem Gen fir die Serinprotease htrA (high temperature requirement A) gewahlt. Alle acht
Primer wurden anhand der Sequenz des htrA-Gens (GenBank Nr. L20127) von Rochalimea
(B.) henselae entworfen und mittels Primer3?, einer im Internet verfiigharen Software, (iber-
prift und modifiziert. Die Primersynthese erfolgte durch die Firma biomers.net GmbH (UIm).
Bei der Primerauswahl wurde bewusst auf kurze Amplifikate von unter 200 Basenpaaren
(bp) Lange geachtet, um auch DNA aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem Probenma-
terial bearbeiten zu kdénnen. So amplifizierte das &ufRere Primerpaar des Ansatzes C ein
163 bp grofes DNA-Fragment zwischen Nukleotidposition 1209 und 1372 des htrA-Gens, im
Bereich der von Anderson und Mitarbeitern publizierten Primer CAT1/ CAT2 (Anderson et
al. 1994). htrA 3+, der auRRere Vorwartsprimer, ist eine modifizierte Variante des Primers

CATL1. Das innere Primerpaar amplifizierte ein 82 bp langes Fragment zwischen den Basen-

2 http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
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positionen 1250 und 1332. Die Zielsequenzen von Ansatz D lagen weiter upstream auf dem
Gen, zwischen Basenposition 511 und 693. Das &uf3ere Primerpaar erbrachte ein 182 bp
langes Amplifikat, das innere Paar umfasste ein Fragment von 93 bp Lange zwischen den
Basenpositionen 580 und 677. Die Sequenzen der vier inneren und der vier auf3eren Primer

fur das htrA-Gen von B. henselae sind in Tabelle 3.2 wiedergegeben.

Tabelle 3.2 Primersequenzen und -positionen zum Nachweis des htrA-Gens von B. henselae (Gen-
Bank Nr. L20127)

Primer Sequenz (5'- 3) Basenposition (Start)
Ansatz C

htrA 3+ (aulRen) gtgcgttaattaccgatcca 1209

htrA 4- (aulRen) ccaaactcctaaggttactagtttc 1372

htrA 1+ (innen) ctggtatcaaggcaggtgatg 1250

htrA 2- (innen) gcaatacgctttgctagatcac 1332
Ansatz D

htrA 5- (aulRen) gcgtaacttgtgccatcaga 511

htrA 6+ (aulRen) ccagatcaacatcccttgaaa 693

htrA 7+ (innen) tttgcaacgttcgcatagact 580

htrA 8- (innen) cagaaatcacatgattattggtcac 677

altA-Gen: Zur Verifikation der Ergebnisse wurden alle mit den Anséatzen C und D positiv ge-
testeten Proben einmal wiederholt und zusatzlich einer zweiten nested PCR unterzogen, die
im Falle eines positiven Ergebnisses ebenfalls noch einmal in einem unabhéngigen Durch-
lauf wiederholt wurde. Die zweite PCR amplifizierte ein 675 bp (aul3ere Primer) bzw. 354 bp
(innere Primer) langes Fragment des Gens der Citratsynthase gltA (GenBank Nr. L38987).
Die fur das gltA-Gen verwendeten Primer wurden einer Publikation von Regnath und Mitar-
beitern entommen (Regnath et al. 1998). Ihre Sequenzen und Basenpositionen sind in der
Tabelle 3.3 aufgefihrt.

Tabelle 3.3 Primersequenzen und -positionen zum Nachweis des gltA-Gens von B. henselae (Gen-
Bank Nr. L38987)

Primer Sequenz (5'-3) Basenposition (Start)
gltA f1 (auf3en) | ggtcccaactcttgecgctatg 504

gltArl (aul3en) | cagccgacactgcgtgctaatg 1178

gltA 2 (innen) atgcctaaaaatgttacaaga 813

gltA r2 (innen) cgtgctaatgcaaaaagaac 1166
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Nur Ergebnisse, die sowohl mit den beiden htrA-Ansatzen als auch mit dem gltA-Ansatz
positiv und reproduzierbar waren, flossen als endgtiltig positive Ergebnisse in die statistische

Auswertung ein.

3.2.2 Durchfihrung der nested PCR

htrA-Gen: Der erste Schritt der nested PCR (25 Zyklen) wurde mit den &uf3eren Primerpaa-
ren von Ansatz C bzw. D durchgefihrt. Im zweiten Schritt (35 Zyklen) kamen die jeweils in-
neren Primerpaare zum Einsatz.

Zunéchst wurden in zwei auf Eis gekuhlten 1,5 ml Reaktionsgefaf3en die Reaktionsmischun-
gen fur Ansatz C und D erstellt. Tabelle 3.4 gibt die Zusammensetzungen der Reaktionsmi-

schungen fir Schritt 1 und 2 wieder.

Tabelle 3.4 Zusammensetzung der Reaktionsmischung pro PCR-Ansatz fir ersten und zweiten

Amplifkationsschritt der nested PCR fiir das htrA-Gen.

1. Schritt 2. Schritt
5x GoTaq® Flexi Puffer 10 pl 10 pl
dNTP-Mix (je 2 mmol/ul) 5ul 5ul
MgCl, (c = 25 mmol/ul) 4 ul 4 ul

Vorwarts Primer
(c =100 pmol/ul)

1 pl htrA 3+ / htrA 6+

1 pl htrA 1+ / htrA 7+

Ruckwarts Primer
(c = 100 pmol/ul)

1 pl htrA 4-/ htrA 5-

1 pl htrA 2- / htrA 8-

Go Tag® Flexi Polymerase 0,2 pl (1 Unit) 0,2 pl (1 Unit)
Ultra pure H,O 18,8 ul 27,8 pl
[Template] 10 pl 1pl
Gesamtvolumen 50 pl 50 pl

Als Template eingesetzt wurden im ersten Schritt generell 250 ng DNA aus Blutproben und
350 ng DNA aus den tbrigen Gewebeproben der Katzen in 10 pl hochreinem Wasser (Bio-
chrom AG). Fur den ersten Amplifkationsschritt der nested PCR wurde zuerst die Proben -
DNA in die gekihlten PCR-Gefal3e vorgelegt und danach die Reaktionsmischung zugege-
ben. Im zweiten Amplifikationsschritt war die Reihenfolge umgekehrt: je 1 pl des PCR Pro-
dukts aus dem ersten Schritt wurde unverdiinnt in die vorgelegte Reaktionsmischung pipet-
tiert. Die PCR-GefalRe wurden in beiden Schritten Giber den gesamten Zeitraum der Arbeiten
auf Eis gekdhlt. In beiden Schritten wurden Negativkontrollen mitgefihrt, bestehend aus der
vollstdndigen Reaktionsmischung ohne Zugabe von Template - DNA. Erst nachdem alle

PCR-Gefalze mit Template und Reaktionsmischung versehen und fest verschlossen worden
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waren, wurden 9 pg DNA aus hydrolisierten B. henselae als Positivkontrolle in das dafiir vor-
gesehene PCR-Gefald gegeben. Die Tabelle 3.5 gibt die Reaktionsbedinungen im Thermo-
cycler (T 3000, Biometra, Goéttingen) wieder.

Tabelle 3.5 Reaktionsablauf im Thermocycler mit Reaktionstemperaturen, -zeiten sowie Anzahl der
Zyklen in der nested PCR (htrA-Gen).

1. Schritt  |2. Schritt
1. Initiale Denaturierung (94 C) 5 min 5 min
2. Denaturierung (94 ©) 30 sec 30 sec
3. Primer Anbindung (58 ©) 30 sec 30 sec
4. Primer Verlangerung (72 C) 90 sec 90 sec
Anzahl Wiederholungen Schritt 2-4 24 34
5. AbschlieBende Fragmentverlangerung (72 €) 10 min 10 min

gltA-Gen: Auch die nested PCR zum Nachweis des gltA-Gens von B. henselae lief weitge-
hend wie oben beschrieben ab. Lediglich die Zusammensetzung der Reaktionsmischung
unterschied sich geringfligig, da hier nur halb so viel MgCl, und ein Viertel der Primermenge
eingesetzt wurde, also 50 mmol MgCl, und jeweils 25 pmol der Primer. Die Annealingtempe-
ratur des ersten Amplifikationsschritts (25 Zyklen) betrug 65 € statt 58 .

3.2.3 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produk  te

Im Anschluss an die PCR wurden die Amplifkate in einem 2,8 %igen Agarosegel aufgetrennt.
Dabei wurden jeweils 10 pl PCR Produkt mit 3 pl glycerinhaltigem Ladepuffer (Roti®-Load
DNA-small, Roth, Karlsruhe) auf das Gel aufgebracht. Im Anschluss an die Elektrophorese
wurde das mit 1%igem Ethidiumbromid gefarbte Gel unter UV-Licht betrachtet (UV Transil-
luminator 2000, Biorad, Munchen) und mithilfe einer speziellen Software (Quantity One 1-D

Analysis Software) fotografiert und digital beschriftet.

3.2.4 Nachweisgrenzen der nested PCR

Die Nachweisgrenzen der PCR fir htrA und gltA wurden anhand einer geometrischen Ver-
diinnungsreihe von 10° bis 0,1 Koloniebildenden Einheiten (KBE) schonend hitzedeaktivier-
ter, jedoch nicht hydrolysierter B. henselae bestimmt. Die Verdinnungsreihe wurde freundli

cherweise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Volkhard Kempf, Klinikum der Johann Wolf-
gang Goethe - Universitat, Frankfurt am Main. Zunachst wurde die bakterielle DNA mittels
QiaAmp DNA Mini Kit isoliert (Qiagen). Dies erfolgte gemaR den Angaben des Herstellers
zur DNA - Praparation aus Bakterienkolonien. Anschlieend wurde von acht Verdinnungs-
stufen zwischen 0,001 und 1000 KBE jeweils eine einfache PCR (35 Zyklen, auR3ere Primer-

paare) und eine nested PCR wie beschrieben durchgefihrt. AnschlieRend wurden die Pro-
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dukte in einem 2,8%igen Agarosegel wie beschrieben mittels Elektrophorese aufgetrennt
und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Ergebnisse fur die beiden Ansétze des htrA-Gens
sind in der Abbildung 3.1 dargestellt. Als positiver Nachweis wurde das Vorliegen einer deut-

lich sichtbaren, spezifischen Bande in der erwarteten Molekulgrofl3e gewertet.

nested PCR einfache PCR

163 bp
Ansatz C

Abb. 3.1 Vergleich der Nachweisgrenzen der einfachen PCR vs. nested PCR fir das htrA-Gen von
B. henselae. Hier: Elektrophorese der Amplifikate aus einfacher PCR bzw. nested PCR einer geomet-
rischen Verdiinnungsreihe hitzedeaktivierter, nicht-hydrolisierter B. henselae. PC = Positivkontrolle,
NTC = Negativkontrolle.

Die Tabelle 3.6 fasst die Ergebnisse aus der Abbildung 3.1 fiir die Ansétze des htrA-Gens

sowie fur die PCR des gltA-Gens von B. henselae zusammen.

Tabelle 3.6. Vergleich der Nachweisgrenzen einer einfachen PCR mit einer nested PCR fur die Gene

htrA und glItA von B. henselae anhand einer geometrischen Verdiinnungsreihe hitzedeaktivierter

B. henselae.

KBE eingesetzt | Ergebnis der Ergebnis der Ergebnis der nested
einfachen PCR nested PCR PCR (gltA-Gen)
(htrA-, gltA-Gen) (htrA-Gen)

0,001 - - +

0,01 - + +

0,1 - + +

1 - + +

10 + + +

20 + + +

100 + + +

1000 + + +
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Grundsatzlich waren die nested PCR-Ansatze um mindestens drei Zehnerpotenzen empfind-
licher im Nachweis von B. henselae - DNA als die einfachen PCR-Ansétze. Der Nachweis fur
das gltA-Gen war mittels nested PCR nochmals um eine Zehnerpotenz empfindlicher als fir
das htrA-Gen.

3.2.5 Vorversuch: Einfluss von Autolyse

Ein Teil der Katzen befand sich zum Zeitpunkt der Beprobung in einem Zustand fortgeschrit-
tener Autolyse. Um madgliche falsch-negative Ergebnisse in den durch Autolyse und Faulnis
beeintrachtigen Tierkdrpern auszuschliel3en, wurde in einem Vorversuch geprift, ob und wie
stark der qualitative Nachweis von B. henselae - DNA mittels PCR durch Autolyse beein-

flusst wurde.

