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Einleitung

1. Einleitung

Die canine Protothekose ist eine sehr seltene, weltweit verbreitete Infektionskrankheit des
Hundes, welche durch die in der Umwelt ubiquitdr vorkommende, saprophytare,
achlorophyllogene Alge der Gattung Prototheca (P.) hervorgerufen wird. Prototheken sind
die einzigen bekannten Pflanzen, die bei Mensch und Tier klinische Infektionserkrankungen
hervorrufen kénnen. Bei Hunden wurde bisher tGberwiegend Prototheca zopfii Genotyp 2 als
pathogenes Agens isoliert. Eingeteilt in drei klinische Erscheinungsformen, 1. kutane, 2.
systemische und 3. disseminierte Protothekose, zeigen erkrankte Hunde Uberwiegend eine
therapieresistente, hamorrhagische Enterokolitis, welche regelmaflig im systemischen
Verlauf mit einer Netzhautablésung und zentralnervésen Ausfallerscheinungen einhergeht
und stets tddlich endet. Zur Therapie der caninen Protothekose wurden diverse Antimykotika
und Antibiotika verwendet, jedoch bisher ohne Erfolg. Eine geeignete wirkungsvolle
Behandlung ist zurzeit nicht bekannt. Die Pathogenese der Erkrankung ist wenig ergriindet.
Aufgrund der haufigen Primarinfektion des Gastrointestinaltraktes wird ein oraler
Infektionsweg vermutet. Im Hinblick auf das sporadische Auftreten wird eine
Immunsuppression bei den betroffenen Hunden diskutiert.

Ziel dieser Studie war die Ermittlung der Pravalenz von Protothekeninfektionen sowohl bei
gesunden, akut erkrankten und orthopadisch erkrankten Hunden und bei Hunden mit
nachgewiesenen benignen Neoplasien (Gruppe 1), bei Hunden mit gastrointestinaler
Symptomatik (Gruppe 2) und bei Hunden mit chronischen, malignen bzw. immun-mediierten
Erkrankungen ohne gastrointestinale Symptome (Gruppe 3). Hierfir wurde sowohl ein
kultureller Ausstrich der Fazes auf einem Protothekenisolationsmedium (PIM) durchgefiihrt
als auch ein ELISA-Testsystem entwickelt, mit welchem die Protothekenantikérper im Blut

nachgewiesen werden konnten.
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2. Literaturubersicht

2.1 Charakterisierung der Gattung Prototheca

2.1.1 Klassifizierung und Taxonomie

Chlorophylllose, Hefe-ahnliche Mikroalgen der Gattung Prototheca wurden erstmals 1894
aus dem Saftfluss von Laubbdumen isoliert und beschrieben (Krueger 1894).

Aufgrund ihrer Chlorophylllosigkeit und ihrer heterotrophen Lebensweise erfolgte die
Einordnung zunachst in das Reich der Pilze ohne Mycel und Sprossbildung. In den
darauffolgenden Jahren wurde die Stellung der Prototheken im Pflanzenreich immer wieder
kontrovers diskutiert. So fUhrte die Ahnlichkeit in der Sporenbildung von Prototheken und der
Grunalge Chlorella im Jahr 1913 zu einer Reklassifizierung als Alge (Chodat 1913). Aufgrund
ihres Thiaminbedarfs und ihres heterotrophen Metabolismus erfolgte einige Jahre spater die
Zuordnung zu den Hefen (Saccharomycetales) (Ciferri 1956). Eine parallele Evolution von
Prototheca und Chlorella aus den Grinalgen (Chlorophyceae) wurde von weiteren Autoren
angenommen, wobei die Prototheken letztendlich den Pilzen naherstehend zugeordnet
wurden (Tubaki und Soneda 1959). Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen
wurde das Vorhandensein von Leukoplasten bestatigt und brachte die
Protothekeneinordnung wieder der Einordnung als Algenart (Protococceae) naher. Dabei
ging man davon aus, dass die Fahigkeit zur Pigmentbildung infolge einer Mutation verloren
gegangen war (Menke und Fricke 1962). Basierend auf der Untersuchung des
Assimilationsmusters von Kohlenhydraten und Alkoholen, wurde die Gattung Prototheca als
Zwischenglied von Algen und Pilzen, jedoch von den Chlorellen deutlich verschieden,
klassifiziert (Armold und Ahearn 1972). Ein weiterer, entscheidender Hinweis auf eine
Verwandtschaft zu den Algen lieferte der ultrastrukturelle Nachweis von Plastiden
(Nadakavukaren und McCracken 1973). Ob Prototheken von den Grinalgen der Gattung
Chlorella abstammen, ist bis heute umstritten. Im nutritiven Vergleich von Prototheca spp.
mit Chlorella protothecoides stellte sich heraus, dass beide sowohl ein Thiamindefizit
aufweisen als auch Nitrat nicht als Stickstoffquelle nutzen konnen. Die asexuelle
Reproduktionsweise durch endogene Sporenbildung von Prototheca und Chlorella stellte ein
weiteres Indiz fur ein bestehendes Verwandtschaftsverhaltnis dar (Pore 1972). Aufgrund der
beschriebenen Ahnlichkeit in Morphologie und Fortpflanzung klassifizierten viele weitere
Autoren Prototheca als Abkoémmling der Grlnalge Chlorella, welche durch Mutation ihre

Chloroplasten verloren hat und demnach keine autotrophe Assimilation mehr durchflihren
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kann (Anderson 1945a; Ciferri 1956; Cooke 1968; Beer 1987). Diese These wurde im Jahr
1954 durch die Erzeugung chlorophyllloser Mutanten mittels UV-Licht-Bestrahlung von
Chlorella protothecoides unterstutzt (Butler 1954). Andererseits fihrten Unterschiede in der
Ultrastruktur und im Zellwandaufbau, sowie in der Stickstoff- und Kohlenstoffassimilation
dazu, dass eine Abstammung der Prototheken von den Chlorellen angezweifelt wurde
(Anderson 1945a; Ciferri 1956; Tubaki und Soneda 1959; Casselton 1967; Cooke 1968).
Erst mit der fortschreitenden Entwicklung molekularbiologischer Methoden war eine
Bestatigung der Zuordnung von Prototheca spp. zu den Algen der Abteilung Chlorophyta
mdglich (Huss und Sogin 1990; Tartar et al. 2002; Ueno et al. 2003).

Nach heutigen Erkenntnissen werden Prototheken wie folgt eingeordnet:

Eukaryota (Uberreich)
Viridiplantae (Reich)
Chlorophyta (Abteilung)
Trebouxiophyceae (Klasse)
Chlorellales (Ordnung)
Chlorellaceae (Familie)

Prototheca (Gattung)

Die Gattung Profotheca beinhaltet derzeit funf Spezies: P. zopfii, P. wickerhamii, P.
blaschkeae, P. stagnora und P. ulmea (Pore 1985; Roesler et al. 2006). Die Existenz einer
sechsten Spezies, P. moriformis, konnte durch molekularbiologische Untersuchungen der
18 S rDNA widerlegt werden (Sudman und Kaplan 1973; Pore 1985; Ueno et al. 2003).

Eine weitere Differenzierung innerhalb der Gattung P. zopfii erfolgte anhand
makromorphologischer Merkmale wie Oberflachenstruktur, Form und Farbe auf
verschiedenen Agarmedien und mikromorphologischer Merkmale wie Zellgrofie und -form,
Zellteilungsstadien und Sporangien mit Endosporenbildung. Weiterhin ermdglichte die
auxanographische Untersuchung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen und das Vorkommen
in verschiedenen Habitaten eine Einteilung von P. zopfii in drei Varianten (Blaschke-
Hellmessen et al. 1985a). Eine spezifische Clusterbildung innerhalb der Prototheca spp.
konnte mit der Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie gezeigt werden. Darlber hinaus
bestatigte sich hier die Varianteneinteilung von P. zopfii, wobei sich die Variante Il am
deutlichsten von den beiden anderen Varianten unterschied (Schmalreck et al. 1998). Um
die intraspezifische taxonomische Position von P. zopfii eindeutiger festzulegen, wurden

zahlreiche Isolate von P. zopfii auxanographisch, genetisch und serologisch untersucht. Im
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Hinblick auf die deutlichen biochemischen und serologischen Unterschiede innerhalb der 3
Varianten wurde eine Umbenennung dieser in P. zopfii Biotyp I, Il und Ill vorgeschlagen
(Roesler et al. 2003). Weiterfihrende genetische Untersuchungen mit Hilfe der 18 S rDNA
Sequenz-Analyse und die Auswertung der zelluldren Fettsdurezusammensetzung zeigten
abermals deutliche Unterschiede der 3 Biotypen von P. zopfii. Aufgrund dieser Ergebnisse
erfolgte eine Neubezeichnung des Biotyp lll in P. blaschkeae sp. nov. sowie der Biotypen |
und Il in P. zopfii Genotyp 1 und 2 (Roesler et al. 2006). Eine Bestatigung dieser
taxonomischen Positionierung lieferten Ergebnisse einer kirzlich durchgefuhrten
genotypisch-spezifischen PCR-Untersuchung von 75 Prototheca-Stammen (Ricchi et al.
2011). Die nachfolgende Tabelle zeigt die Differenzierungsmerkmale von P. zopfii und P.

blaschkeae.

Tabelle 1: Identifikationskriterien von P. zopfii und P. blaschkeae

Merkmal P. zopfii P. zopfii P. blaschkeae
Genotyp | Genotyp I

Zellform spharisch/ spharisch/ spharisch
zylindrisch zylindrisch

ZellgroRe der 11-30 5-15 12 - 22

Sporangiosporen (um)

Anteil der 15 % 34 % nicht untersucht
Teilungsformen
Galaktoseassimilation ++ (+) +
Glycerolassimilation +++ +++ -
pH-Toleranz 24-95 2,1-10,5 4-10,5
NaCl-Toleranz 4,0 % 6,0 % 4,0 %
Wachstum bei 37°C + ++ +
Herkunft Rinder- und Rinderstalle oder Schweinestalle

Schweinestalle kommunale

Abwasser

Eine neue pathogene Spezies der Gattung Prototheca wurde im Jahr 2009 beschrieben.
Isoliert aus einer Dermatitisinfektion eines Menschen in Japan schlugen die Autoren die
Bezeichnung P. cutis vor. Ferner ergaben vergleichende Sequenzanalysen der 18 S rDNA
und 26 S rDNA Hinweise auf eine phylogenetisch enge Verwandtschaft zwischen Prototheca

wickerhamii und Auxenochlorella protothecoides (Satoh et al. 2009).
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2.1.2 Morphologie

Kolonien der Gattung Prototheca werden als weild bis cremefarben, weich und hefeartig
beschrieben (Sudman 1974; Tyler et al. 1980; Pore 1985). Diese trockenen, wachsartigen
Kulturen mit unregelmafligem Rand und einem hefedhnlichen Geruch (Berkhoff et al. 1982)
werden aufgrund ihrer makroskopischen Ahnlichkeit oft mit Hefen der Gattung Candida spp.
verwechselt (Schonborn und Seffner 1977). Mikromorphologisch sind es hyaline, ovoide oder
sphérische Zellen, die in der Grélke zwischen 3 und 30 um variieren (Blaschke-Hellmessen
et al. 1985b; Leimann et al. 2004). Form und Grélke der Zellen werden von der
Zusammensetzung des Nahrmediums beeinflusst und sind vom Entwicklungsstadium
abhangig (Arnold und Ahearn 1972). Als eukaryonte Zellen sind sie mit einem kleinen, meist
zentral gelegenen Zellkern ausgestattet und verfiigen Uber eine Plasmamembran sowie ein
Zytoplasma mit vielen Ribosomen. Weitere regulare Zellorganellen sind Golgi-Apparat,
endoplasmatisches Retikulum und Mitochondrien (Webster et al. 1967; Nadakavukaren und
McCracken 1973; Patni und Aaronson 1974). lhre Zellwand besteht neben verschiedenen
Monosacchariden, Glucosamin und Aminosduren aus Sporopollenin, einem extrem
widerstandsfahigen Biopolymer (Lloyd und Turner 1968; Conte und Pore 1973; Ueno 2009).
Aullerdem wurde bei P. zopfii eine prominente, zwei-schichtige Zellwand nachgewiesen,
welche ein signifikantes Unterscheidungsmerkmal zu den Chlorellen darstellt (Lloyd und
Turner 1968). Eine weitere charakteristische Besonderheit sind membrangebundene
Plastide, auch Leukoplasten oder Amyloplasten genannt, die Starkekdrner enthalten (Menke
und Fricke 1962; Webster et al. 1967; Nadakavukaren und McCracken 1973). Ein wichtiges
Identifizierungsmerkmal der Gattung ist ihre endogene Sporenbildung. Je nach Spezies und
Entwicklungsstadium ist eine unterschiedlich grol’e Anzahl von Tochterzellen, auch Endo-,
Auto- oder Sporangiosporen genannt, innerhalb der Mutterzelle (Sporangium) mikroskopisch
auffallig (Janosi et al. 2001).

2.1.3 Physiologie

Prototheken sind aufgrund ihrer Chlorophylllosigkeit auf eine heterotrophe Assimilation
angewiesen. Von den organischen Verbindungen werden Uberwiegend Kohlenstoffe wie
Monosaccharide (z.B. Glukose, Fruktose, Galaktose), aber auch Alkohole wie Glycerol und
Propanol verstoffwechselt (Anderson 1945b; Kessler 1982). Als Stickstoffquellen kénnen
organische Aminosauren wie Lysin und Arginin gut, Ammoniumsalze nur maRig und Nitrite
gar nicht verwertet werden (Krueger 1894; Casselton und Stacey 1969). Thiamin ist ein

essentieller Bestandteil fur das Wachstum von Prototheken, da sie es selbst nicht
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synthetisieren konnen (Anderson 1945a; Ciferri 1956). Jedoch reicht allein die Zugabe der
Bausteine Vitamin B4, Thiazol und Pyrimidin, zur Kultivierung von P. zopfii aus (Anderson
1945a). Daruber hinaus bendtigen Prototheken Sauerstoff, wobei Lichteinfluss keine
Auswirkung auf ihr Wachstum hat (Krueger 1894; Anderson 1945a). Die Atmungsaktivitat
von P. zopfii konnte jedoch durch blaue Lichteinstrahlung gehemmt werden (Epel und
Krauss 1966). Uber ihre Fermentation unter anaeroben Bedingungen ist wenig bekannt. Es
wurde beschrieben, dass sie nicht in der Lage sind eine anaerobe Atmung mit Glukose als
Kohlenstoffquelle durchzufihren (Pore 1985). Hingegen konnte gezeigt werden, dass der
thermotolerante Stamm P. zopfii var. hydrocarbonea befahigt ist, unter anaeroben
Bedingungen und bei Temperaturen von 25°C und 40°C eine nennenswerte Menge von
Ethanol und CO; zu produzieren (Ueno et al. 2002). Prototheken kdénnen darliber hinaus
Erdélkomponenten wie n-Alkane und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
abbauen (Walker et al. 1975; Pore et al. 1983) und -immobilisiert in Polyurethanschaum -
sind sie in der Lage Erddlverunreinigungen im Wasser zu degradieren (Ueno et al. 2008).
Einige Protothekenzellen zeichnen sich durch eine sehr dicke Zellwand ohne Zellteilung aus.
Diese Zellen werden als Dauerzellen oder Hypnosporen bezeichnet (Krueger 1894; Vorisek
und Kockova-Kratochvilova 1975). In diesen kénnen die Prototheken Reservestoffe wie z.B.
Glykogen und Fett in flissiger Form einlagern. Bei schlechten Wachstumsbedingungen ist
dies mikroskopisch als eingelagerter Oltropfen innerhalb dieser Dauerzellen sichtbar (Joshi
et al. 1975).

Die Reproduktion der Prototheken erfolgt in Form einer asexuellen, endogenen
Sporenbildung. Durch GréRenzunahme der Tochterzellen innerhalb der Mutterzelle erfolgt
eine passive Ruptur des Sporangiums und die Sporangiosporen werden fir einen neuen
Zellzyklus freigesetzt (Sudman 1974; Pore 1985).

2.1.4 Kultivierung

Prototheken kdnnen auf allen Ublichen Pilznahrmedien wie z.B. Sabouraud-Glukose-Agar,
Sabouraud-Dextrose-Agar oder Kimmig-Agar kultiviert werden (Kaplan et al. 1976; Migaki et
al. 1982; Blaschke-Hellmessen et al. 1985b). Aufgrund der haufigen Begleitflora von Pilzen
und Bakterien und ihrer morphologischen Ahnlichkeit mit Hefekolonien ist ein
Selektivmedium von Vorteil. Durch Verwendung von Prototheken-Isolations-Medium (PIM),
welches Uber einen Zusatz von Flucytosin und Kaliumhydrogenphthalat verfugt, wird das
Wachstum von Kontaminanten wie Hefen, Schimmelpilze und Bakterien weitestgehend
unterdrickt (Pore 1973). Als subletales Medium ist bei Proben mit einem geringen Gehalt an

Prototheken eine vorherige Anreicherung in Sabouraud-Nahrbouillon induziert. Die optimale
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aerobe Inkubationstemperatur ist speziesspezifisch und liegt zwischen 20 und 37 °C
(Blaschke-Hellmessen et al. 1985a). Bei Temperaturen unter 4 °C und uUber 45 °C konnte

kein Wachstum mehr festgestellt werden (Arnold und Ahearn 1972).

2.1.5 Okologie

Das Habitat der Prototheken umfasst eine weltweite, omniprasente Verbreitung innerhalb der
natirlichen Umwelt. Erstmalig isoliert aus dem Saftfluss von Laubbdumen (Krueger 1894)
konnten sie als ubiquitare Saprophyten aus einer Vielzahl von Quellen wie z.B. dem
Erdboden, kommunalen und landwirtschaftlichen Abwassern, Wasserhabitaten wie Brunnen,
Béachen, Fliissen und Seen, sowie Tierfazes und Olschlamm isoliert werden (Krueger 1894;
Kockova-Kratochvilova und Havelkova 1974; de Camargo und Fischman 1979; Pore et al.
1983). Weiterhin sind sie im Trinkwasser, in der Nahrung wie z.B. Eiscreme, Salat und
verschiedenen Fleischsorten, aber auch in Meeresfriichten wie Muscheln und Krabben zu
finden. Eine Prototheken-Kontamination von Nahrungsmitteln wurde auf die Kiihlung mit Eis
zuruckgefiihrt, wobei das Eis als Kontaminationsquelle diskutiert wurde. Andererseits galt
der Schlachthof als wichtige Kontaminationsquelle, wobei durch einen unsauberen
Schlachtvorgang Tierfazes als Eintragsquelle in die Lebensmittelkette diskutiert wurden
(Pore et al. 1983). Eine mdgliche Verbreitung der Algen wird den Insekten zugesprochen,
welche haufig auf dem Saftfluss der Laubbdume zu finden sind. Da Prototheken selbst durch
Chlorierung des Abwassers nicht vollstandig eliminiert werden koénnen und sie oft im
Klarschlamm Uberleben, stellt dies eine weitere Mdglichkeit ihrer Weiterverbreitung dar (Pore
et al. 1983; Wirth et al. 1999).

Ein zusatzliches naturliches Reservoir der Prototheken ist der Darm von Nutztieren. Studien
Uber das Vorkommen von Prototheken in den Fazes von Schweinen, Rindern und Pferden
zeigte ein latentes Ausscheiden von Prototheken ohne klinische Symptomatik. Deshalb wird
die Protothekenbesiedelung des Darmes als physiologisch eingestuft (Weber und Enders
1993; Enders und Weber 1993a; Enders und Weber 1993b). Dagegen konnte ein
tierartspezifisches Vorkommen von P. zopfii Genotyp 1 und 2 und P. blaschkeae gezeigt
werden. P. zopfii Genotyp 1 und 2 wurde zu gleichen Teilen aus Rinderfazes und
Rinderstallungen isoliert, wobei nur der Genotyp 2 als pathogenes Agens bei der
Protothekenmastitis des Rindes anzutreffen ist. P. zopfii Genotyp 2 wird deshalb eine
besondere Rolle in der Atiologie dieser Erkrankung zuteil. P. blaschkeae, friiher P. zopfii
Variante Ill, wurde nur in Kot und Stallproben von Schweinen nachgewiesen, ohne eine
pathologische Bedeutung zu haben (Schuster und Blaschke-Hellmessen 1983; Blaschke-

Hellmessen et al. 1985a; Janosi et al. 2001). Neueste Untersuchungen bestatigen den
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Verdacht, dass der Genotyp 2 von P. zopfii, ehemals Variante I, hauptursachlich fur die
Protothekenmastitis des Rindes ist (Moeller et al. 2007; Jagielski et al. 2011). Ein weiteres
natirliches Reservoir der Prototheken bietet zudem der Mensch. Prototheken wurden bei
ihm als transiente Besiedler der Haut sowie in Proben von z.B. Fingernageln oder dem

Respirations- und Verdauungstrakt nachgewiesen (Venezio et al. 1982; Huerre et al. 1993).

2.1.6 Diagnostik

Urspringlich erfolgte der Nachweis von Prototheken ausschlieBlich kulturell auf
standardisierten Pilz-Nahrmedien wie z.B. Sabouraud-Dextrose-Agar. Eine zusatzliche
mikroskopische Untersuchung verdachtiger Kolonien mittels Lactophenol-Baumwollblau-
Farbung (Pore et al. 1987; Baumgartner 1997) oder Gramfarbung (Greene 2011) stellte
charakteristische Sporangien dar (Leimann et al. 2004) und konnte eine erste
Verdachtsdiagnose begriunden. Da Prototheca-Kolonien in ihrem Aussehen, ihrer Farbe und
ihrem Geruch Candida-Arten oftmals sehr ahneln und sie generell nur sehr langsam
wachsen, erwiesen sich diese kulturellen Nachweismethoden jedoch als unsicher und sehr

zeitintensiv (von Bergen et al. 2009).

Vor Einfihrung molekularer Untersuchungsmethoden erfolgte die Speziesidentifikation von
Prototheken mittels auxanographischer und biochemischer Analysen (Padhye et al. 1979;
Roesler et al. 2006). Beide Methoden sind Uberaus zeitintensiv und beinhalten starke
Einschrankungen, wie z.B. eine schlechte Reproduzierbarkeit, sowie die Schwierigkeit einer
hohen intraspezifischen Variabilitat einiger biochemischer Eigenschaften (Ricchi et al. 2011).
Histopathologisch lassen sich Prototheken nach Anfarbung mit PAS oder Gomori sehr gut
darstellen (Salvadori et al. 2008).

Vergleichsuntersuchungen mit Hilfe der Fourier-Transformation-Infrarot-Spektroskopie
konnten deutliche Unterschiede innerhalb aller Profotheca-Spezies -einschlieBlich P.
blaschkeae aufzeigen, wobei eine Differenzierung zwischen P. zopfii Genotyp 1 und Genotyp
2 mit dieser Methodik schwierig bleibt (Schmalreck et al. 1998).

Eine schnelle und verlassliche Protothekenidentifikation bietet die Immunfluoreszenz, bei der
spezifische Konjugate eine selektive Adsorption gewahrleisten. Aufwendige Praparationen
sowie die Gefahr einer Artefaktbildung durch unspezifische Bindung der Antikrper

schranken jedoch den Einsatz dieses Nachweisverfahrens ein (Sudman und Kaplan 1973).
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Molekularbiologische Analysen zur Speziesunterscheidung sind eine weitere Mdoglichkeit der
Protothekenidentifikation in  Serumproben, Bioptaten und Gewebeschnitten. Die
Sequenzierungen der 18 S rDNA (Marques et al. 2008) sowie die Genotypisierung mittels
PCR (Roesler et al. 2006; Osumi et al. 2008) und RFLP (Moeller et al. 2007) stellen vielfach
etablierte Methoden zur Typisierung von Prototheken dar, welche sehr prazise, allerdings
auch relativ kostenintensiv und zeitaufwendig sind. Im Vergleich zur kulturellen Diagnostik
bieten sie jedoch eine erhebliche Zeitersparnis und sind auch im fixierten Gewebe moglich.
Darlber hinaus bietet die von Ricchi et al. beschriebene real-time PCR eine intraspezifische
Protothekendifferenzierung innerhalb kirzester Zeit (2011). Allerdings erfordert auch sie eine

gewisse Gerateausstattung und den entsprechenden Arbeitseinsatz.

Eine Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung (FISH), bei der rRNA-gerichtete Oligonukleotide zur
Darstellung von Protothekenzellen eingesetzt werden (Ueno 2009) kann in der

Protothekendiagnostik nitzlich sein, ist aber ebenfalls aufwendig und teuer.

2.1.7 Therapie und Bekampfung

Wie bei anderen seltenen Erkrankungen konnte auch fur die Protothekose bisher keine
optimale Therapie etabliert werden (Perez et al. 1997; Kantrow und Boyd 2003; Leimann et
al. 2004). Verfugbare Informationen veranschaulichen eine grofe Diskrepanz zwischen der
in vitro und der in vivo Empfindlichkeit der Prototheken gegenuber antimikrobiellen
Therapeutika. Nur eine mdglichst frihe Diagnose bietet die Option eines Behandlungs-
erfolges, da bei der disseminierten Form Organe wie z.B. die Augen oder das ZNS nur
schwer zuganglich sind. Bevorzugt eingesetzte Medikamente sind Antimykotika (z.B.
Amphotericin B), Azole (z.B. Fluconazol, Itraconazol und Voriconazol), sowie diverse
Antibiotika, wie z.B. Amikacin und Tetracyclin, wobei eine Kombination der einzelnen
Agenzien einer Monotherapie uberlegen ist. Die bisher wirksamste Therapie ist durch
Amphotericin B belegt. Aufgrund der hohen Nierentoxizitdt sind alle Antimykotika nur
begrenzt einsetzbar. Neuere Amphotericin B-Medikamente mit einer reduzierten
Nierentoxizitat (z.B. liposomales Amphotericin B) sind verflugbar, jedoch auch sehr
kostenintensiv (Stenner et al. 2007). Algizide Wirkstoffe wie Polyhexamethylene Bigaunide
(PHMB) zur Medikation sind ebenfalls in der Diskussion. Humane kutane Affektionen kénnen
kurativ chirurgisch entfernt werden. Auch topische Anwendungen von Antimykotika

(Amphotericin B, Azole) sind in ihrer Wirksamkeit belegt (Lass-Floerl und Mayr 2007).
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2.2 Protothekosen

Die Protothekose ist eine sehr seltene Erkrankung, welche speziesspezifisch seit 1952
beschrieben wurde und durch achlorophyllogene Algen der Gattung Prototheca
hervorgerufen wird (Hollingsworth 2000; Stenner et al. 2007).

P. wickerhamii, P. zopfii und P. blaschkeae sind die bisher einzigen bekannten Vertreter,
welche unter bestimmten Voraussetzungen pathogen flir Menschen und Tiere sein kénnen.
Pradisponierende Faktoren sind u.a. Immunsuppression oder Epithelverletzungen (Leimann
et al. 2004).

2.2.1 Humane Protothekose

Die Protothekosen des Menschen kommen als Einzelerkrankungen bevorzugt in tropischen
und subtropischen Gebieten vor (Blaschke-Hellmessen et al. 1985b). Der erste Fall einer
humanen Protothekose wurde 1964 beschrieben. Ein Reisfarmer aus Sierra Leone wies eine
verrukdse FuBlasion mit nachfolgender Generalisierung auf (Davies et al. 1964). Zahlreiche
weitere Falle wurden inzwischen auf allen Kontinenten beschrieben, wobei ein Grolteil der
Falle in Asien und Amerika, insbesondere im Sidosten der Vereinigten Staaten auftrat.
Ursachlich wurde Uberwiegend P. wickerhamii als infektioses Agens isoliert. P. zopfii war
sehr viel seltener am Krankheitsgeschehen beteiligt (Lass-Floerl und Mayr 2007).
Protothekosen treten entweder lokal oder disseminiert auf und die Erkrankung verlauft akut
oder chronisch, wobei chronische Verlaufsformen haufiger sind.

Eingeteilt werden humane Protothekosen anhand ihrer Lokalisation in drei klinische Formen:
1. kutane Lasionen, 2. Schleimbeutel-, Faszien- und Sehnenscheidenentziindungen und 3.
disseminierte/systemische Infektionen (lacoviello et al. 1992; Huerre et al. 1993; Leimann et
al. 2004). Der erste Fall einer systemischen Protothekose durch P. wickerhamii ereignete
sich im Jahr 1974 bei einem jungen Mann mit einem zellularen Immundefekt (Cox et al.
1974). Die Pathogenese der Protothekose ist bis heute im Wesentlichen ungeklart.
Angenommen wird eine Infektion durch Kontakt mit Infektionsquellen wie z.B. kontaminiertes
Wasser oder Erde. Auch eine traumatische Algeninokulation der Haut kommt in Betracht
(Jones et al. 1983; Kuo et al. 1987; Follador et al. 2001; Leimann et al. 2004). Dartber
hinaus werden Insektenstiche als mdgliche Ansteckungsquelle diskutiert (Wirth et al. 1999).
Die meisten beschriebenen Protothekosen sind Hautaffektionen und es wird angenommen,
dass die Algenpenetration der Haut nach vorangegangener Hautschadigung erfolgt. Die
Lasionen bleiben meist lokal begrenzt, obgleich sie bei immunsupprimierten Patienten einen

Trend zur Dissemination haben (lacoviello et al. 1992). Die Mehrheit der Protothekosen wird
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bei immunsupprimierten Patienten beobachtet, wobei sowohl die iatrogene
Glukokortikoidgabe als auch pradisponierende Stoffwechselerkrankungen wie z.B. Diabetes
mellitus als Risikofaktoren eingestuft werden (Lass-Floerl und Mayr 2007). Akute und fatale
Protothekosen sind bisher selten und treten Uberwiegend bei schwer immunsupprimierten
Patienten auf (Khoury et al. 2004; Lass-Floerl et al. 2004), wobei eine Haufung von lokalen
und systemischen Protothekosen bei HIV-Patienten auffallig ist (Kaminski et al. 1992;
Woolrich et al. 1994; Carey et al. 1997; Polk und Sanders 1997). Je nach Krankheitsbild und
Ausmal der kutanen Protothekose wird als Therapie eine Kombination der Anwendung von
topischen  Antimykotika und chirurgischer Exzision der betroffenen Hautstellen
vorgenommen. Standardtherapieprotokolle existieren bisher nicht. Bewahrt hat sich der
Einsatz von Antimykotika wie z.B. Ketokonazol, ltrakonazol, Flukonazol und Amphotericin B,
wobei letzteres gegen Prototheken am wirksamsten ist (Kantrow und Boyd 2003; Lass-Floerl
et al. 2004; Mathew et al. 2010; Hillesheim und Bahrami 2011). Systemische Protothekosen
werden ebenfalls mit Amphotericin B oder liposomalen Amphotericin B, teilweise in
Kombination mit Antibiotika, behandelt (Heney et al. 1991; Sands et al. 1991; Lass-Floerl
und Mayr 2007; Mathew et al. 2010). Die Heilungschancen und Erfolgsraten sind einerseits
abhangig von einer frihen und prazisen Diagnose, andererseits ist der Immunstatus des
jeweiligen Patienten entscheidend flr das Ansprechen einer Therapie (Mathew et al. 2010;
Fong et al. 2014). Die optimale Dosis und Zeitdauer der eingesetzten Antimykotika sind
ungewiss. Amphotericin B wird als Erstbehandlung von Protothekosen, insbesondere bei
disseminierten Protothekosen und bei Patienten mit schweren Grunderkrankungen oder bei

Patienten mit einer Immunsuppression favorisiert (Lass-Floerl und Mayr 2007).

2.2.2 Bovine Protothekose

Die bovine Protothekose ist eine endemische Infektionskrankheit und gewinnt durch die
Zunahme der wirtschaftlichen Verluste und als potentielles Risiko flr die offentliche
Gesundheit immer mehr an Bedeutung (Marques et al. 2006). Hauptsachlich assoziiert mit P.
zopfii Genotyp 2 als auslésendes Agens (Moeller et al. 2007; Osumi et al. 2008; Roth 2010)
zeigen erkrankte Kihe in der Regel chronische therapieresistente Mastitiden mit
Milchverlusten und erhdhten Zellgehalten. Der Entzindungscharakter ist pyogranulomatos
(Frank et al. 1969; Schénborn und Seffner 1977; McDonald et al. 1984). Als Ausnahme
konnten einzelne Mastitisisolate auch als P. wickerhamii (Marques et al. 2006) und P.
blaschkeae identifiziert werden (Marques et al. 2008; Ahrholdt und Roesler 2011). Die
Infektion erfolgt Uberwiegend Uber den Strichkanal galaktogen-aszendierend, wobei auch

Zitzenverletzungen als Eintrittspforte flr die Erreger angesehen werden. Eine



12
Literaturtbersicht

Erregermanifestation in sezernierenden Alveolen wird vermutet, da Krankheitsfalle gehauft
bei Kihen in der Hochlaktation beobachtet werden (Lerche 1952; Schiefer und Gedek 1968;
Schonborn und Seffner 1977; Dion 1982). Bei klinischen Mastitiden kommt es nur selten zur
Stérung des Allgemeinbefindens der betroffenen Tiere (Spalton 1985), wobei auch klinisch
inapparente Infektionen bei scheinbar eutergesunden Tieren nachgewiesen werden kénnen
(Gedek und Weber 1978; Wendt 1994; Baumgartner 1997). Als Erregerwirkung werden
Toxine diskutiert, welche die Alveolarepithelien schadigen und somit die intraalveolare
Ausbreitung der Prototheken beglinstigen (Wendt 1994). Eine Erregeribertragung von Tier
zu Tier Uber kontaminiertes Melkwerkzeug wird angenommen. Weiterhin spielen die
hygienischen Verhaltnisse, die Melkbedingungen sowie die Erregermenge in der Umwelt der
Klhe eine wichtige Rolle (Beer 1987; Anderson und Walker 1988). Trotz zahlreicher
Therapieversuche gilt die Protothekenmastitis weiterhin als therapieresistent. Nur die
Merzung der betroffenen Tiere erweist sich bisher zur Sanierung infizierter Rinderbestande
als erfolgreich (Grunert et al. 1996; de Vargas et al. 1998; Buzzini et al. 2008).

2.2.3 Feline Protothekose

Die feline Protothekose ist eine sehr seltene Infektionskrankheit der Katze und es sind
bislang nur wenige klinische Falle beschrieben. Auffallig ist jedoch, dass Katzen, ahnlich der
klinischen Erkrankung des Menschen und im Gegensatz zu Hunden, bisher nur an der
kutanen Form der Protothekose erkrankten. Stets wurde seither P. wickerhamii als Ausloser
der Protothekeninfektion dokumentiert. Der erste Fall einer felinen Protothekose beschreibt
eine Umfangsvermehrung am linken Unterbein einer Katze. Kulturell und histologisch sowie
mithilfe der Fluoreszenzdiagnostik konnte P. wickerhamii aus der Lasion isoliert werden.
Aufgrund der tiefen Nerven- und Blutgefalibeteiligung war nur eine Teilexzision der
Umfangsvermehrung durchfiihrbar und ein Rezidiv bildete sich aus. Pathomorphologisch war
hier eine granulomatése Entziindung vorherrschend (Kaplan et al. 1976). Ein weiterer Fall
dokumentiert eine Umfangsvermehrung im Stirnbereich einer Katze. Auch hier konnten aus
dem Tumor, welcher histologisch als Granulom eingestuft wurde, Prototheken isoliert werden
(Finnie und Coloe 1981). Zwei weitere Falle beschreiben jeweils knoétchenartige
Umfangsvermehrungen einmal an der Unterseite des Schwanzes einer Katze und im zweiten
Fall auf der Nase einer anderen Katze. In beiden Fallen konnten histologisch in den
Knétchen neben Makrophagen und multinukledren Riesenzellen, welche sowohl Dermis als
auch Subkutis infiltrierten, auch P. wickerhamii nachgewiesen werden (Dillberger et al.
1988). Ebenfalls noduldre Umfangsvermehrungen im Kopfbereich wies eine Katze in Japan

auf. Durch eine Exzisionsbiopsie konnte auch hier P. wickerhamii isoliert werden. Nach
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chirurgischer Entfernung aller Knoten erholte sich die Katze sehr gut und zeigte keine
Rezidivbildung (Endo et al. 2010). In allen bisher dokumentierten Fallen war die
Protothekeninfektion ausschlieBlich auf die Haut und Unterhaut beschrankt, wobei eine
Katze zusatzlich eine Lymphknotenbeteiligung aufwies (Kaplan et al. 1976; Finnie und Coloe
1981; Coloe und Allison 1982; Dillberger et al. 1988; Endo et al. 2010). Alle Lasionen waren
gepragt vom Typ einer granulomatésen Entziindung. Die Pathogenese blieb ungeklart. In
einer Arbeit wurde die traumatische Algeninokulation der Haut analog der
Protothekeninfektion des Menschen diskutiert. Ebenso wurde ein alterierter Immunstatus der
jeweiligen betroffenen Katzen als pradisponierter Faktor angesprochen und der Autor wies
darauf hin, infizierte Katzen hinsichtlich immunsupprimierender Erkrankungen wie z.B. feline
Leukose zu testen (Dillberger et al. 1988). Zur Diagnostik und Therapie kommt die Biopsie
bzw. -exzision der Umfangsvermehrung zum Einsatz, wobei in einem Fall zusatzlich die
orale Gabe von Ketokonazol durchgeflihrt wurde. Klinisch zeigte diese Katze eine gute

Rekonvaleszenz, verstarb jedoch 10 Tage nach der Operation (Dillberger et al. 1988).

2.2.4 Protothekosen anderer Spezies

Uber die Protothekenerkrankung wurde in Einzelfallen auch bei anderen Tierarten berichtet.
Kutane, lokal begrenzte Lasionen an Kopf und Beinen wurden beispielsweise bei einem
Rehbock beschrieben, ausgeltst durch P. wickerhamii (Frese und Gedek 1968). Weiterhin
ist ein Fall bei einem Flughund dokumentiert, welcher an den Folgen einer systemischen
Protothekose in Form einer granulomatdsen Meningoenzephalitis und an multifokalen
Organlasionen verstorben war. Histologisch wurden eindeutig Protothekenorganismen
identifiziert. Eine spezifischere kulturelle Erregerbestimmung war aufgrund von fehlendem
unfixiertem Material nicht moglich (Mettler 1975). Abgesehen von den Saugetieren sind
Protothekeninfektionen auch bei Fischen beschrieben. Sporadische Ausbriiche einer
viszeralen Infektionsform der Protothekose wurden auf einer Lachsfarm beobachtet.
Ebenfalls histologisch bestatigt, stimmten die Erreger mit keiner bisherigen bekannten
Protothekenart Uberein und eine neue Art, P. salmonis sp. nov., wurde damals postuliert
(Gentles und Bond 1977). Neben den Lachsen ist die Protothekeninfektion bei einer weiteren
Fischart belegt. Ein Karpfen wies an verschiedenen inneren Organen, unter anderem der
Schwimmblase, eine Protothekeninfektion auf (Loupal et al. 1992). Daruber hinaus ist die
Protothekose bei einer weiteren Nutztierart in Brasilien dokumentiert. Eine Ziege litt unter
inspiratorischer Dyspnoe, Stertor und ulzerierenden Hautlasionen im Kopfbereich. Als
atiologisches Agens wurde P. wickerhamii identifiziert, wobei die Lasionen als

nekrotisierende, pyogranulomatése Dermatitis und Rhinitis charakterisiert wurden (Macedo
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et al. 2008). Weiterhin existieren Berichte von Protothekosen bei Exoten, wie z.B. der

Protothekenbefall einer Kornnatter (Crispens und Marion 1975).