Dazu wurden 8 ml frisches Katzenvollblut unmittelbar nach der Entnahme mit 9 x 10° KBE
hydrolysierten B. henselae vermischt. Die hydrolysierten B. henselae wurden freundlicher-
weise von Dr. Mardjan Arvand, Universitat Rostock, zur Verfligung gestellt. Das geronnene
und mit B. henselae versetzte Blut wurde in 28 Aliquots von jeweils 250 pl aufgeteilt. Da-
durch ergab sich eine Konzentration von 1,1 x 10° KBE hydrolysierter B. henselae pro ml
Blut bzw. ein Gehalt von 2,8 x 10* KBE pro aliquotierter Probe. Dieser Wert befindet sich im
Bereich der in der Literatur fur bakteriamische Katzen angegebenen Werte, die bei bis zu
10° KBE/ml liegen (O'Reilly et al. 1999). Als Negativkontrolle dienten 250 ul des Vollbluts
derselben Katze, welches unmittelbar nach der Blutabnahme abgeflllt wurde und zu keinem

Zeitpunkt in Kontakt mit B. henselae - DNA kam.

Die DNA - Praparation des ersten Aliquots (,Nullprobe®) erfolgte innerhalb der ersten Stunde
des Experiments wie in Kapitel 3.1.3 fur peripheres Blut beschrieben. Jeweils neun Aliquots
wurden bei Raumtemperatur (etwa 20 C) bzw. bei 4 ° C fir bis zu zehn Tage aufbewahrt,
drei weitere Aliquots wurden fur bis zu 10 Tage bei -20 C tiefgefroren. Die Tabelle 3.7 fasst
die unterschiedlichen Lagerungsdauern und -temperaturen dieser 21 Aliquots noch einmal

Zzusammen.
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Tabelle 3.7 Vorversuch zum Einfluss von Autolyse auf die Nachweisbarkeit von B. henselae - DNA
mittels PCR. Hier: Lagerung von 21 Aliquots Katzenblut nach Zugabe von hydrolysierten B. henselae
von 1 h bis 10 d bei -20 T bis +20 . Im Anschlus s erfolgte die Praparation der DNA und Untersu-

chung der Proben mittels nested PCR fiir das htrA-Gen wie beschrieben. In Klammern: Nummern der

Aliquots.
Lagerungsdauer +20 T 14 C -0 C
1h (1) (10)
4h ) (11)
12 h (3) (12)
24 h 4) (13) (29)
48 h (5) (14)
3d (6) (15)
4d (7) (16) (20)
6d (8) (17)
10d 9) (18) (21)

Die ubrigen sechs Aliquots Katzenvollblut, versetzt mit B. henselae - DNA, wurden einem
Wechsel von Raum- und Tiefkiihltemperatur ausgesetzt, um die Bedingungen zu simulieren,
denen ein Teil der zu beprobenden Katzen erwartungsgemaf im Vorfeld der Sektion ausge-
setzt sein wirden. Insbesondere die Tierkdrper von kleinen Haustieren werden héufig in der
einsendenden Tierarztpraxis zunachst in einer Tiefkihltruhe gelagert, um dann mehr oder
weniger gefroren zur Tierpathologie Ubersendet zu werden. Dort angekommen muss zu-
nachst das vollstédndige Auftauen des Tierkdrpers abgewartet werden, bevor die eigentliche

Sektion stattfinden kann.

Um den Einfluss dieses Einfrierens und Auftauens auf die Nachweisbarkeit von B. henselae -
DNA beurteilen zu kénnen, wurden drei Aliquots fir eine Woche eingefroren und anschlie-
Rend fUr bis zu vier Tage bei Raumtemperatur gelagert. Drei weitere Aliquots wurden zuvor
fur einen Tag bei Raumtemperatur aufbewahrt, dann eingefroren und ebenfalls fir bis zu vier
Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt. In der Tabelle 3.8 sind die unterschiedlichen Lage-

rungsbedingungen der sechs Aliquots noch einmal zusammengefasst.
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Tabelle 3.8 Vorversuch zum Einfluss von Autolyse auf die Nachweisbarkeit von B. henselae - DNA
mittels PCR. Hier: Lagerung von sechs Aliquots Katzenblut nach Zugabe von hydrolysierten B. hense-
lae fur bis zu 13 Tage im Wechsel zwischen -20 T und +20 T. AnschlieRBend erfolgte die Praparation

der DNA und Untersuchung der Probe mittels nested PCR.

Aliquot-Nr. -20 C +20C
erst dann
(22) > 8d 2> 1d
erst dann 2d
(23) > 8d >
erst dann 4d
(24) > 8d >
Aliquot-Nr. +20 C -20 C +20 C
erst dann dann 1d
(25) >  1d > 8d >
erst dann dann 2d
(26) > 1d > 8d >
erst dann dann 4d
(27) > 1d > 8d >

Bei allen Aliquots erfolgte nach Abschluss ihrer Lagerung unverziglich die Extraktion und
spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung der DNA wie fiir peripheres Blut in Kapi-
tel 3.1.3 beschrieben. Anschlie3end wurde mit 50 ng Template DNA eine nested PCR fir die
Ansatze C und D des htrA-Gens durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.2.2). Hier zeigte sich, dass bei
allen Aliquots der Versuchsanordnung aufRer der Negativkontrolle Gbereinstimmend in zwei
unabhangigen Durchlaufen B. henselae - DNA amplifizierbar war.

Schlussfolgerungen aus dem Vorversuch: Der qualitative Nachweis von B. henselae - DNA

wurde durch die teilweise oder vollstédndig ungekiihlte Lagerung des geronnenen Katzenvoll-
bluts nicht merklich beeinflusst. Selbst die Aliquots, die sechs oder sogar zehn Tage bei
Raumtemperatur gelagert wurden, wiesen noch ausreichend intakte B. henselae - DNA auf,
um einen positiven Nachweis mittels nested PCR zu ermdglichen. Auch die kombinierten
Lagerungsbedingungen aus einem Wechsel von Raum- und Tiefkiihltemperatur beeinfluss-

ten die Nachweisbarkeit von B. henselae nicht sichtlich.

3.3 Nachweis von B. henselae - Antigen im Gewebe

Alle Katzen, bei denen ein oder mehrere Gewebeproben in der PCR einen positiven Nach-
weis fur B. henselae erbrachten, wurden zusatzlich einer immunohistochemischen Untersu-
chung unterzogen. Als Untersuchungsmaterial wurden dabei formalinfixierte und in Paraffin
eingebettete Proben derjenigen Organe ausgewahlt, die bereits in der PCR positiv getestet
wurden. Katzen, bei denen B. henselae in der PCR lediglich im Blut nachgewiesen wurde,
wurden mit Leber, Milz und den mandibularen Lymphknoten in die immunhistochemische

Untersuchung einbezogen.
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3.3.1 Antikorper

Erstantikdrper: Als Erstantikdrper wurde ein affinitatschromatografisch aufgereinigtes Kanin-
chen-Immunglobulin G (IgG) verwendet, welches gegen Bartonella Adhesin A (BadA), ein
Oberflachenprotein von B. henselae, gerichtet war. Das Anti-BadA-lgG wurde freundlicher-
weise zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Volkhard Kempf, Klinikum der Johann Wolfgang
Goethe - Universitat, Frankfurt am Main. Der Erstantikdrper wurde im Verhdltnis 1:5000 mit

PBS verdinnt, dem 2 % bovines Serumalbumin zugesetzt war.

Zweitantikdrper: Als Zweitantikdrper wurde biotinyliertes Ziegen-anti-Kaninchen-IgG einge-

setzt (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Dieses wurde im Verhéltnis 1:200 mit rei-

nem PBS verdinnt.

3.3.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Untersu chung

In der Vorbereitung der immunhistochemischen Untersuchung wurden mithilfe eines Mikro-
toms (HM 335E, Microm GmbH, Walldorf) 2-3 um dicke Praparate erstellt und auf beschich-
tete Objekttrager aufgezogen (Star Frost® adhasiv, Knittel Glasbearbeitung, Braunschweig).
Anschlieend wurden die Préaparate tUber Nacht bei 37 € getrocknet und bis zu ihrer weite-

ren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden die Praparate zunachst mit Xylol entpa-
raffinisiert und in einer absteigenden Alkoholreihe gewassert. Endogene Peroxidasen wur-
den gehemmt durch eine 30-minutige Inkubation von 3 % Wasserstoffperoxid in Methanol
(beides Roth, Karlsruhe). Die Antigendemaskierung erfolgte bei 37 T in einer 0,1%igen L6-
sung von Pronase E (AppliChem GmbH, Darmstadt) in PBS fur 12 min. Anschliel3end wur-
den die Objekttrager in Coverplates montiert (Shandon Coverplate™, Thermo Fisher Scienti-
fic GmbH, Dreieich). Mit einer 20%igen Losung von Ziegennormalserum in PBS unter Zusatz
von 0,2 % bovinem Serumalbumin wurden wahrend einer Inkubationszeit von 30 min unspe-
zifische Bindungsstellen blockiert. Pro Praparat wurden dann 100 pl ErstantikGrper zugege-
ben, die Uber Nacht bei 4 T einwirkten. Am nachste n Tag wurden die Praparate mit PBS
gespilt und die unspezifischen Bindungsstellen erneut mit Ziegennormalserum und bovinem
Serumalbumin blockiert, diesmal mit einer Einwirkzeit von nur 15 min. Danach wurden die
Praparate mit je 100 pl Zweitantikorper fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Spillen wurde das ABC - Reagenz zugegeben (Vector Laboratories), welches 30
Minuten lang einwirkte. Die Sichtbarmachung der Reaktion erfolgte durch 3'3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) als Chromogen. Dazu wurden vier DAB-
Puffertabletten (Merck, Darmstadt) in 180 ml destilliertem Wasser gelést. Nach Zugabe von

16 pl 30%igem Wasserstoffperoxid wurden die Praparate fir acht Minuten in der DAB-
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Losung geféarbt. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun nach Meyer fir drei Minuten, mit
einer zehnminitigen Phase zum Blauen. Nach dem Durchlaufen einer aufsteigenden Alko-
holreihe zum Wasserentzug wurden die Priparate mit einem xylolhaltigen Medium einge-
deckt (Eindeckautomat: Leica CV3030, Nussloch). Die Konzentrationen der ab- und aufstei-

genden Alkoholreihen sind in Tabelle 3.9 dargestellt.

Tabelle 3.9. Ubersicht der absteigenden Alkoholreihe zur Entparaffinisierung und Wasserung bzw. der
aufsteigenden Alkoholreihe zur Entwasserung der Gewebeschnitte im Rahmen der immunhistologi-

schen Untersuchung. Pro Stufe wurden die Gewebsschnitte 3 min lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Absteigende Xylol Xylol 100 % 100 % 96 % 96 % 70 %
Reihe Ethanol | Ethanol | Ethanol | Ethanol Ethanol
Aufsteigende | 70 % 96 % 96 % 100 % 100 % Xylol

Reihe Ethanol | Ethanol | Ethanol | Ethanol | Ethanol

3.3.3 Kontrollen

Fur jedes untersuchte Praparat wurde ein Nachfolgeschnitt als Negativkontrolle mitgefuhrt.
Bei diesem wurde statt des anti-BadA-Antikorpers affinitdtschromatographisch aufgereinigtes
Kaninchen-IgG als Erstantikdrper verwendet, das gegen ec10r, ein equines Protein, gerichtet
war. Das Anti-ec10r-1gG wurde von der Firma Eurogentec (Belgien) hergestellit.

Praparate von einem Block formalinfixierter und in Paraffin eingebetteter Verozellen in Agar
dienten als zusatzliche Negativkontrolle, wahrend ein entsprechender Block mit B. henselae-
infizierten Verozellen die Positivkontrolle lieferte. Dazu wurden die Verozellen bei einer rela-
tiven Zentrifugalbeschleungigung von 644 x g fur 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in
500 ul verflussigten Agars mit einer Temperatur von 37 T resuspendiert. Nach dem Erstar-
ren in der Spitze eines 50 ml Falconréhrchens wurde der so gewonnene Agarkegel fir 24
Stunden in 10%igem Formalin fixiert und anschlieRend mittels eines Automaten in Paraffin
eingebettet (Tissue - Tek® VIP).

3.4 Nachweis immunsuppressiver Virusinfektionen

3.41 PCR

Geprift werden sollte, ob bei Katzen mit einer FeLV-, FIV- oder FPV - Infektion haufiger eine
B. henselae - Infektion vorliegt (Hypothese 1) und ob diese Infektion bei ihnen anders ver-
lauft, als in der Kontrollgruppe (Hypothese 2). Alle Katzen wurden mittels PCR auf diese drei
Erreger getestet. Die Zusammensetzung der Reaktionsmischungen sowie die methodischen
Ablaufe entsprachen denen der PCR zum Nachweis von B. henselae. Die Primer wurden

von der Firma biomers.net GmbH (Géttingen) hergestellt. Als Template eingesetzt wurden
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jeweils 2 pl der Proben DNA - Losung. In Tabelle 3.10 sind alle Daten zu den Primern und
Annealingtemperaturen fur die PCR - Untersuchungen auf FeLV, FIV und FPV zusammen-

gefasst.

Tabelle 3.10. Primersequenzen, Annealingtemperaturen, Amplikonposition und -lange der PCR-
Untersuchungen auf FeLV (GenBank L25632), FIV (GenBank NC.001482) und FPV (GenBank
GQ169552).