2.2.5 Canine Protothekose

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Protothekenerkrankungen manifestiert sich die
Protothekose beim Hund typischerweise fast immer systemisch mit einem schleichenden
Beginn und einem unausweichlich tédlichen Krankheitsverlauf (Hollingsworth 2000; Greene
2011). GroRtenteils durch P. zopfii Genotyp 2 verursacht (Ribeiro et al. 2009), zeigen
erkrankte Hunde in der Regel zunachst hamorrhagischen Dickdarmdurchfall mit
Hamatochezie bei einem zumeist ungestorten Allgemeinbefinden. Im weiteren Verlauf
kommt es durch die Ausbreitung der Erreger haufig zur Erblindung infolge einer
Retinaablésung sowie zu neurologischen Symptomen wie z.B. Ataxie, Taubheit,
Vestibularsyndrom und zentralnervése Ausfalle (Carlton und Austin 1973; Tyler et al. 1980;
Cook et al. 1984; Font und Hook 1984; Fuchs et al. 1996; Schultze et al. 1998; Salvadori et
al. 2008; Lane et al. 2012). Dartber hinaus sind sporadische Falle einer primar kutanen
Infektion durch P. wickerhamii beschrieben (Macartney et al. 1988; Ginel et al. 1997), wobei
der Verlauf der Erkrankung weniger dramatisch im Vergleich zu einer Infektion mit P. zopfii
ist (Hollingsworth 2000). Bisher sind beim Hund nur 3 Falle mit einer P. wickerhamii
assoziierten Infektion dokumentiert. Der erste Fall beschreibt eine generalisierte
Protothekose, wobei sowohl P. wickerhamii als auch P. zopfii als ausldsendes Agens isoliert
wurden (Tyler et al. 1980). Beim zweiten Fall waren subkutane Lasionen bei einem Hund
auffallig (Ginel et al. 1997). Der dritte Fall schildert eine systemische Protothekose eines
Maltesers, welcher eine Erregerbesiedelung an verschiedensten Organen, unter anderem
der Milz und der Leber, in Form von diffus verteilten weiRen Knotchen auf der
Organoberflaiche aufwies (Tsuji et al. 2006). Erstmalig 1969 von Van Kruiningen
beschrieben, sind bisher weltweit Uber 50 Falle der caninen Protothekose dokumentiert,
davon eine Vielzahl in den USA (Van Kruiningen 1970; Carlton und Austin 1973; Sudman et
al. 1973; Buyukmihci et al. 1975; Holscher et al. 1976; Tyler et al. 1980; Migaki et al. 1982;
Cook et al. 1984; Font und Hook 1984; Gaunt et al. 1984; Meredith et al. 1984; Rakich und
Latimer 1984; Moore et al. 1985; Schultze et al. 1998; Strunck et al. 2004; Gionfriddo 2007).
Weiterhin stammen 17 Falle aus Australien (Wilkinson 1988; Meehan und Pollock 1996;
Stenner et al. 2007), sowie weitere wenige Falle aus Japan (Tsuji et al. 2006), Afrika (Imes et
al. 1977) und Europa (Povey et al. 1969; Macartney et al. 1988; Rallis et al. 2002; Salvadori
et al. 2008; Marquez et al. 2012; Font et al. 2014). In Deutschland sind bis heute 4
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dokumentierte Falle bekannt (Fuchs et al. 1996; Allgoewer et al. 1998; Birke 2002; Gorissen

2011).

Tabelle 2: Bisherige Falldokumentationen der caninen Protothekose von 1969-2014

Nr |Rasse Geschlecht|Alter |Klinik Spezies Land Jahr Referenz

1 Springer Spaniel |n.a. 3,5 [Colitis P.spp England 1969 Povey et al, 1969

2 Boxer w 9 PU/PD, OA P.spp USA 1969 Van Kruiningen et al, 1969
3 Springer Spaniel |m 3 Colitis P.spp USA 1970 Van Kruiningen, 1970

4 Collie m 5,5 |Blindheit P.spp USA 1973 Carlton und Austin, 1973
5 Miniature Schnauzqw 2 Otitis P. wickerhamii [USA 1973 Sudman et al, 1973

6 Collie wk 8,5 Colitis P.spp USA 1975 Buyukmihci et al, 1975
7 n.a. m 7 OA P. zopfii n.a. 1975 Saunders et al, 1975

8 Collie w 1,5 |Colitis P. wickerhamii JUSA 1976 Holscher et al, 1976

9 Dobermann-Mix  |wk 6 OA P. zopfii Afrika 1977 Imes et al, 1977

10 |Mischling wk 4 Ataxie P. zopfii & P. USA 1980 Tyler et al, 1980

11 |Cocker Spaniel wk 5 Colitis P. zopfii USA 1982 Migaki et al, 1982

12 |Mischling w 3 Colitis P. zopfii USA 1982 Migaki et al, 1982

13 |Collie w 3 Colitis P. zopfii USA 1984 Cook et al, 1984

14 |Vizsla w 2 Colitis P. wickerhamii |USA 1984 Font und Hook, 1984

15 |Husky w 4 Lahmheit P. zopfii USA 1984 Gaunt et al, 1984

16 Dalmatiner wk 10 Blindheit P. zopfii USA 1984 Meredith et al, 1984

17 |Collie n.a. 3 Colitis P. zopfii USA 1984 Rakich und Latimer, 1984
18 |Mischling n.a. 7 Blindheit P. zopfii USA 1985 Moore et al, 1985

19 |Boxer wk 1,5 |Colitis P. zopfii Australien  |1988-2005 |Stenner et al, 2007

20 |Boxer w 2 Colitis P. wickerhamii | Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

21 Boxer m 2,5 |Colitis P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

22 |Boxer-Mix w 3 PU/PD, | P. zopfii Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

23 |Boxer wk 4 Colitis, PU/PD, | |P. zopfii Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

24 |Boxer wk 45 ND P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

25 |Boxer wk 5 Blindheit P.spp Australien 1988-2005 |Blogg und Sykes, 1995
26 |ECS mk 4 Fieber P. zopfii Australien  |1988-2005 |Stenner et al, 2007

27 ECS wk 8 Colitis P. zopfii Australien 1988-2005 |Meehan et al, 1996

28 |SBT w 2 Blindheit P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

29 |Collie w 3,5 |Colitis P.spp Australien 1988-2005 | Thomas und Preston, 1990
30 DSH wk 3 Colitis P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

31 Corgie mk 10,5 |[Colitis P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

32 |Malteser mk 4 Colitis P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

33 |JACD wk 8 Colitis P. wickerhamii | Australien 1988-2005 |Wilkinson et al, 1988

34 |Beagle-Mix mk 4 HL, PD, OA P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

35 |Kelpie-Mix wk 6 Colitis P.spp Australien 1988-2005 |Stenner et al, 2007

36 |Greyhound m 10 Hauttumore P.spp England 1988 Macartney et al, 1988
37 |Berner Sennen m 1,5 Colitis, RA P.spp Osterreich |1996 Fuchs et al, 1996

38 |Collie m 4 HL P. wickerhamii |Spanien 1997 Perez et al, 1997

39 |Riesenschnauzer |m 1 Colitis P.spp Deutschland [ 1998 Allgoewer et al, 1998

40 |Mischling w 5 Colitis P. zopfii USA 1998 Schultze et al, 1998

41 Mischling m 8 Colitis, ND P.spp USA 1998 Schultze et al, 1998

42 |DSH w 6 Colitis P.spp Deutschland |2002 Birke, 2002

43 |DSH m 3,5 [Colitis P.spp Griechenland| 2002 Rallis et al, 2002

44 [Mischling w 10 Colitis P. zopfii Japan 2004 Hosaka und Hosaka, 2004
45 |Cocker Spaniel mk 2 Colitis P. zopfii USA 2004 Strunck et al, 2004

46 |Mischling wk 8 Uveitis, ND P. zopfii USA 2005 Pressler et al, 2005

47 |Samojede wk 10 |ANI P. zopfii USA 2005 Pressler et al, 2005

48 |Cocker Spaniel wk 14 Blindheit P.spp USA 2006 Rizzi et al, 2006

49  |Husky mk 12 Blindheit P.spp USA 2007 Gionfriddo et al, 2007

50 |Maremmano m 3 ND P.spp ltalien 2008 Salvadori et al, 2008

51 Mischling m 8 Colitis P. zopfii GT 2 |Stidamerika {2009 Ribeiro et al, 2009

52 |Riesenschnauzer |w 0,5 |Colitis P. zopfii Deutschland |2011 Gorisson, 2011

53 |Boxer wk 6 ND P.spp USA 2011 Gupta et al, 2011

54 |Engl. Setter wk 3 ND, Colitis P. zopfii USA 2012 Young et al, 2012

55 |Boxer m 2 ND P.spp Spanien 2012 Marquez et al, 2012

56 |Sheltie-Mix wk 5 ND P. zopfii GT 2 |USA 2012 Lane et al, 2012

57 |Labrador Retriever |w 5 Paraparese P. zopfii Spanien 2014 Font et al, 2014
mk=mannlich kastriert, wk=weiblich kastriert, PU/PD=Polydipsie/Polyurie, I=Inkontinenz, HL=Hautlasionen, OA=Okulare Affektionen, RA=Retina Ablation,

ND=Neurologische Defizite, ANI=Akute Niereninsuffizienz, n.a= nicht angegeben, ACD=American Cattle Dog, DSH=Deutscher Schaferhund, ECS=Englischer Cocker

Spaniel, SBT=Staffordshire Bullterrier, Mix=Mischling, Engl. Setter= Englischer Setter
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2.2.5.1 Atiologie und Pathogenese der caninen Protothekose

Die Protothekeninfektion des Hundes erfolgt vermutlich hauptsachlich Gber die orale
Aufnahme der Erreger (Povey et al. 1969; Van Kruiningen 1970; Buyukmihci et al. 1975). In
Einzelfallen wird auch eine perkutane Algeninokulation (Ginel et al. 1997) oder ein lokales
Trauma angenommen (Macartney et al. 1988). In einem kurzlich beschriebenen Fall wurde
die nasale Infektion als moglicher Infektionsweg diskutiert, da der Hund multiple
pyogranulomatdse Gehirnlasionen ohne Beteiligung anderer Organe aufwies (Marquez et al.
2012). Auch die Inhalation als mdgliche Infektionsursache wurde in einem Fall in Erwagung
gezogen (Sudman et al. 1973). Da in den meisten Fallen eine Kolitis beschrieben ist, wird als
primarer Manifestationsort das Kolon angesehen, wobei die Prototheken initial die Lamina
propria und die Submukosa des Darmes infiltrieren (Van Kruiningen 1970; Greene 2011).
Dieser Entziindungsprozess fuhrt zu einer Verdickung der Darmwande, fokalen Ulzerationen
und einem segmentalen Verlust des Dickdarmepithels (Van Kruiningen 1970). Ein
endogener Infektionsweg mit hamatogener und/oder lymphogener Ausbreitung der Erreger
wird vermutet (Migaki et al. 1982; Thomas und Preston 1990). Bevorzugte
Organbesiedelungen sind somit gut vaskularisierte Organe wie Augen, Nieren, Myokard,
zentrales Nervensystem, Knochen und andere Gewebe mit einer guten Blutversorgung
(Stenner et al. 2007; Greene 2011). Aufgrund der ubiquitaren Protothekenverbreitung in der
Umwelt und den im Vergleich dazu nur sehr selten beschriebenen Protothekeninfektionen
beim Hund wird als Ursache eine gestdrte oder geschwachte Immunabwehr des Patienten
angenommen (Sudman 1974; Moore et al. 1985; Thomas und Preston 1990; Hollingsworth
2000; Pressler et al. 2005). Eine Funktionsstérung der neutrophilen Granulozyten scheint bei
der disseminierten Form haufig vorzukommen. Im Fall eines 3-jahrigen betroffenen Collies
wiesen die Autoren eine generalisierte Suppression der T-Lymphozyten-Aktivitat anhand
einer veranderten Reaktion auf eine Mitogenstimulation mittels Phytohamagglutinin nach
(Rakich und Latimer 1984). Da ein gehauftes Auftreten der Protothekose bei weiblichen
Hunden auffallig ist, gehen einige Autoren auch von einer Geschlechtspradisposition aus
(Gaunt et al. 1984; Hollingsworth 2000; Stenner et al. 2007). In Australien waren Boxer
Uberproportional haufig an der caninen Protothekose erkrankt, so dass bei dieser
Hunderasse ein Gendefekt als pradisponierender Faktor diskutiert wurde (Stenner et al.
2007). Dagegen waren in Amerika und Europa Collies und Englisch Springer Spaniels
Uberproportional haufig betroffen (Hollingsworth 2000). So wird auch bei den Collies ein
hereditar bedingter Defekt der zellularen Immunabwehr angenommen (Cook et al. 1984,
Thomas und Preston 1990). Die Annahme, dass es sich bei Prototheken um
opportunistische Erreger handelt, welche nur unter bestimmten Faktoren infektidés sind

(Buyukmihci et al. 1975), wird einerseits durch das sporadische Auftreten der
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Protothekeninfektionen und andererseits durch das zumeist vergebliche Induzieren einer
Protothekose bei Labortieren unterstutzt (de Camargo et al. 1980). In einer
Versuchstierstudie war nur bei einem Teil der Mause nach langerer Inokulationsdauer eine
Infektion in Form von Epitheloid-Zell-Granulomen maéglich (Horiuchi et al. 1991). Weitere
Autoren gehen aufgrund der langsamen Verbreitung der Erreger ebenfalls von einer
geringen Virulenz der Prototheken aus (Kuo et al. 1987; Otoyama et al. 1989). Im Gegensatz
zu Nagern war eine Induktion der Prototheken-Mastitis beim Rind durchaus moglich
(Schiefer und Gedek 1968; Frank et al. 1969; Dion 1982; McDonald et al. 1984).

2.2.5.2 Klinik der caninen Protothekose

Eingeteilt wird die canine Protothekose in drei klinische Erscheinungsformen: Die kutane
Form (ausschlieBlich die Haut betreffend), die systemische Form (nur ein Organsystem
betreffend) und die disseminierte Form (mit Nachweis der hamatogenen und/oder
lymphogenen Streuung), wobei die disseminierte Form bei Hunden am haufigsten

anzutreffen ist.

Tabelle 3: Ubersicht der klinischen Symptomatik der caninen Protothekose

Organsystem Symptome/Klinik Pathologie
Protothekeninfiltration der
hamorrhagische Diarrhoe, |Lamina propria und der
Magendarmirakt (Kolon) Vomitus, Gewichtsverlust |Submukosa, Nekrosen,
Ulzerationen
Netzhautablésung (meist
. . beidseitig) infolge
Auge Blingheit Chorioretinitis durch
Protothekenimmigration
variabel, u.a. Ataxie,
ZNS Vestibularsyndrom zerebrale (Meningo-)
(Kopfschiefhaltung), Enzephalitis
Taubheit, Hyperasthesie
Haut Hautlasionen, kutane Pyogranulome
Umfangsvermehrungen
Ni Polyurie/Polydipsie, akute |renale
ieren Niereninsuffizienz Protothekeninfiltration
_ Osteomyelitis infolge
Knochen Schmerzhattigkeit Protothekenmanifestation
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Erste Symptome der disseminierten Form sind intermittierender, hamorrhagischer Durchfall,
begleitet von Tenesmus und vereinzelt Vomitus, welcher Uber Monate hinweg bestehen
kann, bevor schlielllich weitere Krankheitssymptome durch die Protothekeninfiltration
anderer Organe auffallig werden. Diese weiteren Symptome sind in der Regel okulare und
zentralnervose Storungen (Van Kruiningen et al. 1969; Saunders und Rubin 1975; Gaunt et
al. 1984; Rakich und Latimer 1984; Thomas und Preston 1990; Hollingsworth 2000; Hosaka
und Hosaka 2004; Gupta et al. 2011; Lane et al. 2012; Marquez et al. 2012; Young et al.
2012; Font et al. 2014). In einzelnen Fallen werden dartber hinaus renale Affektionen in
Form einer akuten Niereninsuffizienz beschrieben (Pressler et al. 2005). Auch eine
Knochenmanifestation in Form einer Osteomyelitis ist moglich (Stenner et al. 2007). Mit Hilfe
einer  Koloskopie kdnnen Primarlasionen, wie z.B. fokale Nekroseareale,
Schleimhautulzerationen und &dematisierte, brichige Schleimhautfalten, welche bei
Berihrung schnell anfangen zu bluten, gut dargestellt werden. Eine okulare Beteiligung ist
zumeist gepragt von gerdteten, dolenten Augen mit Blepharospasmus, oftmals bereits von
einer akuten Blindheit begleitet. Vielfach stellt sich entweder die Hornhaut oder die Pupille
bereits getriibt dar, des Weiteren leiden die betroffenen Tiere an einer Uveitis in Form von
Hyphama, Leukocoria, kornealem Odem und Kammerwassertriibung. Die akute Blindheit
wird durch eine (meist beidseitige) Netzhautablésung infolge einer exsudativen,
granulomatdsen Chorioretinitis ausgeldst (Stenner et al. 2007). Die kutane Protothekose ist
charakterisiert durch pyogranulomatdse Lasionen der Haut. In einem Fallbericht waren
Umfangsvermehrungen der Haut im Bereich des Jochbogens und um den Schwanzansatz
auffallig. Ein weiterer Fall dokumentierte eine Hautlasion im Skrotalbereich (Macartney et al.
1988; Ginel et al. 1997). Bei einigen Patienten mit zentralnervésen Ausfallen konnten
Erreger im Liquor cerebrospinalis nachgewiesen werden (Gupta et al. 2011; Lane et al.
2012; Young et al. 2012). Die Untersuchung des Neurokranium mit einem
Magnetresonanztomographen (MRT) zeigte bei einem dieser Hunde signalveranderte
Lasionen sowohl im Gehirn als auch in den Meningen, welche fiir eine Entzlindung der
betroffenen Areale sprach. Weiterhin war eine VergroRerung des 4. Ventrikels mit
nachfolgender Protrusion des Kleinhirnwurms durch das Foramen magnum und eine
Syringohydromyelie im kranialen Halsmark auffallig (Young et al. 2012). Bei einem anderen
Fall zeigte ein 2-jahriger Boxerride eine diffuse paraspinale Hyperasthesie, begleitet von
einer mentalen Depression und Anorexie. Lasionen im Gehirn im linksseitigen Frontallappen
mit einhergehendem Mittellinienshift und Masseneffekt waren in der MRT-Untersuchung zu
beobachten (Marquez et al. 2012). Ein kurzlich verdffentlichter Fallbericht beschreibt eine 5-
jahrige Labradorhindin mit einer progressiven, nicht mehr gehfahigen Hinterhandparese. In
der Myelographie war im Bereich des 4.-7. Lendenwirbels eine Umfangsvermehrung mit

resultierender extraduraler Rickenmarkskompression auffallig, welche in einer anschlieRend
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durchgefihrten Hemilaminektomie entfernt wurde. Eingesandte Biopsieproben wurden
histopathologisch als granulomatdése Entzindungsreaktion in Anwesenheit von Prototheca
spp. eingestuft. Spatere postmortem Untersuchungen wiesen zusatzliche pyogranulomatdse
Entzindungsherde im Bereich der Meningen, des Subarachnoidalraumes und des

Chorioidplexus des Gehirns auf (Font et al. 2014).

In der Regel sind bei erkrankten Tieren keine Auffalligkeiten im Blutbild oder in der klinischen
Chemie festzustellen. Erst im spaten Krankheitsstadium konnen sich, je nach
Organbeteiligung, die Laborparameter verandert darstellen, z.B. erhdhte Nierenwerte im
Falle eines akut nierenerkrankten Hundes: BUN (Blut-Harnstoff-Stickstoff): 220 mg/dl
(Referenzbereich 8-24 mg/dl), CREA (Kreatinin): 7,3 mg/dl (Referenzbereich 0,0-1,8 mg/dl)
und Phosphor: 16,8 mg/dl (Referenzbereich 2,1-6,5 mg/dl) (Pressler et al. 2005).
Standardisierte Kot- und Harnanalysen sind meistens unspezifisch, da die intermittierende
Protothekenausscheidung einen Nachweis erschwert oder, falls Erreger vorhanden sind,

meist Ubersehen oder missinterpretiert werden (Pressler et al. 2005; Stenner et al. 2007).

2.2.5.3 Pathomorphologie und -histologie der caninen Protothekose

Die Erregerbesiedelung fuhrt zu einer charakteristischen Ausbildung von weilllich bis
graulichen, knétchenartigen Lasionen, welche teilweise auch schlierenartig ausgepragt sind
und eine Grole von ca. 1-3 mm aufweisen. Pathohistologisch handelt es sich bei diesen
Lasionen um disseminierte Granulome mit einer Beteiligung von Lymphozyten,
Plasmazellen, Makrophagen, vereinzelt neutrophilen Granulozyten und einer grolen Anzahl
von Prototheken. Die Prototheken kolonisieren die verschiedensten Gewebearten.
Bevorzugte Organe sind Gewebe mit weit verzweigten KapillargefaRen wie z.B. der uveale
Tractus im Auge, die Glomeruli in den Nieren und der Choroidplexus im Gehirn (Stenner et
al. 2007; Font et al. 2014). Weiterhin besiedelt wird der Darm (insbesondere das Kolon), die
Skelettmuskulatur, das Myokard, die Lymphknoten, die Schilddrise, das Pankreas, das
Peritoneum und das Diaphragma (Stenner et al. 2007; Greene 2011). Es finden sich
zusatzliche Auspragungen im Gehirn (Salvadori et al. 2008; Gupta et al. 2011; Marquez et al.
2012; Young et al. 2012; Font et al. 2014) und im Hoérzentrum (Cook et al. 1984). Bei der
Augeninfektion ist zumeist eine granulomatdse Chorioretinitis mit Netzhautablésung
nachzuweisen, wobei sich die Granulome der Netzhaut und der Aderhaut neben
Makrophagen und Lymphozyten ebenfalls aus vielen Prototheken zusammensetzen. In einer
Vielzahl der Falle finden sich zusatzlich Organismen im Glaskérper des Auges (Van
Kruiningen et al. 1969; Carlton und Austin 1973; Meredith et al. 1984; Schultze et al. 1998).
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2.2.5.4 Diagnostik der caninen Protothekose

Die Diagnose der caninen Protothekose wird durch den zytologischen oder histologischen
Nachweis von Prototheken in Flissigkeits- und Gewebeproben gestellt. Gut geeignet hierfur
sind rektale Abschabungen mittels Zytobrush. Weiterhin ist eine Erregerisolierung aus
bioptierten Lasionen, Kot, Harn, retinalen Aspiraten und aus Proben wie einer
Glaskorperzentese oder einer Liquorpunktion moéglich (Rallis et al. 2002). Eine Anzucht von
Organismen gelingt auf Nahrmedien wie z.B. Sabouraud-Glukose-Agar und Kimmig-Agar.
Zur Unterdrickung der bakteriellen Begleitflora eignen sich insbesondere das
Selektivmedium PIM, welches zusatzlich mit Antibiotika und spezifischen Hemmstoffen
versehen ist (Pore 1973). In der routinemaRigen Diagnostik erfolgt bei einem positiven
kulturmorphologischen Befund die mikroskopische Untersuchung verdachtiger Kolonien.
Monochromatische Farbemethoden wie Methylenblau oder Lactophenol-Baumwollblau sind
zur Darstellung von Protothekenzellen in Nativpraparaten besonders gut geeignet.
Pathohistologisch lassen sich die Organismen sehr gut mit der Perjodsaure Schiff Reaktion
(PAS) nachweisen. Auch Gomori-Silberimpragnationen oder Gridley- und Giemsa-
Farbungen sind gut geeignet flr die pathohistologische Darstellung der Prototheken,
allerdings lassen sie sich nur maRig mit Hamatoxylin-Eosin (HE) anfarben (Gaunt et al. 1984;
Hollingsworth 2000; Greene 2011).

Eine spezifische Differenzierung der einzelnen Protothekenarten kann durch die Bestimmung
der unterschiedlichen Assimilationsmuster von Alkoholen und Zuckern erfolgen (Arnold und
Ahearn 1972), wobei indirekte Fluoreszenz-Antikdrper-Tests deutlich schneller eine
Identifikation ermdglichen (Sudman und Kaplan 1973; Migaki et al. 1982; Font und Hook
1984; Moore et al. 1985; Greene 2011). Kommerziell erhaltliche Testkits wie z.B. API 20C®
und RapID YEAST Plus® kénnen eine Differenzierung zwischen P. zopfii, P. wickerhamii und
P. stagnora sowie deren Abgrenzung von Candida-Arten ermoglichen (Padhye et al. 1979;
Aalbaek et al. 1998). Inzwischen kommen aber vermehrt molekularbiologische Methoden wie
die PCR (Roesler et al. 2006; Onozaki et al. 2009), Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)
(Ueno 2009) oder MALDI-TOF (Murugaiyan et al. 2012) zur Anwendung.

Im Hinblick auf die serologische Diagnostik zum Nachweis der caninen Protothekose ist
bisher noch kein ELISA-Testsystem etabliert. Es steht bisher noch kein ELISA zur Verfuigung
wie er beispielsweise fir das Rind zum Nachweis der bovinen Protothekenmastitis

eingesetzt wird.
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2.2.5.5 Therapie und Bekampfung der caninen Protothekose

Die canine Protothekose wurde bisher mit Antimykotika, Azolen, sowie diverse Antibiotika
versucht zu therapieren. In der Mehrzahl der Fallberichte wurden verschiedene Azole z.B.
Nystatin, Ketokonazol, Itrakonazol und Antimykotika, wie z.B. Amphotericin B, oral
verabreicht. Weiterhin wurden Antimykotika mit diversen Antibiotika z.B. Amikacin und
Tetracyclin oral kombiniert oder intravends injiziert (Moore et al. 1985). Sogar intrathecale
Amphotericin B-Injektionen wurden eingesetzt, um disseminierte Prototheken im zentralen
Nervensystem zu eliminieren (Young et al. 2012). Weiterhin wurden Amphotericin B-Klistiere
rektal fur einen direkten Erregerkontakt mit dem Wirkstoff angewendet (Strunck et al. 2004).
Nur sehr vereinzelt gibt es Berichte Uber erfolgreiche Therapien. Mit Ketokonazol und
Nystatin sind Behandlungserfolge bei bisher 2 Hunden beschrieben (Ginel et al. 1997;
Ribeiro et al. 2009).

Die Prognose flir kutane Verlaufsformen ist eindeutig besser zu stellen als fur die
systemische und disseminierte canine Protothekenerkrankung, da die Lasionen auf die Haut
begrenzt sind und durch chirurgische Malnahmen kurativ behandelt werden kdnnen.
Darlber hinaus sind kutane Lasionen durch P. wickerhamii ausgel6st, welche im Gegensatz
zu P. zopfii gut auf Antimykotika ansprechen (Stenner et al. 2007).

Systemische bzw. disseminierte Protothekosen gelten als therapieresistent (Tyler et al. 1980;
Moore et al. 1985; Hosaka und Hosaka 2004; Stenner et al. 2007). Die ineffektive
Behandlung der Algeninfektion ist vermutlich bedingt durch mehrere Faktoren: Einerseits die
verspatete Diagnose aufgrund der unspezifischen Symptomatik und andererseits die
Dissemination auf verschiedene Organe. Darlber hinaus wird die Therapie durch die
resultierende  Granulombildung  verkompliziert. Mogliche Koinfektionen  durch
immunsupprimierende Medikamente (wie z.B. Glukokortikoide) und die Widerstandsfahigkeit
der Prototheken gegenuber konventionellen Arzneimitteln erschweren die Therapie der
caninen Protothekose zusatzlich (Thomas und Preston 1990; Schultze et al. 1998; Ribeiro et
al. 2009).

Tabelle 4: Therapie und Verlauf einiger exemplarischer Falle der bisher dokumentierten

caninen Protothekosen

Fall Klinik Nachweis Therapie Verlauf Referenz
kutane Lasionen
Jochbogen und kulturell+auxanographisch: |Ketokonazol oral (100mg/2|lber 4 Monate gut, danach |Macartney et al,
Greyhound, 10J, m Schwanzansatz+ V.a. P. zopfii x tégl.) Verlauf unbekannt 1988
Weichteil-UV subkutan R i
gelegen
Antibiotikum, keine Verbesserung der
Berner Sennen, 1,5J, m |hamorrhagische Kolitis pathohistologisch: P. spp |Glukokortikoid (ohne klinischen Symptomatik, |Fuchs et al, 1996
Angabe der Dosierung) Euthanasie
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Fortsetzung Tabelle 4 (Seite 21):

Fall

Klinik

Nachweis

Therapie

Verlauf

Referenz

Langhaar Collie, 4 J, m

Hautlasion im
Skrotalbereich

histopathologisch und
biochemisch: V.a. P.
wickerhamii

Ketokonazol oral (10
mg/kg/24 h) + Clotrimazol
topisch (1 x tagl) +
chirurgische Exzision

Rezidiv nach 5 Monaten,
erneute Ketonkonazol-
Therapie, 8 Monate nach
Therapie keine Hinweise
auf weitere Hautlasionen,
eingestuft als geheilt

Perez et al, 1997

Riesenschnauzer, 1 J, m

hamorrhagische
Kolititis+Chorioretinitis mit
resultierender
Netzhautablésung
rechtsseitig

zytologisch: P. spp. in
rektalen Geschabseln,
Lymphknotenpunktaten,
Darmbioptaten;
histopathologisch: P. spp

Ketokonazol oral (10
mg/kg/2 x
tagl)+liposomales
Amphotericin B iv. in
kumulativer
Gesamtdosierung von 1,2
g Uber 5 Wochen

10 Wochen nach
Therapiebeginn akute
Verschlechterung der
Klinik, Euthanasie

Allgoewer et al,
1998

histopathologisch: P. spp

Ketokonazol (30 mg/kg/24

anfangliche Besserung,

DSH, 3,5J, m hamorrhagische Kolitis in Darmbioptaten h) tiber 30 Tage Each 4 l\/k?naten Rezidiv, [|Rallis et al, 2002
uthanasie
keine Besserung der
Klinik, zusatzliche
Entwicklung eines
Enrofloxacin Vestibularsyndroms mit
iv.+Metronidazol iv. fiir 10 |Kopfschiefhaltung, nach
x . . zytologisch: P. spp. in Tage+Nystatin iv., dann Nystatingabe in .
DSH. 6., w hamorrhagische Kolitis rgltdaltgn Geschalr))seln Nygtatinyund Ketokonazol sz bina?tion mit Birke, 2002
(ohne Angabe der Ketokonazol anfangliche
Dosierung) Besserung fiir 12 Tage,
nach 3 Wochen akute
Verschlechterung,
Euthanasie
Suffasalzin (10 mg/kg/2 x Eifvhv.lZqugg Susatzlcher
kulturell+auxanographisch: |tégl), nach 16 Tagen Hosaka und

Mischling, 10 J, wk

hamorrhagische Kolitis

V.a. P. zopfii

zusétzlich Metronidazol
(20 mg/kg/2 x tagl9

okularer Symptome, 52
Tage spater verstarb
Hiindin akut

Hosaka, 2004

Cocker, 2 J, mk

hamorrhagische Kolitis

zytologisch: P. spp in
rektalen Geschabseln

vorbehandelt mit
Metronidazol +
Sulfamethoxazole-
trimethoprim; liposomales
Amphotericin B iv. (1
mg/kg) alle 2 Tage +
Clotrimazol 1% Klistier 2 x
wochentlich

langsame Verbesserung
der Kilinik, 2 Monate spater
Rezidiv: 6 Amphotericin B
Klistiere iber 2 Wochen,
danach Ketokonazol oral,
6 Wochen spater verstarb
Hund akut

Strunck et al, 2004

Sibirischer Husky, 12 J,
mk

Uveitis rechtsseitig

zytologisch: P. spp
(subretinales Aspirat),
kulturell: V.a. P.
wickerhamii

Prednisolon Acetat
Augentropfen 1 % +
Deracoxib (2 mg/kg/1 x
tagl) fur 5 Tage, nach
mehreren Wochen
Prednisolon 5 mg/Tag +
topische Prednisolon-
Augentropfen

vollstéandige Erblindung
nach anfanglicher
Verbesserung der Klinik,
Euthanasie nach 2
Wochen nach Entwicklung
hamorrhagischer Kolitis

Gionfriddo et al,
2007

Mischling, 8 J, m

hamorrhagische Kolitis

zytologisch: P. spp,
molekularbiologisch: P.
zopfii Genotyp 2

Nystatin oral (initial
500.000 IU, alle 8 h, fiir 14
Tage, danach 100.000 IU,
alle 8 h, fiir 90 Tage)

90 Tage nach Therapie
waren die Rektalabstriche
negativ, aufgrund fehlenderl
Rezidive wird Hund als
geheilt eingestuft

Ribeiro et al, 2009

Riesenschnauzer, 3 M, w

hamorrhagische Kolitis

pathohistologisch: P. spp
(Kolonbioptate)

Metronidazol+Sulfadiazin-
Trimethoprim+Prednisolon
(ohne Angabe der
Dosierungen), 6 Wochen
lang

keine Verbesserung der
Klinik, 6 Wochen nach
Erstvorstellung Euthanasie

Gorissen, 2011

English Setter, 3 J, wk

hamorrhagische Kolitis,
ZNS-Symptome

zytologisch: P. zopfii
(Liquor), MRT-Bildgebung:
Meningoenzephalitis

Prednisolon (1,25 mg/kg
p.o. 1 x tagl)+ Clindamycin
(9,3 mg/kg p.o. 2 x tagl.),
danach lipid-komplex
Amphotericin B intrathecal
(0,5 mg in 5 ml Dextrose
10%) alle 2 Tage, insges.
5 Mal, spater Prednisolon-
Reduktion (0,3 mg/kg p.o.
1 x tagl) und
Amphothericin B iv. (2
mg/kg)

2 Wochen nach Beginn
der Therapie Patient
deutlich gebessert, danach
Durchfallepisoden und
Ataxie. 4 Wochen spater
Rezidiv, Kontroll-MRT
zeigt Lasionen im
Stammhirn pogressiv,
Euthanasie

Young et al, 2012
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3. Material und Methoden

3.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Pravalenz von
Protothekeninfektionen bei Hunden aus dem Klientel der Klinik und Poliklinik fir kleine
Haustiere der Freien Universitat Berlin. Es wurde mithilfe des selektiven PIM-Agars eine
kulturelle Untersuchung der Fazes durchgefiihrt. Des Weiteren galt es herauszufinden, ob es
einen Unterschied zwischen kultureller Pravalenz und serologischer Pravalenz gibt. Hierzu
wurde die Fragestellung beantwortet, ob der Antikdrperstatus der untersuchten Hunde
Uberhaupt fir eine serologische Diagnostik geeignet ist. Darauf aufbauend wurde ein ELISA-
Testsystem zum Nachweis von Prototheken-Antikdrpermn im Blutserum von Hunden
entwickelt. AbschlieRend wurden die kulturellen Resultate mit den serologischen

Testergebnissen verglichen.

3.2 Material

3.2.1 Tiere

Beprobt wurden Hunde, welche im Zeitraum vom 01.04.2010 - 03.08.2011 in der
Kleintierklinik der FU Berlin vorstellig wurden. Weiterhin erfolgte die Untersuchung von
Probenmaterial eines enteritisch erkrankten Hundes, welches dem Institut der Tier- und
Umwelthygiene der FU Berlin eingesandt wurde (Fall S). Die untersuchten Tiere wurden in
drei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 (n=236): gesunde/ akut erkrankte/ orthopadisch erkrankte
Patienten sowie Hunde mit benignen Neoplasien, Gruppe 2 (n=66): Hunde mit
gastrointestinalen Symptomen und Gruppe 3 (n=62): Patienten mit chronischen/
immunbedingten/ malignen Erkrankungen ohne gastrointestinale Beteiligung. Insgesamt
wurden 364 Hunde untersucht. Drei Hunde der Gruppe 2 (Fall FU 1, FU 2 und S) wurden
aufgrund ihrer Anamnese und ihres Krankheitsverlaufs als Protothekosefélle eingestuft. Im
Fall FU 1 und FU 2 handelt es sich um Uberweisungspatienten der Kleintierklinik der FU
Berlin. Untersuchungen der Serum- und Kotproben erfolgten im Institut fir Tier- und
Umwelthygiene der FU Berlin. Im Fall FU 1 wurden zusatzlich auch Harnproben untersucht.
Der Fall S wurde extern dem Institut der Tier- und Umwelthygiene der FU Berlin eingesandt.

Untersucht wurden Kot- und Serumproben.
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Der Fall FU 1 betraf einen 10-jahrigen, mannlichen Appenzeller, welcher im Marz 2010 in der
Kleintierklinik der FU Berlin wegen einer chronischen hamorrhagischen Diarrhoe und einem
akuten rechtseitigen Visusverlust vorstellig wurde. Anamnestisch war der Hund bereits auf
dem linken Auge bedingt durch eine Fundusatrophie blind und eine rezidivierende
Giardieninfektion wurde fiur den Durchfall verantwortlich gemacht. Der Patient wies bei der
Erstvorstellung ein  unbeschwertes  Allgemeinbefinden  auf, sonografische und
rontgenologische Untersuchungen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung unauffallig. Bis
auf eine geringgradige Lymphopenie und eine geringgradige Anamie waren die
durchgeflihrten Laboruntersuchungen unauffallig. Die ophthalmologische Untersuchung
ergab eine komplette bulldse Netzhautablésung des rechten Auges und eine Retinaablation
mit fokalen Infiltraten des linken Auges. Aufgrund der dramatischen Augenbefunde in
Verbindung mit der intestinalen Problematik wurde die Verdachtsdiagnose Protothekose
geadullert. Eine orale Therapie mit Itrakonazol wurde begonnen, da noch kein Ergebnis des
Restistenztests vorlag. Leider waren die Erreger sowohl gegen Azole als auch gegen
Amphotericin B resistent und es verblieb nur noch die Moglichkeit der symptomatischen
Therapie. Nach acht Monaten wurde der Hund wegen Verschlechterung des

Allgemeinbefindens, Gewichtsverlust und Lethargie euthanasiert.

Im Fall FU 2 war eine 4,5-jahrige Rhodesian Ridgeback Hindin an einer chronischen
hamorrhagischen Diarrhoe erkrankt. Gewichtsverlust und Lethargie mit neurologischen
Ausfallen in Form einer linksseitigen Kopfschiefhaltung waren auffallig. Das rechte Auge war
infolge einer Uveitis mit partieller Netzhautablésung betroffen. Die Laborergebnisse wiesen
eine Monozytose und eine geringgradige Lymphopenie auf. Anamnestisch wurde berichtet,
dass eine durchgefihrte Glukokortikoidgabe eine kurzeitige Verbesserung der
gastrointestinalen Symptomatik erbrachte, jedoch diatetische Malknahmen und orale
Antibiosen erfolglos blieben. Parasitologische Kotuntersuchungen waren negativ. Eine
posteriore Uveitis mit partieller Netzhautablésung, mulitfokalen Hyperpigmentationsarealen
und einem subretinalen, granulomatésen Exsudat wurde im rechtsseitigen Auge in der
ophthalmologischen Untersuchung diagnostiziert. Aufgrund des schlechten
Allgemeinbefindens, den progressiv verschlechternden neurologischen Symptomen und der

infausten Prognose wurde der Hund 5 Tage nach Erstvorstellung eingeschlafert.