Primer Sequenz (5'-3) Position Annealing- Lange
(Start) temperatur Amplikon
[T]
FeLV
f1 (vorwarts) ttactcaagtatgttcccatg 2107 55 182 bp
rl (rickwarts) | aggtcgaactctggtcaact 2290 55
f2 (vorwarts) cttgaggccaagaacagtta | 2187 57,2 104 bp
FIV
El+ (vorwarts) ccacaatatgtagcacttgacc | 430 56 583 bp
E2-  (rickwarts) | gggtactttctggcettaaggtg | 1012 56
N4-  (rickwarts) | taatggtctgggagcatcag 678 56 249 bp
FPV
1A+ (vorwarts) | cattgggcttaccaccattt 838 55 185 bp
2- (rickwarts) | cattgggcttaccaccattt 1757 55

Nachweis von FelLV - Provirus: Zum Nachweis von FelLV wurde eine semi-nested PCR ver-

wendet, deren Zielgen die U3 Region des LTR - Abschnitts des FelLV - Provirus war. Die
ndtigen Primersequenzen wurden Publikationen von Suntz (2007) und der Arbeitsgruppe um

Jackson (Jackson et al. 1993) entnommen. Als Untersuchungsmaterial diente Knochenmark.

Nachweis von FIV - Provirus: Das Vorliegen einer FIV - Infektion wurde mittels einer semi-

nested PCR an Blut getestet. Zielsequenz war das gag-Protein Gen des FI - Virus. Die Pri-
mersequenzen nach English und Mitarbeitern (1993) wurden dabei mithilfe von Primer3 mo-
difiziert (siehe S. 26).

Nachweis einer FPV - Infektion: Das Vorliegen einer felinen Parvovirose wurde aufgrund

ihres typischen histologischen Bildes, insbesondere in Dinndarm, Knochenmark und den
lymphatischen Geweben, nachgewiesen. Zur Diagnosesicherung wurde zusatzlich eine ein-
fache PCR (35 Zyklen) durchgefiihrt, deren Primer einer Publikation von Schatzberg und

Mitarbeitern (2003) entnommen und mittels Primer3 modifiziert wurden. Zielsequenz war das
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VP2 Gen des Felinen Parvovirus. Da dieses auch fir canine Parvoviren konserviert ist, wur-
den Infektionen mit CPV 2a und 2b ebenfalls erfasst. Obwohl theoretisch denkbar ist, dass
einige der an Parvovirose erkrankten Katzen mit CPV 2a oder 2b infiziert waren, erfolgte auf
dieser Ebene keine weitere Aufschlisselung der Virusstdmme, da fir die hier untersuchte
Fragestellung nicht die Infektionserreger selbst, sondern das von ihnen verursachte Krank-
heitsbild der felinen Parvovirose als entscheidend angesehen wurde. Zur Vereinfachung der
Darstellung schlief3t der Ausdruck ,FPV - Infektion“, soweit nicht ausdricklich anders be-
zeichnet, im Folgenden sowohl Infektionen mit felinen als auch caninen Parvoviren ein, so-
fern sie bei den betroffenen Katzen die typischen Erscheinungen der felinen Parvovirose
verursachen. Als Untersuchungsmaterial fir die PCR zum Nachweis einer FPV - Infektion

dienten Knochenmark und Lymphknoten.

Kontrollen: In jedem PCR Durchgang wurden im ersten und zweiten Amplifikationsschritt
Negativkontrollen ohne Template - DNA mitgefihrt. Als Positivkontrolle fir den Nachweis
von FelLV diente 50 ng DNA aus dem Knochenmark einer Katze mit einer progressiven
FeLV - Infektion, die bereits klinisch durch einen p27-Antigen-capture ELISA diagnostiziert
worden war. Die Katze wies ein multizentrisches, malignes Lymphom auf. Im Tumorgewebe
wurde mittels immunhistochemischer Untersuchung FelLV - Antigen nachgewiesen (siehe
Kapitel 3.4.2). Als Positivkontrolle fir den Nachweis einer FIV - Infektion mittels PCR dienten
4 pg genomischer FIV - DNA aus der Zellkultur. Die DNA wurde freundlicherweise zur Verfi-
gung gestellt von Dr. Marina Meli, Vetsuisse Fakultat, Universitat Zirich. Fir den Nachweis
von FPV wurden 50 ng DNA aus den retropharyngealen Lymphknoten einer Katze als Posi-
tivkontrolle verwendet. Bei diesem Tier war eine Parvovirusinfektion pathologisch-

anatomisch und -histologisch diagnostiziert und mittels PCR verifiziert worden.

3.4.2 Nachweis von FelLV - Antigen

Zur Unterscheidung zwischen latenten und progressiven Verlaufen der festgestellten FelLV -
Infektionen wurde bei allen Katzen, bei denen ein positiver Nachweis von FeLV - Provirus im
Knochenmark vorlag, eine immunhistochemische Untersuchung des Knochenmarks auf
gp70-Antigen durchgefihrt. Das gp70-Antigen ist ein Hullprotein des Felinen Leukamievirus,
welches bei Vorliegen einer produktiven Infektion im Rahmen des progressiven Infektions-
verlaufs an der Zelloberflache infizierter Zellen exprimiert wird. Bei einem latenten Infektions-
verlauf kommt es nicht zur Transkription der proviralen DNA, ein FeLV - Antigennachweis
liefert in diesem Fall ein negatives Ergebnis.

Die Durchfuihrung der immunhistochemischen Untersuchung auf gp70 erfolgte im Ablauf
weitgehend analog zu der immunhistochemischen Untersuchung auf das BadA-Antigen von

B. henselae (siehe Kapitel 3.3.2), allerdings geschah die Antigendemaskierung hier mithilfe
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von Hitzeeinwirkung in der Mikrowelle. Dazu wurden die Praparate in einem 10 mM Citrat-
puffer (eigene Herstellung) fir 12 min in einem haushaltstiblichen Mikrowellengerat bei
560 W erhitzt. Als Erstantikbrper wurde ein monoklonaler Antikorper aus der Maus (MCA
1897, Serotec) in einer Verdinnung von 1:200 eingesetzt, als Zweitantikbrper diente biotiny-
liertes Ziege-anti-Maus-1gG (Vector Laboratories) in einer Verdiinnung von 1:200.

Fur jedes untersuchte Préaparat wurde ein Nachfolgeschnitt des gleichen Blocks als Negativ-
kontrolle mitgefuhrt. Fir die Negativkontrollen wurde eine Mischung aus gereinigten Maus-
IgG aus Pra-Immunseren in der Verdinnung 1:200 als Erstantikbrper eingesetzt (Mouse
Super Sensitive™ Negative Control, BioGenex, San Ramon, CA, USA). Als Positivkontrolle
diente ein Praparat aus Tumorgewebe der progressiv FelLV - infizierten Katze mit dem multi-
zentrischen, malignen Lymphom, deren Knochenmark auch als Positivkontrolle fur die PCR

genutzt wurde.

3.5 Zusammenhang zwischen interstitieller Nephritis und einer
B. henselae - Infektion

Die lymphoplasmazellulare, interstitielle Nephritis wurde als mdgliche Indikatorerkrankung
zur Unterstitzung der Hypothese 2 herangezogen, da sie vergleichsweise haufig auftritt und
experimentell bei chronischer Bartonellose beobachtet wurde (Kordick et al. 1999). Zudem
beobachteten Glaus und Mitarbeiter (1997), ein gehauftes Auftreten von Harnwegserkran-
kungen bei B. henselae - seropositiven Katzen. Im Rahmen der vollstandigen pathologisch-
anatomischen und -histologischen Untersuchung wurde das Vorliegen einer lymphoplasma-
zellularen, interstitiellen Nephritis rein qualitativ anhand Hamatoxylin und Eosin gefarbter,
histologischer Praparate beurteilt und anschlieRend mittels Kreuztabellen und dem zweiseiti-

gen, exakten Test nach Fisher ausgewertet.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten aus dem in Kapitel 3.1 bis 3.5 beschriebenen pro-
spektiven Teil der vorliegenden Arbeit geschah mithilfe folgender Programme: Die Berech-
nung von Haufigkeiten sowie die Erstellung von 2 x 2 Kontingenztafeln (Kreuztabellen) wur-
de mit SPSS 16.0 durchgefuhrt. Anhand der Kreuztabellen wurden zweiseitige (two-tailed),
exakte Tests nach Fisher bzw. Chi Quadrat Tests durchgefiihrt. Fir beide Testarten wurde
ein Signifikanzniveau von p < 0,05 zugrunde gelegt. Die zweiseitigen, exakten Tests nach
Fisher wurden von der Internetsoftware langsrud.com berechnet®, die Berechnung der Chi
Quadrat Tests erfolgte mit SPSS 16.0. Weiterhin wurde eine loglineare Regression (Modell

Poisson) der drei Parameter B. henselae - Infektion vs. FeLV - Infektion vs. Parvovirusinfek-

% www.langsrud.com/stat/Fishertest.htm
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tion mit SPSS 16.0 berechnet. Abschlie3end wurden 95%-Konfidenzintervalle fir die in der
vorliegenden Studie ermittelten Haufigkeiten der untersuchten Infektionskrankheiten mit Bi-
AS ™ fiir Windows bestimmt und die dazugehdrige Grafik mit SPSS 16.0 erstellt.

3.7 Zusammenhang zwischen Peliosis hepatis und eine  r
B. henselae - Infektion

Neben der lymphoplasmazelluléaren, interstitiellen Nephritis wurde auch Peliosis hepatis als
madgliche Indikatorerkrankung zur Unterstitzung der Hypothese 2 herangezogen. Diese Er-
krankung kommt bei Katzen nicht selten vor, doch Untersuchungen Uber einen kausalen
Zusammenhang mit B. henselae und/oder mit einer Immunsuppression fehlten bisher. Ob
ein solcher Zusammenhang vorlag, sollte in diesem retrospektiven Teil der vorliegenden Ar-
beit in zwei Schritten geprift werden. Zunéchst wurde mittels PCR und immunhistochemi-
scher Untersuchung geprift, ob B. henselae bei Katzen mit Peliosis hepatis, wie bei Mensch
und Hund beschrieben, im betroffenen Lebergewebe nachweisbar waren. Im Falle positiver
Ergebnisse sollte das Vorliegen immunsuppressiver Erkrankungen aller Katzen mit Peliosis
hepatis ermittelt und mégliche statistische Zusammenhéange mittels Kontingenztafeln darge-
stellt werden. Aufgrund ihres retrospektiven Ansatzes konnten in dieser Teiluntersuchung im
Allgemeinen lediglich Hinweise auf das Vorliegen mdglicher immunsuppressiver Zustande
erhoben werden, nicht jedoch der Status der Katzen im Hinblick auf eine FeLV-, FIV-, oder
FPV - Infektion.

3.7.1 Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten Gewebeproben von 26 Katzen mit Peliosis hepatis. Die
Gewebeproben stammten jeweils zur Halfte aus dem Institut fir Tierpathologie der Freien
Universitat Berlin und dem Institut fir Veterindrpathologie der Universitat Zurich. Es handelte
sich um formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes Material aus den Jahren 1998 bis 2008.
Die vollstandigen Sektionsberichte zu diesen Katzen wurden den Sektionstagebiichern der
beiden Institute enthommen und in Bezug auf Sighalement, Todesursachen und mégliche

immunsuppressive Krankheitsgeschehen ausgewertet.

3.7.2 DNA - Extraktion aus paraffineingebettetem Le  bergewebe

Von jeder Katze wurde ein Paraffinblock mit Lebergewebe ausgewahlt, in dem die kaverno-
sen Lasionen der Peliosis hepatis besonders stark ausgepragt waren. Von jedem der Blocke
wurden drei 5 um dicke Schnitte in einem 1,5 ml Reaktionsgefald (Sarstedt, Nimbrecht) ent-
paraffinisiert. Den Schnitten wurde dafiir zunachst 1 ml Xylol zugegeben. Anschliel3end wur-
den sie kréftig gevortext und flr 1 min bei 17982 x g zentrifugiert. Nach der Abnahme des

Uberstands wurde der Vorgang einmal mit Xylol und zwei weitere Male mit 100%igem, ver-
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gélltem Ethanol wiederholt. Eventuell vorhandene Reste von Alkohol verdampften wahrend
der anschlieBenden 20-mindtigen Inkubation der gedffneten Reaktionsgefal3e bei 37 . Das
trockene Pellet wurde nun in 200 pl Tissue lysis Puffer ATL (Qiagen) unter Zugabe von 20 pl
Proteinase K (Qiagen) resuspendiert und bis zur vollstandigen Lyse bei 56 € und 1400 rpm
in einem Schuttelblock inkubiert. Die weitere Vorgehensweise fir die DNA-Extraktion ent-

sprach in allen Punkten der bereits fur tiefgekiihlte Gewebeproben beschriebenen Methode.