Im Fall S handelte es sich um eine 4-jahrige Rhodesian Ridgeback Hundin, welche eine
hochgradige hamorrhagische Kolitis mit Gewichtsverlust und einem linksseitigen Visusverlust
infolge einer Uveitis mit begleitender Netzhautablésung aufwies. Die bisherigen
Therapieversuche mit Glukokortikoiden und Antibiotika waren bis auf eine kurzzeitige

Verbesserung des Allgemeinzustandes der Hundin frustran. Parasitologische und
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mikrobiologische Kotuntersuchungen waren bis auf einen mafRigen Gehalt an Candida
albicans unauffallig, eine Giardiose wurde ausgeschlossen. Blutuntersuchungen waren ohne
besonderen Befund. Hinweise auf eine mégliche Immunsuppression oder Nierenbeteiligung
ergaben sich nicht. Durch Glukokortikoidgaben besserten sich die Blutungen im Kot
kurzfristig. In der ophthalmologischen Untersuchung wurde auf dem linken Auge eine
Erblindung infolge einer Uveitis mit einhergehender Netzhautablésung und Exsudatbildung
festgestellt. Das rechte Auge wies eine Chorioretinitis mit bulldser Ablation auf. Eine zeitnahe
Probelaparotomie mit Biopsieentnahmen aus Magen, Dinndarm, Dickdarm, Leber und Milz
ergab den mikroskopischen Nachweis von verdachtigen PAS-positiven rundlichen Strukturen
in Mukosa und Submukosa des Dickdarms. Serum- und Kotproben wurden in das Institut der
Tier- und Umwelthygiene eingesandt. Das klinische Bild der Hundin verschlechterte sich

akut. Aufgrund der infausten Prognose entschieden sich die Besitzer zur Euthanasie.

3.2.2 Probenentnahme und -bearbeitung

Bei allen Hunden wurden Reste der ohnehin entnommenen Blut-, Kot- und vereinzelt
vorhandener Harnproben untersucht. Die Entnahme der Blutprobe erfolgte beim Legen des
vendsen Zugangs in die Vena cephalica nach ordnungsgemalRer Desinfektion oder durch
einfache Punktion dieser Vene. Die Kotproben wurden rektal entnommen und bis zu ihrer
zeitnahen Untersuchung in Stuhlrdhrchen (Fa. Sarstedt, Nuirnbrecht, Deutschland)

aufbewahrt.

3.3 Methoden

3.3.1 Kulturelle Untersuchung der Proben

Von den Kotproben wurde jeweils 1 g fur die Voranreicherung abgewogen und in je 9 ml
Sabouraud-Bouillon suspendiert. Nach einer Inkubation von 24 Stunden bei 37 °C wurden
aerob die Anreicherungen anschlieBend auf selektivem Prototheken-Isolationsmedium
(PIM)-Agar ausgestrichen. Die Agar Platten wurden bei 37 °C aerob inkubiert und taglich
Uber mindestens 10 Tage auf ein Wachstum von Prototheken kontrolliert. Im Falle des
Wachstums verdachtiger Kolonien erfolgte die mikroskopische Untersuchung der Isolate
mittels nativer Lactophenol-Baumwollblau-Farbung und die Genotypisierung der
Prototheken-Isolate mittels PCR. Zusatzlich zu den Kotproben wurden im Fall FU 1 ebenfalls

Proben von Harn, Vollblut, Serum, Speichel und zweier Gegenstande (Tennisball und
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GielRkanne) kulturell untersucht. Die Proben wurden mit und ohne Voranreicherung auf PIM

ausgestrichen.

3.3.2 Gewinnung von Blutseren

Fir die Gewinnung von Blutserum wurden Serumréhrchen (Fa. Sarstedt, Nirnbrecht,
Deutschland) verwendet. Die Blutproben wurden ca. 30 Minuten nach Blutentnahme bei
3500 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert (Labofuge 400, Fa. Thermo Scientific Inc, Soeborg,
Danemark). AnschlieRend wurde das Serum als Uberstand abpipettiert und in 2 ml
Mikrordhrchen mit Verschluss (Fa. Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland) bis zur serologischen

Auswertung bei - 21°C aufbewahrt.

3.3.3 PCR Analyse

Als Bestatigung der kulturell positiv getesteten Kotproben wurde zuséatzlich eine PCR-
Untersuchung der Isolate nach Roesler et al (2006) durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten die
Typstamme SAG 2063 (flr P. zopfii Genotyp 1), LZ 5 (fir P. zopfii Genotyp 2) und SAG 2064
(fir P. blaschkeae) der Stammsammlung fir Algenkulturen der Universitat Gottingen. Die bei
37 °C aerob Uber 48 Stunden auf Sabouraud-Glukose-Agar-Platten kultivierten Prototheken-
Kulturen wurden mittels Ultraschallbehandlung durch einen Ultraschallprozessor (UP 100 H,
Fa. Dr. Hielscher, Teltow, Deutschland) aufgeschlossen. Die weitere DNA-Aufreinigung
erfolgte mit dem kommerziell erhaltichen DNA-Extraktionskit DNeasy Plant Mini Kit™
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gemal Herstellerangaben. Basierend auf dem
Alignment der 18 S-rDNA-Sequenzen wurden folgende genotyp- bzw. spezies-spezifische
Oligonukleotide verwendet (biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland): Proto 184 F
(5"GACATGGCGAGGATTGACAGA-3") und PZ GT I R (6°GCCAAGGCCCCCCGAAG-3’) fur
P. zopfii Genotyp 1, Proto 18-4 F und PZ GT Il R (6'-GTCGGCGGGGCAAAAGC-3") flr P.
zopfii Genotyp 2 und PZGT 3-IK F (56°CAGGGTTCGATTCCGGAGAG-3") und PZ GT Il R
(5°GTTGGCCCGGCATCGCT-3") fur P. blaschkeae. Folgende Oligonukleotide dienten als
interne Amplifikationskontrollen: Proto 18-4 F und R (5’ AGCACACCCAATCGGTAGGA-3")
fur P. zopfii Genotyp 1 und 2 sowie PZGT 3-IK F und R (6°GTTGGCCCGGCATCGCT-3") fur
P. blaschkeae. Die Durchfiilhrung der PCRs erfolgte im Thermocycler Tprofessional™
(Biometra, biomedizinische Analytik GmbH, Goéttingen, Deutschland). Fur optimale
Zyklusbedingungen wurde eine Denaturierungstemperatur von 95°C fur 30 Sekunden bei

einer Extension von 72°C fur 40 Sekunden gewahlt. Die Annealingtemperatur fir das
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Oligonukleotidpaar | (PZ GT | R und Proto 18-4 F) und Il (PZ GT Il R und Proto 18-4 F)
betrug 58 °C fur 30 Sekunden und fiur das Oligoneukleotidpaar Il (PZ GT Il R und PZGT 3-
IK F) 63 °C flr 30 Sekunden. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden elektrophoretisch in
2 %igen (w/v) Agarosegelen aufgetrennt und anschlieRend mit GelRed (Fa. Biotium Inc.,
California, USA) gefarbt. Der Nachweis der  Amplifikate erfolgte im

Geldokumentationssystem Chemie Doc ™ XRS (Bio-Rad Laboratories, California, USA).

3.3.4. Western Blot Analyse

Um zundachst festzustellen, ob Uberhaupt Antikérper im Blutserum infizierter Hunde gebildet
werden bzw. nachzuweisen sind, wurde eine Western Blot Analyse der Serumproben
durchgefihrt.

Mit einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) werden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Durch die Anwesenheit von SDS (SodiumDodecylSulfat)
erhalten alle Proteine eine negative Ladung (SDS-Bindung) und der Zusatz von 2-
Mercaptoethanol verringert die internen Disulfidbricken. Indem die Charakteristika
,Ladung“ und ,Form“ so ihren Einfluss bei der elektrophoretischen Auftrennung verlieren, ist
das ,Molekulargewicht® die alleinige Eigenschaft, nach der Proteine aufgetrennt werden.
AnschlieRend werden die Proteine aus dem Gel auf eine immobilisierende Membran
(Nitrocellulose) transferiert (,blotting“) und kénnen hier von spezifischen Antikérpern im
Untersuchungsmaterial erkannt werden. Der Vorteil des Verfahrens liegt im
Spezifitatsnachweis durch die vorangegangene Protein-Auftrennung (Pezzutto et al. 2006),
die eine Identifizierung von Antigenen mdglich macht.

Eine Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page) wurde unter
Verwendung von 4 % igen Sammelgelen und 12 % igen Trenngelen nach Laemmli (1970)
durchgefiihrt. Als Antigen diente das Zelllysat von LZ-5 und als primarer Antikdrper das
Blutserum der zwei an Protothekose erkrankten Hunde (Falle FU1 und FU2). Als sekundare
Antikérper wurden Ziege-Anti-Hund-IgG und Ziege-Anti-Hund-IgA eingesetzt. Ein Serum-
Pool klinisch und kulturell negativer Tiere diente als Negativkontrolle. Mit Hilfe einer
Schachbrett-Titration wurden die geeignete Serum- und Konjugatverdinnung festgelegt.
Beste Ergebnisse erzielte eine eingesetzte Serumverdiinnung von 1:200 in Kombination mit
der Konjugatverdinnung von 1:5000 sowohl fir den spezifischen IgG- als auch den IgA-
Nachweis. Das analysierte Proteinprazipitat bestand aus 100 pg Prototheca-Zelllysat (LZ-5)
und wurde durch Acetonprazipitation und anschlielender Lufttrocknung hergestellt. Durch
Zugabe von 100 pl glycerolhaltigem Probenpuffer (siehe Anhang) wurde das Prazipitat

resuspendiert und fur 7 min bei 60 °C erhitzt. Nach Abkuhlung wurde mit einer Pipette je 10
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pl der Resuspension vorsichtig in die Taschen des Sammelgels gefillt. Ein vorgefarbter
Proteinmarker mit definierten Molulargewichten von 10 - 250 kDa (Fa. Fermentas, St. Leon-
Rot, Deutschland) wurde nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Bei einer konstanten
Spannung von 15 mA pro Gel betrug die Laufzeit der Elektrophorese ca. 90 Minuten (EPS
301, Fa. GE Healthcare, Uppsala, Schweden). Nach Auftrennung der Antigenpraparation in
der SDS-Gelelektrophorese und kurzer Uberflihrung in eine Transferpufferldsung (siehe
Anhang) fur 5-10 min, erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran (Trans Blot Trans Medium Pure Nitrocellulosemembran, Fa. Bio-rad, Minchen,
Deutschland) unter Nutzung einer Blottingapparatur (Typ TH 77® Semidry, Fa. GE
Healthcare, Uppsala, Schweden). Der Transfer wurde bei 80 mA pro Gel Uber 90 Minuten
durchgefiihrt. Die Qualitdt des Transfers auf die Membran wurde mit Hilfe einer kurzen
Ponceau-Anfarbung tUber 30 Sekunden und einer anschliefenden Entfarbung mit TBST
(siehe Anhang) Uberpruft. Die Blockierung der unspezifischen und noch freien Antikdrper-
Bindungsstellen erfolgte Uber Nacht in einer Inkubation mit einem Blockierungspuffer
bestehend aus 1 % Magermilchpulver (Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) bei
4 °C. Anschlielend wurde die Membran fir 2 x 10 Minuten in 1 x TBST gewaschen. Es
folgte die Inkubation der Membran fir 90 Minuten bei Raumtemperatur mit den zu
untersuchenden Hundeprobenseren in einer Verdlinnung von 1: 200 in 1 x TBST.

Nach kurzer Wasserung mit 1 x TBST und 2 x 10 Minuten waschen mit 1 x TBST, erfolgte
eine erneute Inkubation fir 90 Minuten bei Raumtemperatur mit Meerrettichperoxidase-
konjugierten, affinitdtschromatographisch gereinigten, sekundaren Antikérpern: Ziege-Anti-
Hund-IgG (Fa. Rockland, Gilbertsville, USA) in einer Verdinnung von 1: 5000. Anschliel3end
wurde die Membran zunachst 2 x 5 Minuten in 1 x TBST und danach fir weitere 5 Minuten
mit TBS gewaschen. Die Detektion der Antigen-Antikérper Komplexe erfolgte nach Farbung
mit 3 ml TMB (3,3",5,5 -Tetramethylbenzidine) fur 10-15 Minuten und anschlielendem Scan
mit einem Geldokumentationssystem ChemiDoc XRS Image Systems (Fa. Bio-rad,

Muinchen, Deutschland).

Die IgA-Antikdrper wurden ebenfalls unter Nutzung von Meerrettichperoxidase-konjugierten,
affinitdtschromatographisch gereinigten, sekundaren Antikdrpern detektiert: Ziege-Anti-
Hund-IgA (Fa. Biomol, Hamburg, Deutschland) in einer Verdinnung von 1: 5000. Die

Durchfiihrung erfolgte analog zum IgG-Nachweis.
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3.3.5 Entwicklung eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA macht sich das immunologische Konzept der spezifischen Antigen-Antikdrper
Bindung zu Nutzen. Hierbei werden enzymmarkierte Antigene (oder Antikorper) als
Nachweis fur das Vorhandensein des jeweiligen Bindungspartners (Antikdrper oder Antigen)
eingesetzt. Substrat wird vom Enzym umgesetzt, als Reaktionsprodukt kann dann ein
Farbumschlag oder eine Fluoreszenz beobachtet und gemessen werden. Anhand der
Signalstarke kann die jeweilige Antigen- /Antikérperkonzentration gemessen werden, so
dass der ELISA auch fur quantitative Nachweise geeignet ist (Engvall et al. 1971; Gan und
Patel 2013).

Man unterscheidet kompetitive und nicht kompetitive Verfahren. Beim kompetitiven ELISA
konkurrieren enzymmarkierte Antikorper und Proben-Antikdrper um die Bindung an ein
Antigen. Grundsatzlich ist zu sagen, dass hier eine umgekehrte Korrelation zwischen der
Konzentration des nachzuweisenden Agens und der zu detektierenden Reaktion besteht. Im
Gegensatz dazu ist beim nicht kompetitiven Verfahren die Farbreaktion eine Funktion der
Antikoérperdichte in dem zu untersuchenden Material. Sowonhl fir die kompetitiven als auch
die nicht kompetitiven Verfahren werden grundsatzlich drei unterschiedliche Varianten
beschrieben: der direkte ELISA, der indirekte ELISA und der Sandwich ELISA.

Bei der direkten Testvariante wird ein Antigen auf eine Platte beschichtet. Nach einem
Waschschritt wird der enzymmarkierte Antikérper aufgebracht und nach erneutem Waschen
entsteht durch Zugabe des Substrates eine messbare Reaktion. Die Farbreaktion wird nach
Beendigung der Inkubationszeit durch die Zugabe einer starken Saure gestoppt. Das
Beschichten der Platten geschieht durch passive Bindung der Proteine an die Mikrotiterplatte
im Rahmen einer definierten Inkubationszeit. Beim indirekten ELISA wird dagegen ein
zusatzlicher Schritt zwischen Antigen-Beschichtung und dem Aufbringen des
enzymmarkierten Antikorpers eingefiigt. Hierbei binden die enzymmarkierten Antikorper nicht
an das Antigen. Diese Aufgabe wird von nicht markierten spezifischen Antikbrpern (meist
aus einer zu untersuchenden Probe) Gbernommen. Im Anschluss erfolgt die Bindung der
markierten Antikérper an die bereits gebundenen Antikdrper. Das weitere Vorgehen ist
identisch zu dem des direkten ELISA. Durch die Moglichkeit der Detektion einzelner
Antikdrperklassen (IgA, IgM, IgG) bietet dieses Verfahren einen gewissen Vorteil. Meist sind
die enzymmarkierten Antikdrper so beschaffen, dass sie z.B. ausschlieRlich an IgG-
Antikérper binden. Die enzymmarkierten Antikorper sind meist Anti-Spezies-Antikorper,
welche mit allen AntikOrpern einer bestimmten Tierart reagieren und somit variabel
eingesetzt werden kdnnen. Der Sandwich ELISA umschreibt eine Methode, indem meist 1
Antigen mit 2 Antikérpern oder umgekehrt 1 Antikbrper mit 2 Antigenen reagiert. Auch hier

wird zwischen einem direkten und indirekten Verfahren unterschieden: beim direkten
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Sandwich ELISA wird die Mikrotiterplatte mit einem spezifischen Antikérper beschichtet und
eine Bindung des Antigens erfolgt. Durch das Aufbringen eines enzymmarkierten Antikorpers
und mit Zugabe von Substrat wird eine messbare Reaktion erzeugt. Der Nachteil dieses
Vorgehens besteht darin, dass das Antigen mindestens zwei Epitope, an die die Antikérper
binden kénnen, bendtigt. Im Gegensatz dazu wird bei dem indirekten Sandwich ELISA
wieder ein zusatzlicher spezifischer Antikdrper eingesetzt, so dass der enzymmarkierte
Antikérper nicht mit dem Antigen, sondern mit dem spezifischen Antikdrper eine Bindung
eingeht (Crowther 2001). Um die AntikGrperantwort der beprobten Hunde zu untersuchen
wurde ein nicht kompetitiver indirekter Elisa in Anlehnung an einen bereits erfolgreich
eingesetzten ELISA zur Diagnostik der bovinen Protothekenmastitis entwickelt (Roesler et al.
2001).

3.3.5.1 Plattencoating

Als Coating-Antigen diente der Typstamm LZ-5 von Prototheca zopfii Genotyp 2 aus der
Stammsammlung flr Algenkulturen der Universitat Goéttingen.

Dieser Stamm wurde auf einem Sabouraud-Glukose-Agar aerob bei 37 °C fir 24 Stunden
inkubiert. Die Kulturen wurden mit 4 ml Carbonat-Beschichtungspuffer (siehe Anhang) von
der Agarplatte abgeschwemmt und mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer (C-Chip, Fa. Digital
Bio, Seoul, Korea) wurde die Gesamtkeimzahl der gewonnen Suspension bestimmt. Durch
Verdiinnen mit Carbonat-Beschichtungspuffer wurde diese anschlieBend auf 1 x 10’
Protothekenzellen/ml eingestellt. Nachfolgend wurden jeweils 100 ul pro Well in 96-Well-
Mikrotiterplatten (NuncT'\", F- Maxisorp, Fa. Thermo Fischer Scientific Inc., Soeborg,
Danemark) pipettiert. Diese ELISA-Mikrotiterplatten erwiesen sich bereits bei der
Entwicklung der ELISA’s fur die Rinderprotothekenmastitis aufgrund ihrer Hydrophilitat und
der nachgewiesenen hoheren Antigen-Bindungskapazitat als diejenigen Platten mit der
hochsten Bindungskapazitat fir Prototheken (Roesler et al. 2001). Die mit Folie versiegelten
Platten wurden auf einem Horizontalschuttler (Typ MTS 2, Fa. IKA R Staufen, Deutschland)
mit 400 U/min fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Platten mit einem
Mikrotiterplatten-Waschgerat (Typ Ultrawash Il ®, Fa. Dynex Technologies, Chantilly, USA)
viermal mit je 300 pl Waschpuffer (PBS-Tween 20°, siehe Anhang) gewaschen und auf
Zellstoff ausgeklopft. Zur Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen wurden jeweils 110
ul Blockierungspuffer (siehe Anhang) in jedes Well pipettiert. Die Platten wurden erneut 1
Stunde bei 37 °C auf dem Horizontalschittler inkubiert. Nachfolgend wurden die
Mikrotiterplatten wiederholt viermal gewaschen, ausgeklopft und getrocknet. Zur

Aufbewahrung wurden sie mit Folie bedeckt und bei -21 °C eingefroren.
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3.3.5.2 ELISA Durchfiuihrung

Das Design des ELISA basierte auf der Positiv-Referenz-Standardmethode nach Butler et al.
(1978). Als Positivstandard diente ein Serum-Pool von 2 Hunden mit bestatigter
Protothekose (Fall FU 1 und FU 2: hamorrhagische Enteritis und Retinaablésung), welche
sowohl durch kulturellen Erregernachweis als auch mithilfe eines Western Blots und einer
PCR Untersuchung identifiziert werden konnten. Als Negativkontrolle diente ein Serum-Pool
von 10 klinisch und kulturell negativen Hunden. Die am besten geeignete Serum- und
Konjugatverdinnung wurden mithilfe einer Schachbrett-Titration ermittelt (siehe Anhang).
Die folgenden Verdunnungen wurden fur den Nachweis spezifischer anti-Prototheca-

Antikérper vom Typ Immunglobulin-Isotyp G (IgG) verwendet:

Tabelle 5 : Eingesetzte Serum- und Konjugatverdinnung

Konjugat Proben-Verdiinnung Konjugat-Verdiinnung
IgG 1: 2000 1: 8000

Folgendes Probenauftragsschema wurde fiir den indirekten ELISA angewendet:

A QOIS N SIS (S) 1:2000
8 | OOIO IO 14000
¢ | OO OO OO 1:8000
D OOOQQOQQOQOO 1:16000
E (PO EEEIEEIE)] 12000
F OO0 OO 14000
s |V OIOOOO OO 1:8000
H OO 1:16000

N: Negativkontrolle
Abbildung 1: Probenauftrags-Schema J
P: Positivkontrolle

S: Proben

Die Serumproben sowie die Positiv- und die Negativkontrolle wurden zunachst mit PBS-
Tween 20°® verdiinnt und zu je 100 pl nach dem in Abb. 1 gezeigten Schema in 96-Well-
Mikrotiterplatten pipettiert. Zunachst wurden in jedes Well der Mikrotiterplatte 100 yl PBS-
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Tween 20° pipettiert. In Reihe A Spalte 1 wurde dann die Negativkontrolle aufgetragen, in
Reihe A Spalte 2-12 die zu untersuchenden Serumproben. In Reihe E Spalte 1 die
Positivkontrolle und in Reihe E Spalte 2-12 wiederum die zu testenden Seren. Mit einer
Mehrkanalpipette wurde anschlielRend eine geometrische Verdinnungsreihe von Reihe A-D
und Reihe E-H pipettiert, so dass in Reihe D und Reihe H eine Verdinnung von 1:16000
vorlag. Darauf folgte eine 1-stindige Inkubation bei Zimmertemperatur auf dem
Horizontalschittler und ein anschlieBender viermaliger Waschschritt mit PBS (siehe
Anhang). Im nachsten Schritt wurde ein polyvalentes, affinitatsgereinigtes, monospezifisches
und peroxidasekonjugiertes Hyperimmunserum als sekundarer Antikérper eingesetzt: Ziege-
anti-Hund IgG (Fa. Biomol, Hamburg, Deutschland). Dieses wurde wie oben beschrieben mit
PBS-Tween 20° verdiinnt und jedes Well wurde mit 100 yl Gebrauchsldsung beschickt. Es
folgte eine 30-minUtige erneute Inkubation bei Zimmertemperatur auf dem
Horizontalschdittler. Die Platten wurden viermal mit PBS gewaschen und anschliel3end
ausgeklopft. Zum Entwickeln der Platten wurde pro Well jeweils 100 pl einer
wasserstoffperoxidhaltigen und auf dem Farbstoff TMB- (Tetrametyhlbenzidin) basierenden
Substratlésung (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) pipettiert und
die Reaktion nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschttler
mithilfe von 1% Schwefelsdure abgestoppt. Die Farbreaktion wurde automatisch mit einem
ELISA Reader (Magellan™, Fa. Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) mit einer
Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm abgelesen. Die
erhobenen Daten wurden mit einem zur ELISA-Auswertung entwickelten
Computerprogramm (SalmoSoft™, Fa. Labor Diagnostik GmbH, Leipzig, Deutschland) auf
Basis der Referenz-Standard-Methode berechnet und die Antikdrperaktivitaten in ELISA-
Units (EU) pro ml angegeben. Zur Bestimmung einer Kalibriergeraden wurde eine lineare
Regressionsanalyse der gegen den Leerwert korrigierten und ,log-log“ transformierten OD-
Werte des positiven Kontrollserums berechnet, wobei dem Positivserum eine

Antikorperaktivitat von 1000 EU zugeordnet wurde.

Die Aktivitat der untersuchten Seren wurde nach folgender Formel berechnet:

[ Log (OD prope) — Y-Achsenabschnitt siandard ]

Steigung standard

10
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Sofern sie im linearen Bereich der Titrationskurve des positiven Standards lagen, wurden die
ELISA-Aktivitaten fur jedes Serum berechnet. Das arithmetische Mittel aller Einzelwerte der

Titrationsreihe ergab die Aktivitat des Testserums in EU.

3.3.5.3 Statistische Auswertung

Die Ermittlung der Schwellenwerte (Cut-off Werte) flr ein positives Testergebnis zur
Diagnostik der Infektion mit P. zopfii wurden anhand jedes 6. Hundes der 1. Gruppe
(gesunde/ akut erkrankte/ orthopadisch erkrankte Patienten sowie Hunde mit benignen
Neoplasien) berechnet. Dies wurde im Vorfeld willkirlich festgelegt. Hierfir wurden aus den
ELISA-Aktivitaten der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt.

Der Cut-off Wert fir ein positives Ergebnis errechnete sich aus der Summe des
arithmetischen Mittels und der dreifachen Standardabweichung dieser nicht infizierten,

seronegativen Tiere:

Cw =M+ 3xS

Cw= Cut-off Wert
M= arithmetisches Mittel
S$= Standardabweichung

Anhand der so ermittelten Cut-off Werte wurden die serologischen Testergebnisse der
einzelnen Tiere der verschiedenen Protothekengruppen diagnostisch bewertet. Um eine
Aussage Uber die diagnostische Eignung des ELISA-Tests treffen zu kénnen, erfolgte
anschlielend eine Bewertung der ELISA mittels der Vierfeldertafel nach Tyler und Cullor
(1989) (vgl. Tab. 6). Das Prinzip der Evaluierung anhand der Vierfeldertafel stellte sich wie
folgt dar:



34
Material und Methoden

Tabelle 6: Vierfeldertafel fur die Bewertung von ELISA-Testsystemen

Referenztest (hier: kultureller Befund)

Positiv Negativ Summe

o
©
w g
<=l < Positiv a b atb
o N
oo
§ w Negativ c d c+d
"
o
=

Summe atc b+d N=a+b+c+d

Die sich anschlielende Auswertung erfolgte durch Berechnung der Sensitivitdt [a/(a+c)],
Spezifitat [d/(b+d)], des positiven [a/(a+b)] und negativen [(d/(c+d)] pradiktiven Wertes sowie
der Pravalenz [(a+c)/N], scheinbaren Pravalenz [(a+b)/N] und Inzidenz [(a+c)/N] pro

Zeiteinheit (Tyler und Cullor 1989).
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4. Ergebnisse

4.1 Kulturelle Befunde

Von den insgesamt 364 untersuchten Kotproben wiesen drei Proben (Fall FU 1, FU 2 und S)
ein kulturelles Wachstum auf PIM auf. Bereits einen Tag nach Ausstrich waren die
charakteristischen weilllichen Kolonien mit unregelmafligem Rand aufféllig. Es erfolgte die
mikroskopische Untersuchung der Isolate nach Lactophenol-Baumwollblau-Farbung. Hierbei
konnten ovoide und spharische Zellen unterschiedlicher GréRe und Form festgestellt
werden. Der Zellkern, falls vorhanden, lag meist zentral. Die Zellwand war deutlich angefarbt
und teilweise war die typische endogene Sporenbildung erkennbar. Im Fall FU 1 konnten
darUber hinaus auch aus zusatzlichen Harnproben Prototheken kulturell nachgewiesen
werden. Aus den anderen Proben (Speichel, Tennisball und Gieskanne) lieRen sich keine

Prototheken isolieren.

4.2 PCR Analyse

Die kulturell positiv getesteten Isolate von FU 1 und FU 2 wurden durch Sequenzanalyse der
18 S rDNA mit den Referenzstammen P. zopfii Genotyp 1 und 2 sowie P. blachkeae
verglichen. Diese Sequenzanalyse diente der eindeutigen Speziesidentifikation.

Das 450 bp grofte PCR-Produkt stellte die unspezifische Amplifikationskontrolle dar, welches
sowohl bei den drei Referenzstammen (P. zopfii Genotyp 1 und 2 sowie P. blachkeae) als
auch bei den klinischen Isolaten (Fall FU 1 und FU 2) zu erkennen war. Hingegen war das
165 bp grolRe, P. zopfii Genotyp 2 spezifische PCR-Produkt nur bei dem Referenzstamm des
Genotyps 2 und den lIsolaten FU 1 und FU 2 festzustellen. Demzufolge reprasentierten die
Isolate FU 1 und FU 2 den Genotyp 2 von P. zopfii. Die P. zopfii Genotyp 1 spezifische PCR
und die P. blaschkeae PCR fur FU 1 und FU 2 waren negativ (Daten nicht aufgezeigt), so
dass eine Mischkolonie ausgeschlossen werden konnte. Zum Zeitpunkt der PCR-Analyse
waren nur die Proben von FU 1 und FU 2 zur Untersuchung vorhanden, die Probe S wurde
erst zu einem spateren Zeitpunkt dem Institut der Tier- und Umwelthygiene der FU Berlin

eingesandt.

Die P. zopfii Genotyp 2 spezifische PCR fur die zwei kulturell positiv getesteten Hunde ist in
Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: P. zopfii Genotyp 2 spezifische PCR fiir die beiden kulturell positiv getesteten
Hunde (Fall FU 1 und FU 2)

4.3 Western Blot Analyse

Um festzustellen, ob im Blutserum Prototheken-infizierter Hunde Uberhaupt IgG- und IgA-
Antikérper gegen Protothekenantigene nachzuwiesen sind, wurde eine spezifische Western
Blot-Analyse durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden vier Serumproben von FU 1 und eine
Serumprobe von FU 2 untersucht. Ein Serumpool klinisch und kulturell negativer Tiere diente
als Negativkontrolle.

Als Ergebnis konnten spezifische Antikorper gegen Antigene im Bereich von 26, 36 und 53
kDa fur IgG und 26 sowie 33 kDa fur IgA identifiziert werden (siehe Abbildung 3)

Die Untersuchung der Serumproben mittels Immunoblot-Analyse macht deutlich, dass
erkrankte Hunde IgG- und IgA-Antikdrper gegen Protothekenantigene bilden, die dann im
Blutserum nachzuwiesen sind. Dies war die wichtigste Voraussetzung fir die nachfolgende

Entwicklung des indirekten ELISA Testsystems.
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IgG Detektion IgA Detektion

Serudilution: 1:200 Serudilution: 1:200

Antikorperdilution: 1:5000 Antikorperdilution: 1:5000

Abbildung 3: Western Blots der positiven Hundeseren (Fall FU 1 und FU 2). Die Pfeile
kennzeichnen die ProteingréRe der Hauptantigene von IgG (A.) und IgA (B.)

4.4 Entwicklung eines indirekten ELISA-Testsystems

4.4.1 Schachbrett-Titration

Mit Hilfe der in Abschnitt 3.3.5.2 dargestellten Schachbrett-Titration wurden die optimalen
Antikdrpe-Antigen-Konzentrationen ermittelt. Wie in Abbildung 4 dargestellt, konnte bei einer
eingesetzten 1gG-Konjugatverdinnung von 1:8000 ein sehr guter linearer Abfall zwischen
positiven und negativen Serumproben mit einer Serumverdinnung von 1:2000 gezeigt
werden. Auf Grund dessen wurden diese Verdunnungsstufen im weiteren Verlauf fur den

IgG-Nachweis eingesetzt.

Leider konnten mithilfe der Schachbrett-Titration keine auswertbaren Ergebnisse fir das
eingesetzte Konjugat IgA erzielt werden. Daher war an dieser Stelle keine Entwicklung eines
ELISA-Testverfahrens auf der Basis von IgA mdglich und die Testsystem-Validierung wurde
auf den Nachweis von IgG im Blutserum beschrankt.
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Abbildung 4: Liniendiagramm der Schachbrett-Titration der gewahlten Serumverdiinnung
1:2000 und Konjugatverdinnung 1:8000 fur IgG

4.4.2 ELISA Testvalidierung

4.4.2.1 Intra-Assay-Variationen

Um Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit des entwickelten ELISA-Testsystems treffen zu
kdnnen, miussen sowohl die Variationen der Extinktionen innerhalb einer Mikrotiterplatte als
auch die Variationen der Testergebnisse zwischen voneinander unabhangigen Tests
ermittelt werden. Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variation wurde innerhalb einer 96-well
Mikrotiterplatte ein positives Referenzserum (Fall FU 1) in Reihe A Spalte 2-12 und ein
negatives Referenzserum (Fall oB 230) in Reihe E Spalte 2-12 elf Mal nebeneinander
aufgetragen. In Reihe A Spalte 1 wurde die Negativkontrolle und in Reihe E Spalte 1 die
Positivkontrolle aufgetragen (vgl. Abbildung 1). Die Durchfihrung des ELISA erfolgte wie
unter 3.3.5.2 beschrieben. Die Antikdrperaktivititen wurden mit dem Computerprogramm
SalmoSoft™, Fa. Labor Diagnostik GmbH, Leipzig, Deutschland berechnet. Als Referenz
dienten dabei die gegen den Leerwert korrigierten und ,log-log“ transformierten OD-Werte
des positiven Kontrollserums, wobei dem Positivserum eine Antikérperaktivitat von 1000 EU

zugeordnet wurde.
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Tabelle 7: Ergebnisse der Intra-Assay-Variation

ELISA-Aktivitat ELISA-Aktivitat
(EU/ml) (EU/mI)
Tier-Nr. Kulturbefund Untersuchung_; Tier-Nr. Kulturbefund Untersuchung_
FU1-1 positiv 592,88 oB 230 negativ 31,74
FU1-1 positiv 593,75 oB 230 negativ 28,92
FU1-1 positiv 592,42 oB 230 negativ 29,4
FU1-1 positiv 580,7 oB 230 negativ 34,26
FU1-1 positiv 590,87 oB 230 negativ 32,14
FU1-1 positiv 551,51 oB 230 negativ 36,98
FU1-1 positiv 563,04 oB 230 negativ 31,95
FU1-1 positiv 557,8 oB 230 negativ 31,39
FU1-1 positiv 553,75 oB 230 negativ 40,11
FU1-1 positiv 599,04 oB 230 negativ 23,67
FU1-1 positiv 695,86 oB 230 negativ 33,99
Mittelwert 588,33 Mittelwert 32,23
Standardabweichung 39,91 Standardabweichung 4,3
Variationskoeffizient 6,80% Variationskoeffizient 13,30%

Wie aus Tabelle 7 hervorgeht betrug der Mittelwert des positiven Referenzserums (FU 1)
588,33 EU/ml. Anhand des berechneten positiven Cut-off Wertes von 138 EU/ml (siehe

Tabelle 11 im Abschnitt 4.5) waren die Untersuchungswerte als deutlich positiv einzustufen.

Die Standardabweichung der gemessenen Werte des Serums FU 1 betrug 39,91 EU/mI. Der

Mittelwert des negativen Referenzserums oB 230 betrug 32,23 EU/ml und lag deutlich unter

138 EU/ml, so dass diese Untersuchungswerte als negativ eingeordnet wurden.

Anhand der in Tab. 7 dargestellten Ergebnisse wird deutlich, dass sich die gemessenen

ELISA-Aktivitaten sowohl flr das positive als auch fiir das negative Referenzserum fir alle

11 Ansatze in einer vergleichbaren Grélkenordnung bewegten (FU-1: 551 — 695 EU/ ml; oB

230: 23 — 40 EU/ ml). Aus den in der Tabelle 7 dargestellten Ergebnissen ergaben sich fur

den ELISA folgende Variationskoeffizienten, dargestellt in Tabelle 8:

Tabelle 8: Intra-Assay-Variationskoeffizienten

SerumIgG (FU 1)
Positiv (EU/ml)

Serum IgG (oB 230)
Negativ (EU/ml)

Mittelwert 588,33 32,23
Standardabweichung 39,91 4,3
Variationskoeffizient (%) 6,8 13,3

Variationskoeffizient
insgesamt (%)

10,5
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Mit den oben genannten Mittelwerten und Standardabweichungen konnten die
Variationskoeffizienten fur das positive und negative Referenzserum errechnet werden. Der
Intra Assay des positiven Referenzserums wies mit einem Variationskoeffizienten von 6,8 %
innerhalb einer Mikrotiterplatte eine sehr gute Reproduzierbarkeit auf. Mit 13,3 % war die
Reproduzierbarkeit des Intra Assays fir das negative Referenzserum ebenfalls als sehr gut
zu bewerten, wobei der Intra Assay fir das positive Refernzserum zum Nachweis von

spezifischen IgG-Antikdrpern im Blutserum die geringere Schwankungsbreite aufwies.

4.4.2.2 Inter-Assay-Variationen

Zur Ermittlung der ,Test-zu-Test“Variationen wurden die Blutseren von ausgewahlten
positiven und negativen Serumproben in 5 verschiedenen Ansatzen pipettiert.

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Inter-Assay-Variationen flir verschiedene positive
Blutseren eines an Protothekose erkrankten Hundes (Fall FU 1) dargestellt. Uber mehrere
Monate hinweg wurde hierzu zu verschiedenen Zeitpunkten im Rahmen der Diagnostik
Blutserum entnommen und untersucht (FU1-1 bis FU1-11). Diese unterschiedlichen
Blutseren wurden in 5 verschiedenen Ansatzen pipettiert und die Untersuchungsergebnisse

der einzelnen Positivseren miteinander verglichen.

Tabelle 9: Ergebnisse der Inter-Assay-Variation flr die Blutseren eines positiv getesteten

Tieres (FU 1) zu verschiedenen Probeentnahmezeitpunkten (1-11)

Antikorperaktivitat (EU/ml)

Tier-Nr. Kulturbefund 1. 2. 3. 4, 5. MW  STAW \" v (%)
FU1-1 positiv 1081,33 1067,99 1016,77 1011,65 1087,24 1053 32,3175 0,03069 3,06
FU1-2 positiv 1119,87 1046,64 1198,47 1059,84 1151,05 1115,17 56,5794 0,05074 5,07
FU1-3 positiv 1044,62 1075,83 1149,92 1105,56 1264,83 1128,15 76,6555 0,06795 6,79
FU1-4 positiv 1123,49 1099,92 1094,05 1314,76 1316,11 1189,67 103,163 0,08672 8,67
FU1-5 positiv 1174,04 1118,24 1253,88 1195,04 1171,27 1182,49 43,7707 0,03702 3,70
FU1-6 positiv 1053,21 1084,16 1025,47 1078,2 1223,92 1092,99 68,6743 0,06283 6,28
FU1-7 positiv 1373,22 1046,65 1148,97 1132,58 1233,46 1186,98 110,401 0,09301 9,30
FU1-8 positiv 1426,83 1454,77 1314,2 1488,05 1532,01 1443,17 73,4051 0,05086 5,09
FU1-9 positiv 1477,51 1417,59 1479,62 1466,67 1571,29 1482,54 49,7609 0,03356 3,36
FU1-10 positiv 1029,99 1074,01 1022,14 1180,87 1295,88 1120,58 104,337 0,09311 9,31
FU1-11 positiv 1349,22 1318,86 1480,92 1079,47 1137,47 1273,19 146,264 0,11488 11,49

Variationskoeffizient: 6,56

Die Ergebnisse innerhalb der 5-fachen Ansétze variierten grof3tenteils nur sehr wenig, z.B.
wies die Serumprobe FU 1-1 Werte von 1012 bis 1081 EU/ml auf, welche bei einem

Mittelwert von 1053 EU/ml einem Variationskoeffizienten von ca. 3 % entsprach.
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Im Vergleich dazu waren die starksten Schwankungen innerhalb der Antikorperaktivitaten
von Serumprobe FU 1-11 zu verzeichnen. Hier lagen die EU/mI zwischen 1079 und 1481, so
dass der Mittelwert mit 1273 EU/ml einen hoheren Variationskoeffizienten von ca. 11 %
ergab. Somit wies der ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG der positiven Seren mit
6,56 % eine sehr niedrige Inter-Assay-Variation auf, so dass reproduzierbare Werte sicher zu

erwarten sind.