3.7.3 Nachweis des htrA-Gens

AnschlieRend wurde eine nested PCR mit den Ansatzen C und D fir das htrA-Gen von
B. henselae durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Reaktionsmischung sowie die Pro-
grammierung der Thermocycler entsprachen dem Vorgehen fir tiefgekihlte Gewebeproben
(siehe Kapitel 3.2.2). Pro Probe wurden im ersten Amplifikationsschritt 900 ng Template-
DNA eingesetzt. Um eine Hemmung der PCR durch die hohe Konzentration an Template-
DNA auszuschlieRen, wurde jeder PCR-Ansatz nach Zugabe von Reaktionsmischung und
Template - DNA in zwei Aliquots zu je 25 pl aufgeteilt. Eine Halfte der Aliquots wurde nun mit
50 ng DNA aus hydrolysierten B. henselae bestiickt, anschlieRend durchliefen alle Aliquots
die Amplifikation wie bereits beschrieben. Nur Proben, bei denen das mit B. henselae - DNA
versetzte Kontrollaliquot eine positive Bande zeigte, wurden in die Auswertung aufgenom-

men.

3.7.4 Nachweis des pap31-Gens

Die Ergebnisse der htrA-PCR wurden mit einer weiteren B. henselae - spezifischen PCR
bestétigt. Zielsequenz dieser PCR war ein 277 bp grof3es Fragment des Gens fur pap31
(GenBank Nr. AF001274), ein Oberflachenprotein von B. henselae, dem eine bedeutende
Rolle in der Erreger-Wirt-Interaktion zugeschrieben wird (Dabo et al. 2006). Die Primer wur-
den einer Publikation von Zeaiter und Mitarbeitern entnommen (Zeaiter et al. 2002). Die Re-
aktionsmischung dieser PCR unterschied sich in ihrer Zusammensetzung nur in der Menge
der eingesetzten Primer (12,5 pmol statt 100 pmol) und der Magnesiummenge (50 mmol
statt 100 mmol) von der Reaktionsmischung fiir den Nachweis des htrA-Gens. Die Annea-
lingtemperatur der pap31-PCR (35 Zyklen) lag bei 54 C. Die Tabelle 3.11 gibt die Sequen-

zen und Basenpositionen der fur den Nachweis von pap31 genutzten Primer wieder.

Tabelle 3.11 Primersequenzen und -positionen fir die PCR-Untersuchung auf das pap31-Gen von
B. henselae (GenBank Nr. AF001274).

Primer Sequenz (5'-3) Position (Start)
papl (vorwarts) ttctaggagttgaaaccgat 437
pap2 (ruckwarts) gaaacaccaccagcaacata 713
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3.7.5 Nachweis von felinem EF1l-alpha

Um fixations- und alterungsbedingte negative Einflusse auf die Amplifizierbarkeit der aus den
Paraffinblécken gewonnenen DNA auszuschlieBen, wurde von jeder Leberprobe zusatzlich
eine PCR fir felines EF1-alpha (GenBank Nr. AY712790) durchgefihrt. EF1-alpha, ein Hou-
sekeeping Gen, kommt in jeder Korperzelle vor und war daher in grof3er Menge in dem Pro-
benmaterial enthalten. Die Primer fir felines EF1-alpha wurden mithilfe der Primer3 Software
entworfen (siehe S. 26). Sie amplifizierten ein Fragment, welches mit nur 68 bp Lange ahn-
lich grol3 war wie die Ampflikate der nested PCR fiur das htrA-Gen. Mit Ausnahme der ge-
wahlten Primer entsprachen das PCR-Protokoll und die Reaktionsmischung der PCR fir
EF1-alpha (35 Zyklen) denen des zweiten Schritts der htrA-Ansétze, bei einer Template -
DNA Menge von 900 ng und einer Annealingtemperatur von 61 C. In Tabelle 3.12 sind die
Sequenzen und Basenpositionen der fur den Nachweis von felinem EF1-alpha verwendeten

Primer dargestellt.

Tabelle 3.12 Sequenzen und Basenpositionen der Primer fir den PCR-Nachweis von felinem EF1-
alpha (GenBank Nr. AY712790).

Primer Sequenz (5'-3) Position (Start)
EFla+ (vorwarts) caaaaatgacccaccaatgg 1007
EFla - (rickwarts) ggcctggatggttcaggata 1074

3.7.6 Immunhistochemische Untersuchung auf BadA-Ant igen

Die immunhistochemische Untersuchung der Lebern mit Peliosis hepatis auf B. henselae -
Adhesin A wurde wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Als Erstantikdrper wurde
BadA-spezifisches, aufgereinigtes Kaninchen-IgG in einer Verdinnung von 1:5000 einge-
setzt. Nachfolgeschnitte des gleichen Paraffinblocks wurden als Negativkontrollen fur jedes
Praparat mit anti-ec10r-Kaninchen-lgG in der selben Verdinnung inkubiert. Biotinyliertes
Ziege-anti-Kaninchen-IgG (Vector Laboratories) diente als Zweitantikdrper in einer Verdin-
nung von 1:200. Als Positivkontrolle wurden humane Lymphknotenpraparate von Patienten
mit Katzenkratzkrankheit verwendet, in denen B. henselae - DNA bereits mittels PCR nach-
gewiesen worden war. Die Lymphknotenpréaparate wurden freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dr. Christoph Thorns, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck.
Zusétzlich wurden die bereits beschriebenen Paraffinpraparate von B. henselae - infizierten,
in Agar eingebetteten Verozellen als Positiv- bzw. Préparate von nichtinfizierten Verozellen

als Negativkontrolle mitgefiihrt.
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4.1 Sektionsbefunde

Die 142 untersuchten Katzen umfassten 70 méannliche und 72 weibliche Tiere. Zwischen
kastrierten und unkastrierten Tieren wurde dabei nicht unterschieden. Die Katzen waren zwi-
schen zwei Wochen und 18 Jahre alt, mit einem mittleren Alter von 48 Monaten und einem
medianen Alter von zwolf Monaten. Von vier Katzen (2,8 %) war das Alter nicht bekannt. Fur
die statistische Auswertung wurden zwei Altersgruppen gebildet. Eine Altersgruppe umfasste
die bis zu zwoéIf Monate alten Katzen (71 Tiere, 50 %), die zweite Altersgruppe beinhaltete
die 67 Katzen (47,2 %), die alter als zwolf Monate waren. In der Sektion und nachfolgenden
histologischen Untersuchung ergaben sich zunéchst keine nennenswerten Unterschiede in
den pathologischen Bildern der FelLV-, FIV- oder FPV - infizierten Katzen mit oder ohne
B. henselae - Infektion. Die Hauptbefunde der Sektion sowie die Daten zu vorliegenden In-
fektionen mit FeLV, FIV oder FPV sind in der Tabelle 4.2 fir alle B. henselae - positiven Kat-

zen zusammengefasst.
4.2 Nachweils einer Infektion mit B. henselae

4.2.1 Nachweis mittels nested PCR

Bei elf von 142 Katzen war der Nachweis von B. henselae - DNA in einer oder mehreren
Gewebeproben erfolgreich. Dieses Ergebnis war in jedem der insgesamt drei verschiedenen
nested PCR-Ansétze (zweimal htrA-Gen, einmal gltA-Gen) identisch und konstant reprodu-
zierbar. Daraus ergibt sich ein Anteil von 7,7 % B. henselae - infizierten Katzen in der ge-
samten Stichprobe. Mithilfe von BIAS™ fur Windows wurde, ausgehend von dem Schatzwert
7,7 %, ein 95%-Konfidenzintervall mit einer Untergrenze von 4,4 % und einer Obergrenze
von 14.3 % ermittelt. In einer friheren Studie einer anderen Arbeitsgruppe (Arvand et al.
2001) ergab sich fur eine Stichprobe von Katzen aus demselben Tierheim ein Schatzwert
von 18,7 % mit einer Obergrenze von 28,0 % und einer Untergrenze von 11,5 % fir das
95%-Konfidenzintervall. Die Uberschneidung der 95%-Konfidenzintervalle fir die in der vor-
liegenden Studie ermittelten und der von Arvand und Mitarbeitern gefundenen Pravalenz von
B. henselae ist in Abbildung 4.1 graphisch dargestellit.

Am haufigsten wurde B. henselae - DNA in Blutproben nachgewiesen (acht der elf Katzen),
gefolgt von den Tonsillen (drei Katzen) und den poplitealen Lymphknoten (drei Katzen). Bei
zwei Katzen wurde B. henselae in der Milz nachgewiesen und bei je einer Katze in den man-
dibularen bzw. den retropharyngealen Lymphknoten oder im Knochenmark. Von den acht

Katzen, die eine Bakteriamie zeigten, liel3 sich der Erreger nur bei zwei Katzen auch in
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anderen Gewebeproben nachweisen. Lediglich bei drei Katzen war B. henselae tUberhaupt in
mehr als einem Probengewebe (inklusive Blut) nachzuweisen. Statistisch bestand bei den
Katzen kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer B. henselae — Infektion und Ge-
schlecht (p = 0,126) bzw. Alter (p = 0,392), wie mithilfe des zweiseitigen, exakten Tests nach

Fisher ermittelt wurde.

95% - Konfidenzinterval der Prévalenzen

0,307

0,207

0,107

Obergrenze - Schatzwert - Untergrenze

0,00 | |
Arvand et al 1996 Ergebnis der vorliegenden Arbeit

Abb. 4.1 Darstellung der 95%-Konfidenzintervalle der ermittelten und in der Literatur beschriebenen

Pravalenzen fir B. henselae - Infektionen bei Tierheimkatzen in Berlin.

4.2.2 Nachweis mittels immunhistochemischer Untersu chung

Nur drei der elf in der PCR positiv auf B. henselae getesteten Katzen (Nr. 1, 3 und 5 in der
Tabelle 4.2) wurden auch positiv auf B. henselae - Antigen getestet. Dies entspricht, bezo-
gen auf die gesamte Stichprobe, einer Pravalenz von 2,1 %, statt des in der PCR ermittelten
Werts von 7,7 %. Damit erwies sich der immunhistochemische Nachweis einer B. henselae -

Infektion als deutlich weniger empfindlich als die nested PCR.

Die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung erfolgte rein qualitativ. Ein fein-
granuliertes bis konfluierendes, zytoplasmatisches Signal wurde als positiver Befund gewer-
tet. Bei den immunhistochemisch positiv auf B. henselae getesteten Tieren wurde das BadA-
Antigen durchweg in vereinzelten, histiozytaren Zellen in lymphatischen Geweben nachge-
wiesen, und zwar in den poplitealen Lymphknoten (Katze Nr. 1 in der Tabelle 4.2), der Milz

(Katze Nr. 5) sowie in Tonsillen und Milz (Katze Nr. 3). Die Katze Nr. 4, bei der B. henselae -
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DNA mittels PCR in den Tonsillen nachgewiesen wurde, war in der immunhistochemischen
Untersuchung negativ. Auch die sechs Katzen mit einer B. henselae - Bakteridmie waren im

immunhistochemischen Nachweis (Leber, Milz, Mandibularlymphknoten) negativ.

4.3 Nachweis von Infektionen mit FeLV, FIV und FPV

Alle Katzen in der vorliegenden Studie wurden auf eine Infektion mit den drei wichtigsten
Viren getestet, die bei Katzen eine Immunsuppression verursachen kénnen: FelLV, FIV und
FPV.

4.3.1 FelV - Infektion

Bei sechs von 142 Katzen (4,2 %) wurde in einem ersten Untersuchungsschritt FeLV - Provi-
rus mittels semi-nested PCR im Knochenmark nachgewiesen. Vier dieser Katzen (Nr. 1, 2, 6
und 7 in der Tabelle 4.2) waren gleichzeitig mit B. henselae infiziert, wobei bakterielle DNA
bei Ihnen in Blut und / oder Lymphknoten bzw.Tonsillen nachgewiesen wurde (siehe Tabelle
4.2). Fur die 2 x 2 Kontingenztafel FeLV- vs. B. henselae - Infektion ergab der zweiseitige,
exakte Test nach Fisher einen Wert von p = 0,00028. Dieser Wert liegt erheblich unterhalb

des in der vorliegenden Arbeit definierten Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Um bei den sechs FelLV - infizierten Katzen zwischen latenten und progressiven FeLV - Ver-
laufsformen differenzieren zu kénnen, wurden Knochenmark, Milz und mandibulare Lymph-
knoten dieser Tiere in einem zweiten Schritt auf das FeLV-Hullprotein gp70 immunhistoche-
misch untersucht. Vier Katzen (2,8 %, bezogen auf die ganze Stichprobe) erwiesen sich als
latent mit FeLV infiziert: bei ihnen wurde zwar FelLV - Provirus im Knochenmark nachgewie-
sen, aber kein gp70-Antigen. Zwei der 142 Katzen (1,4 %) zeigten eine progressive FelLV-
Infektion, hier waren sowohl Provirusnachweis als auch gp70-Antigennachweis positiv. Drei
der vier Katzen mit einer latenten FelLV - Infektion wiesen gleichzeitig eine Infektion mit
B. henselae auf (Katzen Nr. 1, 2 und 6), aber nur eine der beiden Katzen mit einer progressi-
ven FelLV - Infektion (Katze Nr. 7).

4.3.2 FIV - Infektion

Von insgesamt 20 Katzen lag keine verwertbare Blutprobe vor. Da Blut das geeignetste Ge-
webe fur den Nachweis einer FIV - Infektion mittels PCR darstellt, wurde bei den 20 Tieren
ohne verwertbare Blutprobe auf eine Erhebung des FIV - Status verzichtet. Um die Ergeb-
nisse der Untersuchung nicht zu verzerren, gingen die fehlenden Werte nicht in die statisti-
sche Auswertung ein. Vier (3,3 %) der 122 Katzen, deren Blut untersucht wurde, erwiesen
sich in der PCR als FIV - infiziert. Keine der FIV - positiven Katzen war gleichzeitig mit

B. henselae infiziert, die beiden Merkmale FIV- und B. henselae - Infektion waren also
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voneinander unabhéngig (p = 1). Ein Zusammenhang zwischen vermehrten klinischen Er-
scheinungen bei gleichzeitiger FIV - und B. henselae - Infektion, wie von einer anderen Ar-
beitsgruppe beschrieben, konnte damit weder bestéatigt noch widerlegt werden (Ueno et al.
1996). Eine der vier FIV - positiven Katzen befand sich in der ersten Phase der Infektion,
dem Lymphadenopathie - Stadium. Sie zeigte pathologisch-anatomisch und -histologisch
eine massive, generalisierte, follikulare und parafollikulare Hyperplasie der lymphatischen
Gewebe, welche laut Vorbericht bereits seit mehreren Wochen bestand. Die drei weiteren
FIV - infizierten Katzen befanden sich offenbar in der zweiten, asymptomatischen Phase der
Infektion, da sie weder Anzeichen einer Lymphadenopathie noch der sekundéaren und oppor-
tunistischen Infektionen zeigten, welche die dritte, terminale Phase einer FIV - Infektion

kennzeichnen.

4.3.3 FPV - Infektion

Mittels histologischer Untersuchung und PCR wurde bei 62 von 142 Katzen eine Parvoviru-
sinfektion diagnostiziert (43,7 %). Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen deck-
ten sich dabei zu 100 % mit den Ergebnissen der PCR auf FPV.

Nur vier der 62 Katzen mit einer Parvovirusinfektion waren gleichzeitig mit B. henselae infi-
Ziert. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer FPV - Infektion und einer

Infektion mit B. henselae (p = 0,756).

4.3.4 Statistische Auswertung mittels log-linearer Regression

Die Kombination der drei Merkmale B. henselae - Infektion, FeLV - Infektion und FPV - Infek-
tion bei den Katzen wurde mithilfe einer log-linearen Regression nach dem Modell Poisson
ausgewertet. Dabei wurden standardisierte Residualwerte nach Pearson fir alle mdglichen
Kombinationen dieser Merkmale gebildet. Standardisierte Residuen > 2 wurden als auffallig
betrachtet. FlUr die Kombination aus einem positiven Ergebnis fur B. henselae und FeLV und
einem negativen Ergebnis fir FPV ergab sich ein standardisierter Residualwert von

sr = 5,351. Dies entspricht einer tberzufalligen Haufung dieser Kombination. Die Nullhypo-
these, diese drei Merkmale seien voneinander unabhangig, kann somit abgelehnt und der
statistisch signifikante Zusammenhang zwischen einer B. henselae - und einer FelLV - Infek-

tion auch mit diesem zusatzlichen statistischen Verfahren eindeutig belegt werden.

4.4 Zusammenhang zwischen interstitieller Nephritis und einer
B. henselae - Infektion

Lymphoplasmazellulare, interstitielle Nephritis gehért zu den Lasionen, die im Zusammen-
hang mit chronischer feliner Bartonellose beschrieben wurden (Kordick et al. 1999). In der

vorliegenden Arbeit bestand jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
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interstitieller Nephritis und einer B. henselae - Infektion. Von den 142 untersuchten Katzen
zeigten 36 (25,4 %) eine lymphoplasmazellulére, interstitielle Nephritis, doch nur bei finf
dieser 36 Tiere wurde B. henselae - DNA in Blut oder inneren Organen nachgewiesen. Be-
zogen auf die ganze Stichprobe von 142 Katzen waren die beiden Merkmale ,interstitielle
Nephritis liegt vor* und ,B. henselae - Infektion liegt vor* im exakten Test nach Fisher von-
einander unabhangig (p = 0,111). Auch fur die Gruppen der FeLV-, oder FPV - infizierten
Katzen konnte mittels Chi Quadrat - Test kein Zusammenhang zwischen einer B. henselae -
Infektion und interstitieller Nephritis dargestellt werden (p = 0,540 bzw. p = 0,561). Da sich in
der Gruppe der FIV - infizierten Katzen keine B. henselae - positiven Tiere befanden, war in
dieser Gruppe die Unabhangigkeit von B. henselae - Infektion und interstitieller Nephritis
bereits gegeben. In der Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der statistischen Tests fur die Unter-
suchung eines Zusammenhangs zwischen interstitieller Nephritis und B. henselae - Infektion

fur die einzelnen Gruppen noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 4.1 Untersuchung der Unabhangigkeit von interstitieller Nephritis und B. henselae - Infektion
bei FeLV- und FPV - infizierten Katzen sowie in der gesamten Stichprobe;
a) Exakter Test nach Fisher, b) Chi Quadrat - Test

Untersuchte Gruppe Ergebnis des statistischen
Tests

Gesamte Stichprobe (n=142) p=0,1119

FelLV - positive Katzen (latent + progressiv infiziert) p=0,540"

FPV - positive Katzen p=0.561"

Zusammenfassend ergaben sich keine Hinweise auf eine Eignung der lymphoplasmazellul-

ren, interstitiellen Nephritis als Indikatorerkrankung zur Unterstitzung der Hypothese 2.
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Zusammenhang zwischen Peliosis hepatis und einer B. henselae -
Infektion

Auswertung der Sektionsbefunde: Von den 26 Katzen mit Peliosis hepatis waren 14 mann-

lich und zwolf weiblich. Die Tiere waren zwischen zwei und 20 Jahre alt, mit einem medianen
Alter von 15 Jahren. Sechs Katzen waren aufgrund einer hypertrophen Kardiomyopathie
verendet bzw. euthanasiert worden. Bei sechs Tieren stellten maligne Neoplasien den
Hauptbefund der Sektion dar. Zwei weitere Katzen litten an einer Kombination aus hypertro-
pher Kardiomyopathie und Tumorerkrankung. Vier Katzen zeigten mehr oder weniger aus-
gedehnte eitrige bis nekrotisierende Entziindungsgeschehen (Bronchopneumonie, Gingivitis,
Hepatitis), eine Katze litt an Feliner infektiéser Peritonitis und drei Katzen waren aufgrund
einer Ruptur der peliotischen Zysten in der Leber in die Bauchhdhle hinein verblutet. Zwei
weitere Tiere waren an Herz-Kreislauf-Versagen mit unklarer Ursache verendet. Von einer
Katze lagen keinerlei Daten vor. Keine der 26 Katzen wies eine feline Parvovirose auf. Eine
Erhebung des FIV - und FelLV - Status der Tiere war aufgrund des sehr eingeschrankten
verfligbaren Probenspektrums in diesem retrospektiv ausgelegten Teil der Studie nicht mdg-
lich. Weitere Krankheitszustande, die mit einer Immunsuppression einhergehen kénnen, bei-

spielsweise Kachexie, wurden bei keinem Tier diagnostiziert.

Nachweis einer B. henselae - Infektion: In keiner der Lebergewebeproben der 26 Katzen mit

Peliosis hepatis liel3 sich B. henselae - DNA mittels nested PCR fir das htrA-Gen oder einfa-
cher PCR fiur das pap31-Gen nachweisen. Dagegen erbrachte eine einfache PCR zum
Nachweis von felinem EF1-alpha mit einer ahnlichen Amplikonlange, wie die der gesuchten
Produkte, bei allen 26 Proben ein positives Ergebnis (Abb. 4.2). Auch die Kontrollaliquots
jedes Probenansatzes, die zusatzlich mit 50 ng B. henselae - DNA versehen wurden, zeigten

positive Banden trotz des Einsatzes von 900 ng Template-DNA.

—

34 5 6 78 9101112131415 1617 1819 20212223242526 i
B. hemeiae
Ansatz C @b
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93 bp

DR~ = —eneegeeegg) -~ ==xeegee=ay 68 bp

Abb. 4.2 Darstellung der PCR-Ergebnisse der Untersuchung von 26 Lebern mit Peliosis hepatis auf
B. henselae - DNA und felines EF-1a nach Gelelektrophorese der Amplifikate. PC 1/2 = Positiv-

kontrollen des ersten bzw. zweiten Amplifkationsschritts, NC 1 / 2 = Negativkontrollen.
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In keiner der Lebergewebeproben der 26 untersuchten Katzen mit Peliosis hepatis wurde
B. henselae - Antigen immunhistochemisch nachgewiesen. Dagegen zeigten sowohl die als
Positivkontrollen mitgefihrten Lymphknotenpraparate von Patienten mit Katzenkratzkrank-
heit kraftige, zytoplasmatische Signale, als auch die formalinfixierten, in Paraffin eingebette-

ten B. henselae - infizierten Verozellen in Agar.
Da in keiner der untersuchten Gewebeproben mit Peliosis hepatis B. henselae - DNA oder

-Antigen nachgewiesen wurde, wurde auf eine statistische Auswertung der Ergebnisse die-

ses Teils der Untersuchung verzichtet.
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5 Diskussion

Aus der Humanmedizin ist bekannt, dass eine Infektion mit B. henselae je nach Immunstatus
der Patienten sehr unterschiedlich verlaufen kann. Immunkompetente Patienten erkranken
meist an der relativ harmlosen Katzenkratzkrankheit, einer regiondren Lymphadenopathie
nach Biss- oder Kratzverletzung durch eine infizierte Katze, welche von selbst wieder aus-
heilt. Immunsupprimierte, beispielsweise HIV-positive Patienten erkranken dagegen ver-
mehrt an schweren, systemischen Verlaufen der Katzenkratzkrankheit. Zudem kénnen diese
Patienten lebensgefahrliche Blutgefal3proliferationen in der Haut und in den inneren Organen
entwickeln. Ob ein solcher vom Immunstatus abhéngiger, unterschiedlicher Verlauf auch fir
die feline Bartonellose zutrifft, ist dagegen nicht bekannt. Auch liegen nur sehr wenige Daten
vor, aus denen bei Katzen mdgliche Einflisse immunsuppressiver Koinfektionen auf eine
natirlich erworbene B. henselae - Infektion abgeleitet werden kdnnen, da sich die Mehrzahl
der vorhandenen Studien auf experimentelle Infektionen bei Laborkatzen stiitzt.

Die vorliegende Arbeit hatte daher zum Ziel, systematisch Pravalenz und Verlauf einer nattir-
lich erworbenen B. henselae - Infektion bei Katzen mit immunsuppressiven Virusinfektionen
zu untersuchen und zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurde eine Katzenpopulation
untersucht, von der aus einer frlheren Studie eine hohe B. henselae - Pravalenz bekannt
war (Arvand et al. 2001) und in der auch mit dem gehéauften Auftreten immunsuppressiver
Virusinfektionen gerechnet werden konnte. Dabei stitzte sich die Untersuchung auf die drei
wichtigsten Viren, die bei Katzen eine Immunsuppression bewirken kénnen: FelLV, FIV und
FPV.

Zunachst wurde die Hypothese 1 geprift, Katzen mit FeLV-, FIV- oder FPV - Infektionen
seien haufiger mit B. henselae infiziert, als Katzen ohne diese Virusinfektionen. Diese Hypo-
these konnte lediglich flr FeLV unterstitzt werden. Katzen mit einer FeLV-Infektion waren
signifikant haufiger mit B. henselae infiziert, als Katzen ohne FelLV - Infektion (p = 0,00028).
Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der beiden Studien anderer Arbeitsgruppen,
die sich in der Vergangenheit mit einem mdglichen Zusammenhang zwischen FeLV, FIV und
B. henselae beschéftigt haben: Weder in der Studie von Glaus und Mitarbeitern (1997) noch
in der Arbeit von Ueno und Kollegen (1996) waren FeLV - positive Katzen signifikant haufiger
mit B. henselae infiziert, als die FeLV - negativen Kontrollen. Allerdings erfolgte die Untersu-
chung auf FelLV in den beiden genannten Studien mittels p27-Antigen-capture ELISA an-
hand von Blut, wodurch nur progressive Verlaufsformen einer FelLV - Infektionen erfasst
wurden. Im Falle der vorliegenden Arbeit wurden jedoch durch den Nachweis von FelLV -
Provirus im Knochenmark auch latente Infektionen erfasst.