Tabelle 10: Ergebnisse der Inter-Assay-Variation fur die negativen Blutseren ausgewahlter
Tiere

Antikorperaktivitiat (EU/ml)

Tier-Nr. Kulturbefund 1. 2. 3. 4. 5. MW  STAW \' v (%)
oB 28 negativ 17,79 22,03 11,91 12,08 17,98 16,358 3,87141 0,23667 23,67
oB 45 negativ 20,73 2442 1538 17,23 24,04 20,36 3,59889 0,17676 17,67
oB 84 negativ 13,14 19,77 10,27 9,91 19,62 14,542 4,35406 0,29941 29,94
oB 116 negativ 12,25 17,95 12,94 12,82 18,96 14,984 2,86151 0,19097 19,1
oB 125 negativ 16,53 19,84 1928 17,15 20,22 18,604 1,48403 0,07977 7,98
oB 153 negativ 18,32 20,99 21,08 17,06 25,1 20,51 2,76847 0,13498 13,5
oB 161 negativ 13,7 17,9 13,27 16 17,02 15,578 1,81675 0,11662 11,66
oB 182 negativ 57,95 49,37 4791 4582 48,53 49,916 4,18487 0,08384 8,38
oB 207 negativ 32,75 38,56 34,02 34,72 34,69 34,948 1,94203 0,05557 5,56
oB 226 negativ 2511 26,42 23,36 20,49 28,14 24,704 2,62601 0,1063 10,63

Variationskoeffizient: 14,81

Tabelle 10 veranschaulicht die Untersuchung von willkirlich ausgewahlten negativen
Hundeseren (0B 1, oB 28, oB 45, oB 84, oB 116, oB 125, oB 153, oB 161, oB 182, oB 207
und oB 226), welche ebenfalls in 5 verschiedenen Ansatzen pipettiert und individuell
miteinander verglichen wurden.

Innerhalb der 5-fachen Ansatze offenbarten sich unterschiedliche Schwankungen. So
bewegten sich z.B. die Werte der Antikdrperaktivitdt von der Serumprobe oB 207 zwischen
32,75 EU/ml und 38,56 EU/mI. Hieraus lieR sich bei einer Standardabweichung von ca. 1,94
ein Variationskoeffizient von ca. 5 % errechnen. Im Vergleich dazu zeigte die Untersuchung
von der Serumprobe oB 84 deutlich héhere Schwankungen innerhalb des 5-fachen
Ansatzes. Bei Antikorperaktivitaten zwischen 9,91 EU/ml und 19,77 EU/ml ergab sich bei
einem Mittelwert von ca. 14 EU/ml und einer Standardabweichung von ca. 4,35 ein hdherer
Variationskoeffizient von ca. 29 %. Insgesamt bewegten sich die Mittelwerte der
Antikorperaktivitaten zwischen 13 EU/mI (0B 19) und max. 49,9 EU/ml (oB 182). Der ELISA
zum Nachweis von spezifischem IgG der negativen Seren wies mit 15,5 % eine etwas
hoéhere Inter-Assay-Variation auf. Da negative Variationskoeffizienten naturgemafll etwas
starker schwanken sind reproduzierbare Werte auch mit diesem Variationskoeffzienten

sichergestellt.
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Aus den positiven und negativen Variationskoeffizienten ergab sich ein mittlerer
Variationskoeffizient von 11,03 % und der entwickelte Protototheken-ELISA wies somit
insgesamt eine sehr gute Reproduzierbarkeit auf.

4.5 Auswertung der ELISA’s

Um die Aussagekraft des entwickelten ELISA-Testsystems flr die Routinediagnostik der
caninen Protothekose bewerten zu kénnen, wurde mittels der in Tabelle 14 aufgelisteten
kulturellen Befunde und der ermittelten spezifischen Antikdrperaktivitaten die Sensitivitat und
Spezifitdt des entwickelten Prototheken-ELISA ermittelt. HierfUr erfolgte zuerst die
Berechnung des positiven Cut-off Wertes (Schwellenwert), ab dem ein Tier mit dem Test als
.seropositiv’ gilt. Wie bereits unter 3.3.5.3 dargestellt, wurde zur Bestimmung des Cut-off
Wertes das arithmetische Mittel und die Standardabweichung der ELISA-Aktivitaten jedes 6.
Tieres der 1. Gruppe (kulturell negative Tiere) ermittelt. Flr ein positives Testergebnis wurde
der positive Cut-off Wert aus dem arithmetischen Mittel plus der dreifachen
Standardabweichung dieser Tiere errechnet (vgl. Tab. 11).

Wie aus Tabelle 11 ersichtlich, wurde flr die Berechnung des positiven Cut-off Wertes die
ELISA-Aktivitat jedes 6. Hundes aus Gruppe 1 (n=236) gesunde/ akut erkrankte/
orthopadisch erkrankte Patienten und Hunde mit benignen Neoplasien, welche sowohl
kulturell als auch serologisch negativ getestet wurden und eine Population von 236 Hunden
beinhaltet, mit einbezogen. Hieraus ergab sich bei einem Mittelwert von 33,93 EU/ml und
einer Standardabweichung von 34,55 EU/ml ein positiver Cut-off Wert von 137,58 EU/mI. Fir
die serologische Untersuchung galten Hunde mit ELISA-Aktivitaten Gber 137 EU/ml von IgG
im Blutserum als positiv.

Tabelle 11: Mittelwert und Standardabweichung der Antikorperaktivitaten der kulturell
negativen Hunde (Gr.1, n=236) und der hieraus errechnete Cut-off Wert zur Diagnostik der
caninen Protothekose

[Blutserum IgG ( EU/mI)

Mittelwert der ELISA-Aktivitidten

kulturell negativer Tiere

Standardabweichng 34,549
3-facher Wert der
Standardabweichung
Cut-off Wert 138

33,929

103,647

Anhand dieses Cut-off Wertes erfolgte nun die Bewertung der einzelnen ELISA’s. Dazu
wurden mithilfe der Vierfeldertafel (Tabelle 12) die Ergebnisse der kulturellen Untersuchung

mit denen der serologischen Untersuchung verglichen.
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Tabelle 12: Vierfeldertafel zur Darstellung der Untersuchungsergebnisse der

Gesamtpopulation (n=364) der kulturellen Befunde im Vergleich zur serologischen

Untersuchung
Kultureller Befund
Positiv Negativ Summe
2
* Positiv 3 0 3
c| <
A
Sml  Negativ 0 361 361
(]
2
[ Summe 3 361 364

Aus der Vierfeldertafel lie3 sich ableiten, dass innerhalb der untersuchten Gesamtpopulation
von 364 Hunden drei Tiere sowohl einen positiven kulturellen Befund als auch
Ubereinstimmend ein positives Ergebnis im ELISA-Testsystem zeigten. Die Ubrigen 361
Hunde hatten einen kulturell negativen Befund und auch in der serologischen Untersuchung
ein negatives Testergebnis. Folglich waren die Ergebnisse vom ELISA und der kulturellen
Untersuchung einheitlich, es wurden keine falsch positiven oder falsch negativen
Untersuchungsergebnisse erzielt.

Mit Hilfe dieser Daten lieRen sich die entscheidenden Parameter berechnen, welche eine
Einschatzung der diagnostischen Eignung dieses Testsystems zulasst.

Wie im Teil Material & Methoden (3.3.5.3) beschrieben sind dies: Sensitivitdt und Spezifitat,
der positive wie auch der negative pradiktive Wert, die Pravalenz, die scheinbare Pravalenz
und die Inzidenz.

Da in der vorliegenden Untersuchung die Tiere nach ihrem Infektionsstatus ausgewahlt
wurden, konnte auf die Berechnung eines positiven und eines negativen pradiktiven Wertes
(d.h. eines Vorhersagewertes fur ein positives und negatives Testergebnis in einem
speziellen Test) verzichtet werden. Die fur die Bewertung von Testsystemen malgeblichen

Parameter, die Sensitivitdt und Spezifitat, sind mit in Tabelle 13 dargestellt:
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Tabelle 13: Statistische Parameter der durchgefuhrten ELISA’s zum Nachweis spezifischer

IgG-Antikorper gegen P. zopfii Genotyp 2 der untersuchten Versuchsgruppen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Insgesamt

Positive Identifikation 0 3 0 3
Falsch-positive 0 0 0 0
Identifikation

Negative Identifikation 236 63 62 361
Falsch-negative 0 0 0 0
Identifikation

Sensitivitat [in %] - 100 - 100
Spezifitit [in %] 100 100 100

Wie eingangs erwahnt, wurden die fir diese Untersuchung herangezogenen Tiere anhand
ihres Infektionsstatus ausgewahlt und in drei Gruppen eingeteilt. Die Gruppe 1 entsprach
dabei gesunden, akut erkrankten oder orthopadisch erkrankten Patienten und Hunden mit
nachgewiesenen benignen Neoplasien und somit der negativen bzw. unverdachtigen
Kontrollgruppe. Wie aus Tabelle 12 hervorgeht, konnten in dieser Gruppe weder in der
kulturellen Analytik Prototheken isoliert werden, noch wiesen diese 236 Hunde spezifische
Antikérper gegen Prototheken auf. Das bedeutete, dass alle 236 Proben als negativ
einzustufen sind. Fur die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitdt ergaben sich daher
Zahlen von 100%.

In der Gruppe der Hunde mit gastrointestinaler Symptomatik (Gruppe 2) konnten drei sowohl
im kulturellen Nachweis als auch im ELISA eindeutig als Prototheca infizierte Reagenten
identifiziert werden. Die verbleibenden 63 Proben waren negativ. Falsch negative Reagenten
wurden nicht identifiziert. Infolgedessen ergab sich auch in diesem Fall sowohl eine
Sensitivitat als auch eine Spezifitdt von 100 %.

Fir die Gruppe 3, Patienten mit chronischen, immunbedingten oder malignen Erkrankungen
ohne primare gastrointestinale Beteiligung, konnten weder kulturell noch serologisch positive
Testergebnisse erzielt werden. Somit ergaben sich fur die 62 untersuchten Serumproben
dieser Tiergruppe ebenfalls eine Sensitivitdt und Sensitivitat von 100 %.

Aus diesen Berechnungen ging hervor, dass sowohl die kulturell positiven Hunde als auch

die kulturell negativen Hunde zu 100 % korrekt identifiziert wurden.

! »: es wurden keine falsch positiven oder falsch negativen Tiere identifiziert
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Die Sensitivitat und die Spezifitat lag bei einem Maximalwert von 100 % fir den Nachweis

von P. zopfii Gentoyp 2 spezifischem IgG.

4.6 Pravalenz der caninen Protothekose

Anhand der berechneten Werte ist die diagnostische Eignung dieses entwickelten ELISA
Testsystems als sehr gut zu bewerten. Alle an Protothekose erkrankten Hunde wurden
korrekt identifiziert, es gab keine falsch positiven oder falsch negativen Befunde.

Die Pravalenz berechnet flr das untersuchte Patientengut der Kleintierklinik der FU Berlin
lag bei 0,6 %, d.h. zwei von insgesamt 363 Hunden wurden kulturell und serologisch positiv
identifiziert. In der Gruppe der enteritisch erkrankten Hunde (Gruppe 2) betrug die Pravalenz
3,1 %, d.h. von 65 enteritisch erkrankten Tieren wurde bei zwei Tieren eine canine
Protothekose nachgewiesen. Gleiche Werte galten fir die scheinbare Pravalenz und

Inzidenz in dem Untersuchungszeitraum, sie lag ebenfalls bei 0,6%.

4.7 Serokonversion im Verlauf einer caninen Protothekose

Eine ansteigende Antikérperaktivitat im Verlauf der Protothekenerkrankung im Fall FU 1
konnte innerhalb der verschiedenen Probeentnahmezeitpunkte mit einem Mittelwert von
FU1-1 mit 1052 EU/ml und einem Mittelwert von FU1-9 mit max. 1482 EU/ml gezeigt
werden. Die beiden spater enthommenen Serumproben FU 1-10 und FU1-11 zeigten wieder
abfallende Mittelwerte von ca. 1120 EU/ml und 1273 EU/ml. Im Fall FU 2 und S konnte das
Serum leider nur einmalig abgenommen werden und somit kann keine Aussage Uber den
Verlauf der jeweiligen Antikbrperantwort getroffen werden.

Wie in Abbildung 5 dargestellt, wurden Uber einen Zeitraum von 5 Monaten zu
verschiedenen Zeitpunkten Serumproben des erkrankien Hundes (Fall FU 1) enthommen
und im entwickelten indirekten ELISA auf Antikorper getestet. Die 1. Probenentnahme
erfolgte am 25.03.2010 bei Erstvorstellung in der Kleintierklinik der FU Berlin. Die initiale
Antikérperantwort lag bei 1053 EU/ml. Uber 3 Monate hinweg war die Antikdrperantwort als
Plateau dargestellt, die Werte stagnierten zwischen 1053 EU /ml und 1190 EU/mI. Ende Juni
2010 war ein deutlicher Anstieg auffallig, die Antikdrperantwort stieg am 25.06.2010 von
1143 EU/mI auf 1483 EU/ml. Gefolgt von einem Abfall auf 1120 EU/ml einen Monat spater
lag die Antikérperantwort am 18.08.2010 bei 1273 EU/m.

Die hier dargestellte Antikérperantwort im Verlauf der Protothekeninfektion lasst fur den Fall

FU 1 den Schluss zu, dass bereits zu Beginn der Untersuchung im Marz 2010 das
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Immunsystem des Tieres auf die Protothekeninfektion mit vermehrter Bildung von

Immunglobulinen der Klasse G reagiert hatte. Daher ist eine von Anfang an hohe

Antikérperantwort dieses Immunglobulin-lIsotyps zu verzeichnen.

Serumproben
1600,00
1400,00 A
. . SN e
1200,00 —r— —— v
1000,00 A ,
E 800.00 —e—FU 1 im Verlauf
=) ’ —a—FU?2
' 600,00 .
400,00 - -
200,00
0,00 — : : — —_— :
ST S S S S S SN
S S FF PSS S S
C PFFFITFEFLEFLFLFLFSL LS
& NN ey & A o & 9 S NS
U N N 2 U2 SN 2 N NN BN
Monate

Abbildung 5: Antikérperantwort im Verlauf der caninen Protothekose (Fall FU 1)
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5. Diskussion

5.1 Bisherige Diagnostik und TherapiemaBnahmen der caninen Protothekose

Die Schwierigkeit in der Diagnostik der caninen Protothekose liegt in der oftmals
unspezifischen Symptomatik der Krankheit wie z.B. chronischer, hdmorrhagischer Diarrhoe
und Gewichtsverlust (Hollingsworth  2000). Durchgeflhrte bakteriologische und
parasitologische Kotuntersuchungen sind zumeist negativ und vorhandene Prototheken
bleiben oftmals unentdeckt (Rizzi et al. 2006; Gorissen 2011) oder werden durch
Begleitkeime im kulturellen Ansatz Gberwuchert (Ribeiro et al. 2009). Auch kann eine geringe
Anzahl von aus der Umwelt aufgenommenen Prototheken im Gastrointestinaltrakt von
gesunden Hunden vorkommen und so mdéglicherweise eine exakte Diagnose erschweren
(Greene 2011). Hilfreicher sind Rektalabstriche mit einer Abstrichbirste (Thomas und
Preston 1990; Rallis et al. 2002; Stenner et al. 2007; Ribeiro et al. 2009), wobei auch hier
nicht immer Prototheken nachzuweisen sind (Stenner et al. 2007). Biopsieentnahmen aus
der Darmschleimhaut, insbesondere aus der Kolonregion, eignen sich hingegen
hervorragend zum pathohistologischen Protothekennachweis, da die Organismen im Verlauf
der Infektion von der Schleimhaut in tiefere Darmwandschichten wie z.B. in die
Muskelschicht und/oder in die Serosa vordringen und sich sehr gut mit PAS-Reaktion oder
Gomori-Farbung darstellen lassen (Stenner et al. 2007). Nachteilig bei dieser Methodik ist
die Notwendigkeit einer Narkose, welche nur bei einem sedationsfahigen Hund durchfihrbar
ist. Auch kann anhand der morphologischen Darstellung der Protothekenzellen keine
Erregerdifferenzierung erfolgen. Nichtinvasive MalRnahmen wie beispielsweise eine
abdominale Rontgenkontrastmittelpassage kénnen zur Erkennung verdickter Darmwande
und einer verringerten Darmlumengrofie herangezogen werden, welche infolge sich stark
vermehrender Prototheken innerhalb der einzelnen Darmsegmente auftreten kénnen (Van
Kruiningen 1970; Holscher et al. 1976). Derartige rontgenologische Veranderungen sind

jedoch unspezifisch und kénnen auch bei Kolitiden anderer Ursache vorkommen.

Die Diagnostik wird dartuber hinaus auch durch die intermittierende Erregerausscheidung
erschwert oder vorhandene Prototheken werden missinterpretiert (Pressler et al. 2005). Ist
der Gastrointestinaltrakt betroffen, ist die Protothekeninfektion meist bereits disseminiert und
die Prognose fir den betroffenen Hund infaust (Hollingsworth 2000). Die grofte Chance
einer Heilung besteht in der Fruherkennung der Erkrankung, da eine algenbedingte Kolitis

prinzipiell leichter zu behandeln ist als eine disseminierte Protothekose, welche flr
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antimikrobielle Substanzen schwer zugangliche Organe wie z.B. Auge oder Gehirn beinhaltet
(Stenner et al. 2007). Bisher liegen jedoch keine Berichte Uber eine nachhaltige erfolgreiche

Therapie einer Prototheken-Kaolitis vor.

Bei okularer Beteiligung kénnen Prototheken sehr gut in retinalen Aspiraten des Auges
nachgewiesen werden (Buyukmihci et al. 1975; Schultze et al. 1998; Pressler et al. 2005).
Sind zentralnervdése Symptome auffallig, kann zudem eine Liquorpunktion hilfreich sein, um
Protothekenzellen im Liquor cerebrospinalis darzustellen (Gupta et al. 2011; Lane et al.
2012; Young et al. 2012). Doch auch in der Gehirn-Rickenmarksflissigkeit gelingt der
Nachweis von Protothekenzellen nicht immer (Rizzi et al. 2006). Bei beiden
Diagnoseverfahren ist allerdings ebenfalls eine Vollnarkose notwendig, die oft erhdhte
Narkoserisiken wie z.B. Herzkreislaufversagen mit sich bringt, da die betroffenen Hunde

ohnehin oftmals ein gestortes Allgemeinbefinden aufweisen.

Standardisierte Therapierichtlinien der caninen Protothekose sind aufgrund der Seltenheit
der Erkrankung nicht existent. Viele unterschiedliche Therapieansatze wurden jedoch
getestet. In der Mehrzahl der Fallberichte wurden verschiedene Antimykotika oral verabreicht
(Stenner et al. 2007; Ribeiro et al. 2009), wobei Amphotericin B in Kombination mit oral
verabreichten Azolen die beste Option flr eine langerfristige Therapie darstellt (Strunck et al.
2004). Generell sind Antimykotika aufgrund ihrer hohen Nierentoxizitat nur begrenzt
einsetzbar. Diese unerwiinschte Nebenwirkung erschwert die Therapie zusatzlich.

Die bisher durchgefihrten TherapiemalRnahmen blieben jedoch bis auf kurzweilige
Verbesserungen der klinischen Symptomatik (Moore et al. 1985; Schultze et al. 1998;
Ribeiro et al. 2009) alle erfolglos. Die meisten Hunde verstarben innerhalb weniger Tage
oder wurden aufgrund einer rapiden Verschlechterung des Allgemeinbefindens euthanasiert
(Stenner et al. 2007).