Uberraschenderweise zeigten drei der vier Katzen, die sowohl mit FeLV als auch mit

B. henselae infiziert waren, eine latente FeLV - Infektion.
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Dieses Ergebnis ist aus zwei Griinden bemerkenswert: Einerseits bedeutet es, dass die auf
das Vorliegen einer tatsachlichen Immunsuppression gestiitzte urspriingliche Arbeitshypo-
these 1 (siehe Kapitel 2.7) damit nicht unterstiitzt werden kann, da latente FelLV - Infektionen
im Unterschied zu progressiven Infektionen in der Regel keine Immunsuppression verursa-
chen. Zum anderen konnte dieses Ergebnis dazu beitragen, die bis heute ungeklarte Klini-
sche Bedeutung latenter FeLV - Infektionen zu erhellen. Obwohl es erste Hinweise auf einen
Zusammenhang mit verschiedenen bakteriellen und parasitaren Infektionskrankheiten gibt
(Suntz 2007), wird in Bezug auf die klinische Bedeutung einer latenten FeLV - Infektion meist
nur die Mdglichkeit einer Reaktivierung und des damit verbundenen Infektionsrisikos anderer

im Haushalt lebender Katzen angefuhrt (Pacitti 1987).

Wie erklart sich also die beobachtete Korrelation zwischen FeLV - und B. henselae - Infekti-
on, wenn nicht durch eine Immunsuppression? Gibt es Gemeinsamkeiten in der Pathogene-
se der beiden Infektionskrankheiten, die einen solchen Zusammenhang erklaren kénnten?

Ja, solche Gemeinsamkeiten gibt es.

Zunichst der Ubertragungsweg: B. henselae wird durch Fléhe von Katze zu Katze iibertra-
gen (Chomel et al. 1996). Auch fur FelLV, das in der Regel durch den direkten Kontakt mit
infizierten Korperfliissigkeiten oder Kérperausscheidungen tibertragen wird, ist eine Ubertra-
gung durch Fléhe inzwischen bewiesen (Vobis et al. 2003).

In der Pathogenese der beiden Infektionskrankheiten bestehen ebenfalls Parallelen.
B. henselae infiziert pluripotente Stammzellen (CD34 - positive, hAmatopoetische Vorlaufer-
zellen) und gelangt infolge deren Differenzierung in die Erythrozyten des Wirts. Dabei Uber-
steht der Erreger nicht nur die verschiedenen Differenzierungsschritte der Erythropoese,
sondern vermehrt sich wahrend dieser Zeit auch intrazellular. Fir humane hamatopoetische
Vorlauferzellen wurde dieser Zusammenhang in vitro durch Mandle und Mitarbeiter (2005)
gezeigt. Ausgereifte menschliche Erythrozyten kénnen von B. henselae dagegen nicht infi-
ziert werden. Mandle und Mitarbeiter fihren diese Beobachtung auf die den ausgereiften
Erythrozyten fehlende Expression von CD29 (Betal-Integrin) zurtick, einem Oberflachenpro-
tein, welches von hamatopoetischen Vorlauferzellen in groRer Menge exprimiert wird.

Fur Katzen ist zwar bekannt, dass B. henselae direkt in die roten Blutkérperchen eindringen
kann (Mehok et al. 1998), allerdings geschieht die Invasion sehr langsam und erscheint ins-
gesamt nicht effizient genug, um die hohe Zahl intraerythrozytarer Bartonellen zu erkléren,
die bei bakteridmischen Katzen beobachtet werden (Rolain et al. 2001). Der Widerspruch
zwischen ineffizienter Invasion einerseits und hoher Zahl intraerythrozytarer B. henselae
andererseits konnte durch eine Infektion hamatopoetischer Vorlauferzellen der Katzen, ana-

log zu den Erkenntnissen bei Menschen, erklart werden. In der Diskussion um die Primarni-
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sche einer B. henselae - Infektion ware dies gleichzeitig einen Hinweis zugunsten der hdma-
topoetischen Stammzellen als moéglicher Primarnische. Erste Anhaltspunkte, die diese An-
nahmen stitzen, finden sich in der vorliegenden Studie durch den Nachweis von B. hense-
lae - DNA im Knochenmark einer Katze (Nr. 5 in der Tabelle 4.2). Eine genauere Bestim-

mung von Art und Differenzierungsgrad der infizierten Zellen erfolgte aber nicht.

Nicht nur B. henselae, sondern auch FeLV kann Knochenmarksstammzellen infizieren. Feli-
ne Leukamieviren vom Stamm C (FeLV-C) hemmen dabei Uber eine FelLV-C-Zellober-
flachenrezeptor (FLVCR) vermittelte Hamintoxizitat gezielt Vorlauferzellen der Erythropoese
und verursachen aplastische Anamien bei den betroffenen Katzen (Abkowitz et al. 1987;
Quigley et al. 2004). Der FLVC - Rezeptor ist ein Transporterprotein an der Zelloberflache,
welches Hamin aus dem Zytoplasma exportiert. Bei den erythroiden Vorlauferzellen im Sta-
dium colony-forming units-erythroid (CFU-E) ist FLVCR besonders stark exprimiert. Wird er
gehemmt, kommt es zu einer intrazellularen Haminanhaufung und die Zelle geht zugrunde.
Aber auch FelLV-A, der haufigste Virustyp bei natirlichen FeLV - Infektionen, zeigt einen
Tropismus zu hamatopoetischen Vorlauferzellen. In einer Studie von Dean und Mitarbeitern
(1992), die FeLV-A mit einem Andmie-induzierenden FelLV-C verglichen, waren acht Tage
nach einer experimentellen Infektion beide Virustypen in rund 58 % der erythroiden und rund
51 % der lymphoiden Vorlauferzellen im Knochenmark der untersuchten Katzen nachzuwei-
sen. Die Autoren postulierten, dass FeLV-A und -C einen gleich starken Tropismus zu hama-
topoetischen Vorlauferzellen aufweisen, der jedoch nur im Falle einer Infektion mit dem Vi-
russtamm C zum Tode der erythropoetischen Zielzellen fihre.

Sowohl fur B. henselae als auch fur FeLV liegen also starke Anhaltspunkte dafiir vor, dass
sie hamatopoetische Vorlauferzellen als Zielzellen nutzen. Obwohl ihre Invasion der Zielzel-
len, soweit bisher bekannt, Uber unterschiedliche Rezeptoren vermittelt wird, liegt die Vermu-
tung nahe, dass die Infektion durch einen Erreger dem anderen den Weg bereitet. Die in der
vorliegenden Arbeit beobachtete, signifikante Abhangigkeit zwischen B. henselae- und (la-
tenten) FeLV - Infektionen kdnnte also auch dadurch zu erklaren sein, dass die Integration
der proviralen DNA von FelLV hamatopoetische Vorlauferzellen fir eine Infektion mit
B. henselae pradisponiert oder ihnen die Elimination des bakteriellen Erregers erschwert.

Art und Ausmal’ dieser mdglichen Interaktion von B. henselae und FelLV auf der Ebene ihrer
mutmalflichen gemeinsamen hamatopoetischen Zielzellen bleibt der Klarung in zukinftigen
Studien vorbehalten. So kénnte beispielsweise in einem nachsten Schritt untersucht werden,
ob und inwieweit die Infektion der Zielzellen durch FeLV zu einer verstarkten Expression von
Betal-Integrinen an der Zelloberflache fihrt, die wiederum von B. henselae als Rezeptoren

genutzt werden.
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Im Gegensatz zu FelLV bestand fur FIV - Infektionen kein statistischer Zusammenhang mit
einer B. henselae - Infektion (p = 1). Dies entspricht dem Ergebnis der bereits zitierten Stu-
dien von Glaus bzw. Ueno und Mitarbeitern, in denen jeweils kein Zusammenhang zwischen
den Pravalenzen von B. henselae - und FIV - Infektionen festgestellt werden konnte (Ueno et
al. 1996; Glaus et al. 1997). Tatsachlich hat FIV mit B. henselae wenig gemeinsam. Eine
Ubertragung von FIV iiber Flohe wurde noch nie bewiesen. Ahnlich wie HIV gehért FIV mog-
licherweise zu den Viren, bei denen keinerlei Ubertragung tiber belebte Vektoren stattfindet
(Day et al. 2008). Auch infiziert FIV keine hamatopoetischen Vorlauferzellen (Linenberger et

al. 1991), ebensowenig wie HIV Knochenmarksstammzellen infiziert (Molina et al. 1990).

Auch eine Infektion mit FPV, dem dritten hier untersuchten Virus mit einer immunsuppressi-
ven Wirkung bei Katzen, hatte keinen Einfluss auf die Préavalenz einer B. henselae - Infektion
(p = 0,756), obwohl die Gruppengrolie der FPV - infizierten Katzen mit insgesamt 62 von 142
Tieren (43,7 %) die der anderen untersuchten Virusinfektionen deutlich Uberwog. In der
Gruppe der FPV - infizierten Katzen waren jedoch nur vier mit B. henselae infiziert. Dies
konnte auf das Alter der Tiere und den Verlauf der Parvovirose bei ihnen zuriickzufiihren
sein. So hatten die Uberwiegend sehr jungen Katzen, auch aufgrund des in dieser Alters-
gruppe typischen akuten bis perakuten Verlaufs einer Parvovirose, womdglich noch keine

Gelegenheit, sich mit B. henselae zu infizieren.

Insgesamt blieb die in der vorliegenden Studie ermittelte Pravalenz einer B. henselae - Infek-
tion mit 7,7 % erheblich hinter der erwarteten, von Arvand und Mitarbeitern (2001) ermittelten
Pravalenz von 18,7 % zurlick, obwohl hier ebenfalls Katzen aus dem Tierheim Berlin unter-
sucht wurden. Betrachtet man allerdings die 95%-Konfidenzintervalle der ermittelten Prava-
lenzen, ergeben sich Uberschneidungen zwischen den beiden Studien (Abb. 4.1). Geht man
nun davon aus, dass sich die wahre Pravalenz mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% im
Rahmen dieser Konfidenzintervalle befindet, so sind die Ergebnisse der vorliegenden Studie
nicht so weit von denen der Studie aus 2001 entfernt, wie der reine Vergleich der Mittelwerte
vermuten lasst. Die beobachteten Unterschiede mégen zum einen auf eine vermehrte Floh-
bekampfung oder -prophylaxe bei den in der vorliegenden Studie beprobten Katzen zuriick-
zufiihren sein, durch die naturgemaR auch die Ubertragung einer B. henselae - Infektion in-
nerhalb der Population eingeschréankt bzw. verhindert wird. Zum anderen wurden in den bei-
den Arbeiten unterschiedlich gewéhlte Stichproben der Katzenpopulation im Tierheim unter-
sucht: Wahrend Arvand und Mitarbeiter lebende Katzen unmittelbar nach deren Aufnahme
im Tierheim beprobten, stellten verendete oder euthanasierte Katzen, die bereits unter-
schiedlich lange im Tierheim gelebt hatten, das Untersuchungsmaterial der vorliegenden

Arbeit dar. So ist durchaus denkbar, dass einige der hier untersuchten Katzen ihre
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B. henselae - Infektion bereits Uberwunden hatten. Zudem konnte den Katzen postmortal nur
eine einzelne Blutprobe entnommen werden, sodass womdglich diejenigen Katzen falsch-
negativ diagnostiziert wurden, die sich zum Zeitpunkt des Todes in einer abakteriamischen
Phase einer B. henselae - Infektion befanden. In diesem Fall hatte die Diagnose ihrer Infekti-
on nur durch zwei oder mehr aufeinander folgende Blutuntersuchungen erfolgen kénnen.

Ein durch saisonale Einflisse relativ zu niedriges Ergebnis kann dagegen weitgehend aus-
geschlossen werden, da die Probennahme einen Zeitraum von 26 Monaten umfasste (Okto-
ber 2006 bis November 2008). Wahrend dieser Zeit wurden die Proben kontinuierlich von
allen Katzen entnommen, die aus dem Tierheim zur Sektion Uberwiesen wurden. Ebenso
kann ein falsch-niedriges Ergebnis durch methodische Einflisse, insbesondere durch un-
sachgemale Lagerung der beprobten Tierkorper im Vorfeld der Probennahme, weitgehend
ausgeschlossen werden. In einem Vorversuch zum Einfluss von Autolyse anhand von ge-
ronnenem Katzenvollblut war selbst unter Lagerungsbedingungen mit extremen Temperatur-
schwankungen sowie bei einer Lagerung bei Raumtemperatur fir bis zu zehn Tage die
Nachweisbarkeit der zugesetzten B. henselae - DNA mittels nested PCR nicht sichtlich be-
eintrachtigt. Einschrankend sei jedoch angemerkt, dass dem im Vorversuch untersuchten
Vollblut mit 9 x 10° KBE eine recht hohe Zahl hydrolysierter B. henselae zugesetzt wurde.
Dadurch ergab sich in eine Erreger-Konzentration von 1,1 x 10° KBE/ml Vollblut. Bei Katzen,
die experimentell mit B. henselae infiziert wurden, sind zwar Werte von 8 x 10° KBE/ml Blut
(Roy et al. 2001) bis hin zu mehr als 10° KBE/ml Blut beschrieben (O'Reilly et al. 1999), doch
insbesondere bei natirlich infizierten Katzen kommen auch wesentlich niedrigere Erreger-
konzentrationen vor. So lag in einer Studie die in der Blutkultur ermittelte B. henselae - Kon-
zentration bei natdrlich infizierten Katzen zwischen 1 und 18 000 KBE/ml (Fabbi et al. 2004).
Insbesondere wenn sich die Ausgangslast an B. henselae am Rande der Nachweisgrenze
bewegt, lasst sich daher ein nachteiliger Einfluss von Autolyse auf den Nachweis von

B. henselae - DNA nicht mit letzter Sicherheit ausschlieRen.

Waren in der vorliegenden Arbeit ausschlie3lich die Ergebnisse der immunhistochemischen
Untersuchung zur Ermittlung der Pravalenz zugrunde gelegt worden, so hatte sich lediglich
eine Pravalenz von 2,1 % statt der durch PCR ermittelten 7,7 % ergeben. Die deutlich gerin-
gere Nachweisempfindlichkeit der immunhistochemischen Untersuchung auf B. henselae im
Vergleich zur PCR war jedoch zu erwarten und wurde in jingster Zeit ebenfalls durch eine

andere Arbeitsgruppe bestétigt (Caponetti et al. 2009).

Die Pravalenzen von FelLV und FIV entsprachen weitgehend den fir Deutschland aus der
Literatur bekannten Werten. In der vorliegenden Studie betrug die Préavalenz latenter FelLV -

Infektionen 2,8 % (vier von 142 Tieren). Von Pedersen und Mitarbeitern (1984) wird sie mit
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2 % angegeben. Eine neuere Untersuchung, deren Daten, wie auch in der vorliegenden Stu-
die, an sezierten Katzen erhoben wurden, geht allerdings von bis zu 50 % latenten FelLV -
Infektionen aus (Suntz 2007). In der zitierten Arbeit waren Katzen aus Tierheimen signifikant
haufiger betroffen als Katzen aus privaten Haushalten. Der enorme Unterschied zu der in der
vorliegenden Arbeit ermittelten und der von Suntz angegebenen Prévalenz konnte zumindest
zum Teil in dem Alter der untersuchten Katzen begriindet sein. In der Studie von Suntz war
das mediane Alter der Katzen mit 24 Monaten deutlich héher als in der vorliegenden Arbeit
(12 Monate), wodurch die Tiere mehr Gelegenheit hatten, sich mit FeLV zu infizieren. Pro-
gressiv FeLV - infiziert waren bei Suntz 8,6 % der untersuchten Katzen, bei Pedersen (1984)
3,6 % und in der vorliegenden Arbeit 1,4 %.

Fur FIV - Infektionen ermittelte die molekularbiologische Untersuchung der Blutproben von
122 Katzen eine Pravalenz von 3,3 % (vier von 122 Tieren). In der Literatur sind Werte von
2,3 % (Hartmann und Hinze 1991) bis 8,4 % (Fuchs et al. 1994) angegeben. Starker noch
als fir FeLV ist eine negative Beeinflussung der FIV - Pravalenz in der vorliegenden Studie
durch das meist geringe Alter der Katzen denkbar. Grundsatzlich ist das Risiko einer FIV -
Infektion am hdchsten fir unkastrierte Kater mit Freigang in einem Alter von mehr als vier
Jahren (Courchamp et al. 1998). Da im vorliegenden Fall die Halfte der Katzen ein Jahr alt
oder junger waren und Uberdies in den beteiligten Tierheimen mannliche wie weibliche Kat-
zen zeitnah nach ihrer Aufnahme kastriert werden, ist die hier ermittelte FIV - Pravalenz kei-
nesfalls als repréasentativ anzusehen.

Die exakte Pravalenz von FPV - Infektionen in Deutschland lasst sich anhand der Literatur
kaum ermitteln. Lediglich Uber den Anteil der Katzen mit Parvovirose, die auf Infektion mit
den caninen Varianten 2a und 2b zurtickgeht (Truyen et al. 1996b) existieren Studien. In der
vorliegenden Arbeit wiesen 62 von 142 (43,7 %) der untersuchten Katzen eine Parvovirose
auf. Eine Aufschlisselung, ob diese im einzelnen auf eine Infektion mit FPV oder mit CPV
2a/2b zurickzufihren war, erfolgte hier jedoch nicht, da nicht der Erreger, sondern das
Krankheitshild der Parvovirose als mafgeblich fur die Fragestellung der vorliegenden Studie
angesehen wurde.

Zusammenfassend lasst sich also zunachst festhalten, dass die Hypothese 1, Katzen mit
FeLV-, FIV- oder FPV - Infektion seien gleichzeitig haufiger mit B. henselae infiziert, nicht
grundséatzlich unterstiitzt werden kann. Vielmehr scheint dieser Sachverhalt lediglich auf
FeLV - Infektionen zuzutreffen, unabhéngig davon, ob sie latent oder progressiv verlaufen.
Dieses Ergebnis mag zu einem besseren Verstandnis der klinischen Bedeutung latenter

FeLV - Infektionen bei Katzen beitragen, die bisher noch weitgehend unklar ist.

Es fanden sich keine Anhaltspunkte, die die Hypothese 2, eine B. henselae - Infektion ver-

laufe anders bei Katzen mit gleichzeitiger FeLV-, FIV- oder FPV - Infektion, unterstitzten.
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Tatséchlich gab es keine nennenswerten Unterschiede zwischen den pathologischen Befun-
den der FeLV-, FIV- oder FPV - infizierten Katzen, ob mit oder ohne B. henselae - Infektion.
In Anlehnung an die Studien durch Glaus und Mitarbeiter (1997) sowie Kordick und Mitarbei-
ter (1999), die bei Katzen mit einer B. henselae - Infektion vermehrt Harnwegserkrankungen
bzw. interstitielle Nephritis beobachteten, wurde das Vorliegen einer interstitiellen Nephritis
als Indikatorerkrankung zur Unterstitzung der zweiten Hypothese definiert. Weder fur die
gesamte Stichprobe noch fur die Gruppen der FeLV- und FPV - infizierten Katzen ergab sich
anhand des Chi Quadrat- bzw. Fisher's exaktem Test ein Hinweis auf einen Zusammenhang
zwischen einer B. henselae - Infektion und interstitieller Nephritis. Die Gruppe FIV - positiver
Katzen wies keine B. henselae - infizierten Tiere auf, daher wurde die Unabhangigkeit von

B. henselae - Infektion und interstitieller Nephritis flr diese Gruppe angenommen.

Die zweite Hypothese wurde zusétzlich anhand einer retrospektiven Untersuchung von 26
Katzen mit Peliosis hepatis Uberprift, da aus der Humanmedizin ein kausaler Zusammen-
hang zwischen dieser Erkrankung und einer Infektion mit B. henselae bei immunsupprimier-
ten Patienten bekannt ist. Hier konnte jedoch, unabhéngig vom Immunstatus der untersuch-
ten Katzen, nicht einmal ein mdglicher Zusammenhang mit einer B. henselae - Infektion auf-
gezeigt werden. Tats&chlich wurde in keiner der Lebergewebeproben der 26 Katzen
B. henselae - DNA oder - Antigen mittels PCR bzw. immunhistochemischer Untersuchung
nachgewiesen.

Eine denkbare Ursache fir dieses Uberraschende Ergebnis ist eine mdgliche Zersetzung der
bakteriellen DNA infolge Formalinfixierung und Paraffineinbettung bzw. infolge der teilweise
jahrzehntelangen Lagerung der Gewebeproben. Dagegen spricht allerdings die in allen Pro-
ben erfolgreiche Amplifkation eines EF1-alpha Fragments, welches &hnlich grof3 war wie das
Zielfragment der B. henselae - PCR. Auch eine Hemmung der PCR durch die mit 900 ng
sehr hohe Menge an Template - DNA pro PCR-Ansatz wurde ausgeschlossen, da die Ampli-
fikation in den mit 50 ng B. henselae - DNA versehenen Kontrollaliquots jedes Probenansat-
zes einwandfrei funktionierte. Ein falsch-negatives Ergebnis der immunhisto-chemischen
Untersuchung aufgrund methodischer Fehler kann ebenfalls weitgehend ausgeschlossen
werden: In allen mitgefihrten Positivkontrollen, also den in Paraffin eingebetteten,
B. henselae - infizierten Verozellen in Agar sowie den Lymphknotenpraparaten von Patienten
mit Katzenkratzkrankheit, wurde das BadA-Antigen immunhistochemisch nachgewiesen.
Eine weitere moégliche und dabei wahrscheinlichere Ursache flr das negative Ergebnis aller
26 Proben in Bezug auf B. henselae ist das hohe Alter der untersuchten Katzen (Median: 15
Jahre). Da jede Reinfektion mit B. henselae die serologische Immunantwort verstarkt und die
Dauer einer Bakteriamie verringert oder sie sogar verhindert, sinkt die Wahrscheinlichkeit

einer B. henselae - Bakteridmie mit zunehmendem Alter der Katzen (Greene et al. 1996).
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Zudem handelte es sich bei den Katzen mit Peliosis hepatis Giberwiegend um Tiere aus pri-
vaten Haushalten. Obwohl im Einzelnen aufgrund des retrospektiven Aufbaus dieses Unter-
suchungsabschnitts keine Daten zu friiheren oder aktuellen Flohbeféllen oder Tierheimauf-
enthalten erhoben werden konnten, ist die Wahrscheinlichkeit einer B. henselae - Bakteria-
mie im Allgemeinen bei privat gehaltenen Katzen geringer als bei Katzen aus Tierheimen
(Arvand et al. 2001).

Weder im Hinblick auf interstitielle Nephritis noch auf Peliosis hepatis ergaben sich also Be-
funde, welche die zweite Hypothese, eine B. henselae - Infektion verlaufe unterschiedlich bei
Katzen mit immunsuppressiven Erkrankungen bzw. einer FeLV-, FIV- oder FPV - Infektion,

unterstitzen konnten.
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6  Zusammenfassung

Einfluss immunsuppressiver Virusinfektionen auf ein e naturlich erworbene In-
fektion mit Bartonella henselae bei Katzen

Alexandra U. Buchmann

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die mdgliche Beeinflussung der Pravalenz und des Ver-
laufs von Bartonella (B.) henselae - Infektionen bei nattrlich infizierten Katzen durch immun-
suppressive Virusinfektionen zu untersuchen. Dazu wurden in einer prospektiven Studie zwi-
schen Oktober 2006 und November 2008 Gewebeproben von142 verendeten oder euthana-
sierten Katzen aus zwei deutschen Tierheimen entnommen und mittels PCR und Immubhisto-
chemie auf Infektionen mit B. henselae getestet. Alle Katzen wurden zusétzlich einer voll-
standigen pathologisch-anatomischen und -histologischen Untersuchung unterzogen. Dar-
Uber hinaus wurde der Infektionsstatus der Tiere in Bezug auf die drei wichtigsten Viren be-
stimmt, die bei Katzen immunsuppressive Krankheitsbilder hervorrufen: das Feline Leuka-
mievirus (FeLV), das Feline Immundefizienzvirus (FIV) sowie das Feline Parvovirus (FPV).

B. henselae wurde mittels nested Polymerasekettenreaktion (PCR) in Blut und/oder Kno-
chenmark, peripheren Lymphknoten, Tonsillen und Milz von elf Katzen nachgewiesen. Dar-
aus ergab sich eine B. henselae - Pravalenz von 7,7 % in der untersuchten Stichprobe. Als
Zielgene fur die Untersuchung mittels PCR dienten das Gen flur die Serinprotease htrA
(GenBank Nr. L20127) sowie das Gen der Citratsynthase gItA von B. henselae (GenBank
Nr. L38987). Die immuhistochemische Untersuchung desselben Probenspektrums auf Bar-
tonella Adhesin A (BadA) erbrachte dagegen lediglich eine B. henselae - Pravalenz von
2,1% (3 von 142 Katzen). Fir FelLV erfolgte zum einen der Nachweis von proviraler DNA
mittels semi-nested PCR im Knochenmark, zum anderen der Nachweis von viralem Oberfla-
chenantigen (gp70) in Knochenmark, Milz und mandibularen Lymphknoten. Die immunhisto-
chemische Untersuchung auf gp70-Antigen war notwendig, um zwischen latenten und pro-
gressiven FelLV - Infektionen differenzieren zu kénnen. FelLV - Provirus wurde bei sechs
Katzen nachgewiesen (Pravalenz: 4,2 %). Vier dieser sechs Katzen waren gleichzeitig mit
B. henselae infiziert, darunter drei, die lediglich eine latente FeLV - Infektion zeigten (Provi-
rus positiv / gp-70 negativ). Statistisch ergab sich mittels zweiseitigem, exaktem Test nach
Fisher ein signifikanter Zusammenhang zwischen FeLV - und B. henselae - Infektionen (p =
0,00028). Dieser Zusammenhang ist moglicherweise auf Wechselwirkungen der beiden Er-
reger an deren gemeinsamen Zielzellen, den hamatopoetischen Stammzellen, zurtickzufih-
ren. Auch der beiden Erregern gemeinsame Ubertragungsweg (ber Flohe kénnte hier eine

Rolle spielen. Bislang hatten Studien anderer Arbeitsgruppen keinen Zusammenhang
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zwischen Infektionen mit FeLV und mit B. henselae aufzeigen kdnnen.

Eine Infektion mit FIV wurde mittels semi-nested PCR anhand von peripherem Blut bei vier
von 122 Katzen (3,2 %) ermittelt. Keine dieser Katzen war jedoch gleichzeitig mit B. hense-
lae infiziert. Von 20 Katzen lag keine verwertbare Blutprobe vor, sodass diese Tiere nicht auf
eine FIV - Infektion untersucht werden konnten. Bei 62 von 142 Katzen (43,7 %) wurde histo-
logisch und mittels PCR eine Parvovirusinfektion nachgewiesen. Als Untersuchungsmaterial
fur die PCR dienten hier Knochenmark und periphere Lymphknoten. Im zweiseitigen, exak-
ten Test nach Fisher ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer Infektion
mit B. henselae und FIV (p = 1,0) oder FPV (p = 0,756), ebenso wenig wie mit Alter (p =
0,392) oder Geschlecht (p = 0,126).

Neben der moglichen Beeinflussung der Pravalenz von B. henselae -Infektionen durch FelLV,
FIV oder FPV wurde untersucht, ob sich der Verlauf einer B. henselae - Infektion durch Koin-
fektion mit den genannten Viren verandert. Die vollstandige pathologisch-anatomische und
-histologische Untersuchung aller Katzen lieferte jedoch keine Hinweis auf einen solchen
Zusammenhang. Darlber hinaus wurden Peliosis hepatis und lymphoplasmazellulare, inter-
stitielle Nephritis als Indikatorerkrankungen fiir einen solchen Zusammenhang definiert und
untersucht. Insgesamt 36 (25,4%) der 142 untersuchten Katzen zeigten eine lymphoplasma-
zellulare, interstitielle Nephritis, wobei lediglich funf dieser Katzen mit B. henselae infiziert
waren. Bezogen auf die gesamte Stichprobe ergab sich damit mittels zweiseitigem, exaktem
Test nach Fisher kein signifikanter Zusammenhang zwischen interstititeller Nephritis und
einer Infektion mit B. henselae (p = 0,111). Auch fur die Gruppe der FelLV - infizierten Katzen
zeigte sich im Chi-Quadrat-Test kein signifikanter Zusammenhang mit einer B. henselae -
Infektion (p = 0,540), ebenso wenig wie fir die Gruppe der FPV - infizierten Katzen (p =
0,561). Da in der Gruppe der FIV - infizierten Katzen keine Tiere gleichzeitig mit B. henselae
infiziert waren, war hier die Unabhangigkeit der Merkmale ,B. henselae - Infektion* und ,in-
tersititelle Nephritis* bereits gegeben. Auch die zweite untersuchte Indikatorerkrankung, Peli-
osis hepatis, erbrachte keinen Hinweis auf den unterschiedlichen Verlauf einer B. henselae -
Infektion infolge immunsuppressiver Virusinfektionen. Tatsachlich wurde bei keiner der 26
Katzen mit Peliosis hepatis in diesem retrospektiven Teil der Untersuchung B. henselae -
DNA oder -Antigen im Lebergewebe nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist insofern Uberra-
schend, als B. henselae bei Mensch und Hund als Erreger der Peliosis hepatis gilt. Ursach-
lich fir das hier ermittelte negative Ergebnis kénnte das hohe Alter der Katzen mit Peliosis
hepatis sein. Denkbar, wenn auch weniger wahrscheinlich, sind zudem negative Einfliisse
der Formalinfixierung und der Lagerung auf das verwendete Probenmaterial.
Zusammenfassend bleibt hervorzuheben, dass in der vorliegenden Studie die Pravalenz von
B. henselae - Infektionen bei Katzen erhoht war, die gleichzeitig mit FelLV infiziert waren,

jedoch unabhéangig davon, ob es sich dabei um latente oder progressive Verlaufsformen ei-
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ner FeLV - Infektion handelte. Dieses Ergebnis mag zu einem besseren Verstandnis der Kkli-
nischen Bedeutung latenter FeLV - Infektionen bei Katzen beitragen, die bisher noch weitge-
hend unklar ist. Infektionen mit FIV und FPV hatten keinen Einfluss auf die Pravalenz von
B. henselae - Infektionen. Hinweise auf eine Beeinflussung des Verlaufs einer B. henselae -

Infektion durch FeLV, FIV oder FPV ergaben sich dagegen nicht.
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7 Summary

Influence of immunosuppressive viral infections on natural Bartonella henselae
infection in cats

Alexandra U. Buchmann

From October 2006 to November 2008, 142 cats from animal shelters were necropsied and
tested for Bartonella (B.) henselae, Feline leukemia virus (FelLV), Feline immunodeficiency
virus (FIV) and Feline panleukopenia virus (FPV). 11 cats (7.7%) tested positive for
B. henselae by nested PCR from blood and/or bone marrow, peripheral lymph nodes, tonsils,
liver or spleen. Of these, three also tested positive for B. henselae by immunohistochemistry.
FelLV provirus was detected by semi-nested PCR in bone marrow from six cats (4.2%), four
of which also had B. henselae infection. Of these coinfected cats, three had latent FeLV
infection, defined as lack of immunohistochemically detectable gp70 antigen - expression
with concurrent proviral DNA in the bone marrow. FIV was detected in four cats (2.8%) by
semi-nested PCR from blood but none of these were positive for B. henselae. FPV infection
was determined in 62 cats (43.7%) histologically and by PCR from bone marrow and lymph
nodes. Three of these also tested positive for B. henselae. Fisher's exact test revealed a
significant association only between B. henselae and FeLV infection (p = 0.00028) but not
with FIV (p = 1.0) or FPV infection (p = 0.756), age (p = 0.392) or sex (p = 0.126). We
conclude that latent FelLV infection may predispose cats for B. henselae infection.
Histopathology and immunohistochemistry for B. henselae failed to identify lesions that could
be specifically attributed to B. henselae infection. Peliosis hepatis and lymphoplasmacytic,
interstitial nephritis had previously been suggested as indicators for a possible different
course of B. henselae infection due to coinfection with FeLV, FIV or FPV, but there was no
significant association between interstitital nephritis and B. henselae infection either in the
whole group (p = 0,111) or in the groups infected with FeLV (p = 0,540), FIV (p = 1) or FPV
(p = 0,561). B. henselae DNA or antigen was not detected in either of the liver specimens
from 26 cats with hepatic peliosis, suggesting that unlike in dogs and humans, peliosis

hepatis in cats may not be associated with B. henselae infection.
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Abb. 3.1 Vergleich der Nachweisgrenzen der einfachen PCR vs. nested PCR fiir das htrA-
Gen von B. henselae. Hier: Elektrophorese der Amplifikate aus einfacher PCR bzw.

nested PCR einer geometrischen Verdinnungsreihe hitzedeaktivierter, nicht-hydrolisierter
B. henselae. PC = Positivkontrolle, NTC = Negativkontrolle. (S. 29)

Abb. 4.1 Darstellung der 95%-Konfidenzintervalle der ermittelten und in der Literatur be-
schriebenen Préavalenzen flr B. henselae - Infektionen in der hier untersuchten Katzenpopu-
lation. (S. 42)

Abb. 4.2 Darstellung der PCR-Ergebnisse der Untersuchung von 26 Lebern mit Peliosis he-
patis auf B. henselae - DNA und felines EF-1a nach Gelelektrophorese der Amplifikate. PC
1/2 = Positivkontrollen des ersten bzw. zweiten Amplifkationsschritts, NC 1 /2 = Negativ-
kontrollen. (S. 46)
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Anhang I: Abktrzungen

ABC-Methode:
BadA:
bp:
CFU-E:
CPV:
DAB:
ELISA:
FAIDS:
FelLV:
FIV:
FLVCR:
FPV:
gltA-Gen:
HIV:
htrA-Gen:
IgG:

IgM:

IHC:

IFT:
KBE:

LK:

PBS:
PCR:
SPF:
VEGF:

Avidin-Biotin-Komplex Methode
Bartonella Adhesin A

Basenpaare

colony-forming units-erythroid

Canines Parvovirus
3'3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Enzyme-linked immunosorbent assay
Felines erworbenes Immunschwéchesyndrom
Felines Leukamievirus

Felines Immundefizienz Virus

Feline leukemia virus- C cell surface receptor
Felines Parvovirus

Citratsynthase-Gen

Humanes Immundefizienz Virus

high temperature requirement A-Gen
Immunglobulin G

Immunglobulin M
immunhistochemische Untersuchung
Immunfluoreszenstest

Koloniebildende Einheiten
Lymphknoten

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion

spezifiziert pathogenfrei

Vascular Endothelial Growth Factor
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Anhang II: Gerate, Reagenzien und Verbrauchsmateria lien

a) Gerate

DNA - Isolierung und PCR

Pipetten: Eppendorf Research 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000ul; Eppendorf Deutschland, Ham-
burg

Homogenisator: Precellys 24, peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Schiittelblock: Thermomixer Compact, Eppendorf Deutschland, Hamburg
Vortex Mixer: neoLab® 7-2020, Heidelberg;

VWR™ jnternational, Darmstadt

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf Deutschland, Hamburg

Tischzentrifunge: Micro Centrifuge, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe
Spektralphotometer: NanoDrop® ND-1000, peglab, Erlangen

Thermocycler: T 3000, Biometra, Gottingen

Gelkammern fur die Elektrophorese: peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Spannungsgeber Elektrophorese: Power - Pac ™ Basic, Biorad, Miinchen

Gelbetrachtung: UV Transilluminator 2000, Biorad, Miinchen

Immunhistochemie

Einbettautomat: Tissue -Tek® VIP, Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim
Mikrotom: HM 335E, Microm GmbH, Walldorf

Coverplates: Shandon Coverplate™, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich
Eindeckautomat: Leica CV3030, Nussloch

b) Reagenzien

PCR

Ultra pure Water, Biochrom AG, Berlin

GoTag™ Flexi DNA Polymerase, Promega, Mannheim

5x Flexi Buffer Colourless / Green, Promega, Mannheim
dNTP-Mix 2mM each, Fermentas, St. Leon-Roth, Germany
25 mM MgCl., Promega, Mannheim

Molecular Grade Agarose, Bioline GmbH, Luckenwalde
HyperLadder™ II, Bioline GmbH, Luckenwalde

Roti®-Load DNA-small, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe
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Anhang Il

Immunhistochemie

DAB Puffertabletten, Merck, Darmstadt

Methanol, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS): eigene Herstellung (siehe Anhang Il)

Pronase E: Protease aus Streptomyces griseus, Aktivitat 11054,5 U/mg, AppliChem GmbH,
Darmstadt

Vectastain Elite ABC-Kit, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA

Wasserstoffperoxid 30%, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe

c) Verbrauchsmaterialien

QiaAmp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden

Reaktionsgefalle zu 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml: SafeSeal Reagiergefalie, Sarstedt AG + Co,
Numbrecht

PCR GefalRe mit gewolbtem Deckel, Brand GmbH +Co KG, Wertheim

Lysis Matrix D - Gefalie, MP Biomedicals, Eschwege

Star Frost® adhéasiv beschichtete Objekttrager, Knittel Glasbearbeitung, Braunschweig
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Anhang Ill: Rezepturen

PCR
1x PBS-Losung (1 1)

NaCl (137 mM) 8¢
KCI (2,7 mM) 0.2g
Na,HPO, (10mM) 1,44 g
KH,PO, (2mM) 0,249

TBE-Puffer fur die Gelelektrophorese

5x konzentrierte Losung (2 1):

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 108 g
Borsaure 55¢

0,5M EDTA pH 8,0 40 ml
Aqua dest. ad 2|

0,5x Arbeitslosung: 5x Konzentrierte Losung im Verhaltnis 1:10 mit destilliertem Wasser ver-

dinnen

Immunhistochemie
10%iges Formalin (82 1)

37% Formaldehyd ), stabilisiert mit | 22 |
10% Methanol (Roth, Karlsruhe)

CaCOs; (Roth, Karlsruhe) 40 g
Aqua dest. 60 |

PBS-L8sung fir die Immunhistochemie (5 1)

NaCl (137 mM) 409
Na,HPO, (10mM) 8,979
Aqua dest. 51

Mit NaOH, auf pH 7,0 bis 7,2 einstellen

Citrat-Mikrowellenpuffer (1 1)

2,1g Citronensauremonohydrat in 1 | Aqua dest. losen
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