Da bisher alle TherapiemalRnahmen im Spatstadium der Erkrankung gescheitert sind, ist
eine Fruherkennung der caninen Protothekose mit einer nicht invasiven Methodik bedeutend,
auch um herauszufinden, ob eine Therapie im Frihstadium gegebenenfalls kurativ sein
kann. Ein schnelles, einfach durchzuflihrendes und sicheres Testsystem wie der in dieser
Studie entwickelte ELISA ist wichtig, um etwaige Therapieversuche schnell einleiten zu
kénnen oder gegebenenfalls bei gesicherter Diagnose das Tier von weiteren Leiden erlésen

zu konnen.
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5.2 Etablierung eines ELISA-Testverfahrens zur Detektion der caninen Protothekose

Bisher existieren in der Diagnostik der caninen Protothekose keine serologischen
Nachweismethoden. Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit, basierend auf dem von
Roesler et al. (2001) entwickelten indirekten ELISA zur Diagnostik der Protothekenmastitis
des Rindes, einen ELISA zur Diagnostik der caninen Protothekeninfektion zu entwickeln.
Roesler et al. (2001) gelang die Entwicklung und Etablierung dreier verschiedener ELISA-
Systeme, welche sowohl Immunglobuline der Klasse IgG im Blutserum als auch der Klasse
IgA und IgG+ im Milchserum erfolgreich nachweisen konnten. Hierzu wurde ein modifizierter
indirekter ELISA entwickelt. Als positives Referenzserum diente ein Serum-Pool von 15
Kihen mit chronischer Protothekenmastitis, bestatigt durch kulturellen Erregernachweis. Als
Negativkontrolle diente ein Serum-Pool aus nachweislich klinisch und kulturell negativ
getesteten Tieren. Die ELISA Durchfuhrung erfolgte entsprechend der Positiv-Referenz-
Standardmethode nach BUTLER et al (1978). Um die lokale und systemische
Antikdrperantwort bei der bovinen Protothekenmastitis in Abhangigkeit der jeweiligen
Infektionsstadien zu charakterisieren, wurden Blut- und Milchproben von Kiihen, eingeteilt

anhand ihrer Klinik, aus verschiedenen Bestanden kulturell und serologisch untersucht.

Mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100 % liefert der hier entwickelte ELISA
reproduzierbare, verlassliche Ergebnisse und stellt eine schnelle, nicht-invasive
diagnostische Methode dar. Auf eine invasive Probenentnahme wie z.B. eine
Augenaspiratpunktion, Liquorpunktion oder Biopsieentnahme in Narkose kann verzichtet
werden. Die gute Reproduzierbarkeit dieses Testsystems konnte durch die Ermittlung der

Intra-Assay und der Inter-Assay-Variationen belegt werden.

Im Vergleich zu dem von Roesler et al. (2001) entwickelten Assay konnte auch fir den IgG-
Nachweis im Blutserum von Hunden eine Spezifitdt von 100 % erreicht werden. Das
bedeutet, dass auch in dem vorliegenden Testsystem zum Nachweis der bovinen
Protothekenmastitis mittels IgG bei laktierenden Milchkihen im Blutserum der ELISA zum
Nachweis von IgG im Blutserum von Hunden mit einer Spezifitdt von 100 % ebenfalls keine
falsch-positiven Ergebnisse aufweist. Mit einer Sensitivitat von 81,5 % fir den Nachweis in
Blutseren fir das Milchrind wurde im entwickelten Testsystem ein kleiner Teil der infizierten
Tiere nicht identifiziert. Im Gegensatz dazu konnte mit dem hier entwickelten ELISA zum
Nachweis der caninen Protothekose alle zuvor kulturell positiv getesteten Tiere mit einer
Sensitivitat von 100 % bestatigt werden. Ein Grund hierflr kdnnte die sehr unterschiedliche
Natur der Protothekeninfektion von Rind und Hund sein. Wahrend es sich beim Rind um eine

lokale Infektion der Milchdriise handelt (Sensitivitat in Milchserumproben liegt bei 98%), liegt
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beim Hund ein meist disseminiertes Geschehen vor, so dass von einer starkeren
systemischen Antikérperantwort auszugehen ist. Insgesamt weist der in dieser Studie

entwickelte ELISA somit fur Praxiszwecke eine sehr gute Spezifitat und Sensitivitat auf.

Seither wurde die Erregerspezifizierung fraglicher Protothekeninfektionen, zusatzlich zur
mikroskopischen  Untersuchung, mit den handelsiblichen  auxanographischen
Nachweismethoden (z.B. APl 20C® oder Vitec®) durchgefilhrt. Das bislang angewendete
Testkit API 20C® kann zwar den allgemeinen Protothekennachweis leisten, allerdings ist es
fur eine weitere Speziesdifferenzierung der Prototheken nicht geeignet, da es zwar P.
wickerhamii enthalt, aber P. zopfii in seiner Datenbank nicht bertcksichtigt. Die bisherigen
Protothekosediagnosen sollten hinsichtlich einer Infektion mit P. wickerhamii kritisch
hinterfragt werden, denn die neu dokumentierten Krankheitsfalle weisen als auslésendes
Agens alle ausnahmslos P. zopfii Gentotyp 2 auf (Ribeiro et al. 2009; Gorissen 2011; Lane et
al. 2012; Young et al. 2012).

Eine weitere mdgliche Schwachstelle der kommerziell erhaltlichen Identifikationssysteme ist
die Notwendigkeit der Verwendung von Reinkulturen. Auch die teilweise variable
Assimilation der Prototheken von z.B. Zitrat oder Galaktose kann die auxanographische

Analyse verzerren (Marques 2010).

Da die kulturelle Protothekendiagnostik Gblicherweise mehrere Tage beansprucht, bietet der
entwickelte ELISA zudem eine erhebliche Zeitersparnis. Hunde kénnen innerhalb von 2
Stunden serologisch auf das Vorliegen einer Infektion mit Prototheken untersucht werden.

Auf jegliche Schritte einer Vordiagnostik, wie sie im Rahmen dieser Studie durchgefihrt

wurde, kénnte zukiinftig in der Routinediagnostik verzichtet werden.

Das entwickelte ELISA-Testsystem ist, wie alle serologischen Nachweismethoden, anfallig
fur systematische Fehler wie z.B. fehlerhaftes Plattencoating oder individuelle Fehler wie z.B.
Pipettierfehler, so dass diese Untersuchungsmethodik eine gewisse Arbeitsroutine

voraussetzt.

Warum die Entwicklung eines ELISA zum Nachweis von IgA in Hundeseren erfolglos war, ist
zu diskutieren. Es konnte in der Schachbrett-Titration kein Unterschied beim linearen Abfall
zwischen positiven und negativen Serumproben erzielt werden, was eine Voraussetzung fur
die Entwicklung eines ELISA zum Nachweis von IgA im Hundeserum gewesen ware.
Moglicherweise liegt die Begrindung hierfir in der Antikdrperantwort an sich.

Immunglobuline vom Isotyp G werden als Teil der humoralen Abwehr nach Kontakt mit
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einem Antigen gebildet. Sie sind die dominierende Immunglobulinklasse im Blut und werden
im Verlauf der Serokonversion im Anschluss an IgM, welche eine akute Infektion anzeigen,
produziert. Immunglobuline vom Isotyp A sind hauptsachlich in externen Koérperflissigkeiten
nachzuweisen, sie werden nach Schleimhautkontakt mit Antigenen gebildet und bilden eine
bedeutende lokale Abwehrbarriere gegen Krankheitserreger. Zu einem wesentlich kleineren
Anteil sind sie auch im Blutserum nachzuweisen und eventuell ist dieser Anteil an
Prototheken-spezifischem IgA im Serum nicht ausreichend, um einen ELISA entwickeln zu
kénnen. Auch ist nicht geklart wie intensiv und lange der Antigenkontakt von Prototheken-
Antigenen in der Darmschleimhaut infizierter Hunde erfolgt. Ein solcher intensiver,
langanhaltender Antigenkontakt in der Darmschleimhaut ist allerdings Voraussetzung fur
eine zuverlassige Protothekendiagnostik auf der Basis von Prototheken-spezifischem-IgA im

Serum.

Weiterhin ist zu beachten, in welchem diagnostischen Zeitfenster eine Protothekeninfektion
serologisch in unserem entwickelten ELISA-Testsystem feststellbar ist. Die drei positiv
detektierten Hunde (Fall FU 1, FU 2 und S) waren alle bereits generalisiert infiziert und
wiesen zusatzlich zu der enteritischen Erregerbeteiligung auch okulare und teilweise
neurologische Krankheitsbefunde auf, so dass von einer Erregerdissemination ausgegangen
werden kann. Weiterflhrende pathologische Untersuchungen zur Verifizierung einer
disseminierten Protothekose wurden leider nicht durchgeflihrt. Es bleibt abzuklaren, ob auch
bereits eine lokal begrenzte Infektion im ELISA zu detektieren ist. Dies misste in
weiterflihrenden Untersuchungen ermittelt werden. Fur die Zukunft wiirde dies bedeuten,
dass auf die zeitaufwendige kulturelle Identifikation von P. zopfii verzichtet werden kénnte
und dadurch TherapiemalRnahmen und Prognosen fiir den Krankheitsverlauf besser evaluiert

werden konnten.

5.3 Atiologie der caninen Protothekose

Bisher ist Uber die Atiologie, warum die ubiquitar vorkommenden Prototheken nur sporadisch
zu einer Erkrankung fuhren und unter welchen genauen Umstanden sie eine Infektion
ausldsen, nur wenig bekannt. Analog der humanen Protothekose wird auch beim Hund eine
pradisponierende Immunsuppression diskutiert, da Infektionen beim Menschen mit einer
geschwachten Immunabwehr deutlich haufiger vorkommen und schwerwiegender verlaufen.
Es wird beim Menschen vermutet, dass sowohl angeborene als auch erworbene oder
iatrogene Defizite in der zellularen Immunitat mitverantwortlich fir die Entstehung einer

Protothekeninfektion sind (Lass-Floerl und Mayr 2007). In der zellularen Abwehr ist dabei die



52
Diskussion

Funktion der neutrophilen Granulozyten entscheidend. Diese polymorphnuklearen
Leukozyten sind neben Makrophagen hauptverantwortlich fur die Phagozytose von Erregemn.
Ultrastrukturelle Studien zeigten auf, dass eine optimale Eliminierung von Prototheken nur in
Anwesenheit von spezifischen Immunglobulinen des Isotyps G und hitzebestandigen Serum-
Opsoninen stattfindet (Phair et al. 1981). Personen mit defizitdren neutrophilen Granulozyten
und somit einer Unfahigkeit, Erreger wie z.B. P. wickerhamii zu eliminieren, erkrankten an
Protothekose (Carey et al. 1997).

In 63 Fallen von humaner Protothekose traten eine Bursitis der Bursa olecrani oder eine
lokal begrenzte kutane Protothekose eher bei immunkompetenten Patienten auf, wahrend
disseminierte kutane Protothekosen und viszerale Formen Uberwiegend immundefiziente
Patienten betrafen (Wirth et al. 1999). Jedoch konnte die disseminierte Form der
Protothekose auch bei immunkompetenten Patienten nachgewiesen werden, wobei
allerdings bei immunsupprimierten Personen die Erkrankung florider war (Leimann et al.
2004). In 2 humanen Fallen einer viszeralen Protothekose, ausgeldst durch P.wickerhamii,
war eine Erhdhung von IgG auffallig. Bei einem dieser Patienten war der IgG-Anstieg mit
einer Suppression der zellvermittelten Immunitat assoziiert (Cox et al. 1974; Chan et al.
1990).

Die Vermutung, dass Hunde mit einer gestérten Abwehr bzw. mit einer vorliegenden
chronischen Erkrankung eher oder nur unterschwellig mit Prototheken infiziert sein kdnnten,
konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden. Keiner der aus Gruppe 3 (Hunde mit
chronischen, malignen bzw. immun-mediierten Erkrankungen ohne gastrointestinale
Symptome) untersuchten Hunde wurde kulturell oder serologisch positiv auf Protothekose

getestet.

Beim Hund konnte in Einzelfallen analog zur humanen Protothekeninfektion ebenfalls
Defizite in der zellularen Abwehr als pradisponierende Faktoren flir eine Protothekose
dargestellt werden. Eine generalisierte Suppression der T-Lymphozyten und eine
herabgesetzte Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten waren bei einem Collie mit
disseminierter Protothekose auffallig. Ob diese Immunsuppression die Protothekose
ausgel6st hat oder ursachlich hierfur war konnte jedoch nicht abschlieRend geklart werden
(Rakich und Latimer 1984). In den meisten Fallen konnte keine zugrundeliegende
Immunsuppression als Ursache der caninen Protothekose ermittelt werden (Blogg und Sykes
1995; Rallis et al. 2002; Hosaka und Hosaka 2004), wobei einschrankend festzustellen ist,
dass eine Uberpriifung des Immunstatus nur bei wenigen Hunden erfolgte (Hollingsworth
2000).
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Hinweise flr eine vorherige Immunsuppression lagen im Fall FU 1 nicht vor, orale
Immunsuppressiva wie z.B. Prednisolon wurden nicht gegeben. Demgegeniber war im Fall
FU 2 und im Fall S eine durchgefiihrte Glukokortikoidgabe bekannt. Analog der humanen
Protothekose ist auch beim Hund durchaus zu diskutieren, ob die Gabe von Glukokortikoiden
in immunsupprimierender Wirkung das Immunsystem dahingehend beeinflusst, dass eine
Besiedelung des Darms mit Prototheken begilnstigt wird. Inwieweit mit Immunsuppressiva
vortherapierte Hunde ein hoheres Risiko einer Protothekeninfektion tragen, muisste in

weiterfUhrenden Studien untersucht werden.

Im Fall FU1 kénnte die Protothekeninvasion durch die anamnestisch beschriebene,
vorangegangene, rezidivierende Giardiose und mehrere durchgefiihrte Antibiosen begunstigt
worden sein. Mdglicherweise wurde die Vermehrung und Ausbreitung der Prototheken durch
eine veranderte Darmflora infolge der Antibiosen geférdert. Eine potentielle Infektionsquelle
konnten externe Wasserquellen wie anamnestisch beschrieben eine Giel3kanne im Garten
gewesen sein. Im Fall S berichteten die Besitzer, dass der Hund gerne aus dem Teich trank.
In einigen Fallberichten aus den USA wurde spekuliert, ob Hunde, welche Uberwiegend
draufden leben, Prototheken mdéglicherweise aus stehenden Gewassern oral aufnehmen
(Stenner et al. 2007). Uber eine mégliche Infektionsquelle war im Fall FU 2 nichts bekannt.
Die Erhebung epidemiologischer Daten z.B. beziglich der Haltung der Hunde kdnnte in

Folgestudien weitere Aufschliisse Uber die Risikofaktoren einer Protothekeninfektion geben.

Weiterhin wurde aufgrund einer Uberproportionalitit an Boxern eine genetische
Rassepradisposition im Hinblick eines Immmundefekts diskutiert (Stenner et al. 2007). Diese
Vermutung traf in den Fallen FU 1, FU 2 und S nicht zu, da die erkrankten Hunde anderen
Rassen angehorten.

Ein weiteres Merkmal der Protothekeninfektionen ist die Uberaus milde Entziindungsantwort
am Ort des Infektionsgeschehens (Rakich und Latimer 1984; Greene 2011).
Leukozytenfunktionstests kénnen dahingehend nicht angewendet werden, um zu
unterscheiden, ob die Aktivitat der neutrophilen Granulozyten durch die Protothekeninfektion
selbst oder durch ein herabgesetztes Immunsystem an sich supprimiert ist (Strunck et al.
2004).

In den 3 Krankheitsféllen wurde leider keine weiterfUhrende pathologische Sektion
durchgefuhrt, so dass Uuber die Erregerdissemination und eine mogliche weitere
Organbeteiligung wie z.B. die Nieren oder das ZNS keine weitere Aussage getroffen werden

kann.
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5.4 Detektierte canine Protothekosefalle in dieser Studie

Die drei an Protothekose erkrankten Hunde (Fall FU 1, Fall FU 2 und Fall S) wiesen eine
hamorrhagische Diarrhoe auf und wurden in Gruppe 2 (Hunde mit gastrointestinaler

Symptomatik) detektiert.

Im Fall FU 1 wurde die Diagnose mittels rektaler Abstriche in der zytologischen
Untersuchung gestellt und Protothekenzellen konnten nach Anfarbung mit Lactophenol-
Baumwollblau-Farbung identifiziert werden. Kulturell wurden die Prototheken aus Kot- und
Harnproben auf PIM-Agar erfolgreich kultiviert und mittels PCR, Western Blot und dem
entwickelten ELISA-Testsystem als P. zopfii Genotyp 2 identifiziert.

Im Fall FU 2 konnten ebenfalls Prototheken im Rektalabstrich identifiziert werden. Die
kulturelle Anzucht von Prototheken gelang auf PIM-Agar, zusatzlich ergaben die PCR-,
Western Blot- und ELISA-Analysen die definitive Diagnose canine Protothekose, ausgelost

durch P. zopfii Genotyp 2.

Im Fall S konnte die Verdachtsdiagnose canine Protothekose in unserem entwickelten
ELISA-Testsystem als Infektion mit P. zopfii Genotyp 2 bestatigt werden. Auch kulturell

lieRen sich aus der eingesandten Kotprobe Prototheken auf PIM-Agar kultivieren.

Damit konnte gezeigt werden, dass sich bei Hunden mit einer hamorrhagischen Diarrhoe
und gleichzeitig vorliegenden okularen Affekten die spezifische kulturelle Untersuchung von
Kot- und Harnproben sowie die serologische Untersuchung mittels des entwickelten ELISA

sehr gut zur Diagnostik einer manifesten caninen Protothekose im Endstadium eignen.

5.5 Pravalenz der caninen Protothekose

Die in dieser Studie nachgewiesene Pravalenz der caninen Protothekose bei enteritisch
erkrankten Hunden betragt 3,1 %. Es ist davon auszugehen, dass die canine Protothekose
bei Hunden mit hamorrhagischer Diarrhoe bisher unterschatzt wurde und haufiger

vorkommen kann als bisher angenommen.

Bei therapieresistenten Enteritiden sollte daher differentialdiagnostisch auch die canine
Protothekose in Betracht gezogen werden, insbesondere bei vorliegender hdmorrhagischer

Diarrhoe und gleichzeitig vorhandener okularer Beteiligung und/oder neurologischen
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Ausfallen. Unspezifische Kot-, Blut- und Harnuntersuchungen sind hier jedoch leider nicht
zielfGhrend, sondern mussen speziell auf die Isolierung und Identifikation von Prototheken

ausgerichtet sein.

5.6 Limitierung, Ausblick und Schlussfolgerung der Studie

Bei dem untersuchten Kollektiv der Kleintierklinik der FU Berlin handelt es sich
ausschliellich um das Patientengut einer Universitatsklinik, welches zum groRten Teil
Uberweisungspatienten beinhaltet, und somit als vorselektiert einzustufen ist. Die
vorliegende Pravalenzstudie der caninen Protothekose ist demnach nicht uneingeschrankt
reprasentativ. Weiterhin lagen zu den untersuchten Patienten zum Teil keine genauen
epidemiologischen Daten vor. Klinische Aspekte sollten daher in folgenden Studien

systematischer abgeklart werden.

Um weitere, reprasentative Aussagen Uber die Pravalenz der caninen Protothekose und zu
diesbezlglichen pradisponierenden Faktoren treffen zu kdénnen, sollten weiterfihrende
Multicenterstudien in Kleintierpraxen und Kleintierkliniken in Deutschland bzw. Zentraleuropa

durchgefiihrt werden.

Die Pathogenese der caninen Protothekose ist bislang weitestgehend ungeklart. Ein oraler
Infektionsweg wird aufgrund der haufigen Kolonaffektion vermutet (Stenner et al. 2007).
Auch die nasale Infektionsroute ist bei intrakraniellen Lasionen in der Diskussion (Marquez et
al. 2012, Font et al. 2014). Darlber hinaus wird eine traumatische Algeninokulation bei
Umfangsvermehrungen der Haut angenommen (Ginel et al. 1997, Greene et al. 2006).

Um die Pathogenese von Prototheken, hier speziell von P. zopfii Genotyp 2, noch weiter zu
erforschen, waren experimentelle Infektionsversuche hilfreich. Der Fokus sollte insbesondere
auf der Krankheitsentstehung in Abhangigkeit des jeweiligen Immunstatus der Tiere und auf

der Infektionsroute mit den resultierenden Organmanifestationen liegen.

Standardisierte Therapieprotokolle sind aufgrund der Seltenheit der Erkrankung nicht
existent. Um eine optimale Therapie von Prototheken etablieren zu kdénnen, waren
weiterfUhrende Studien hinsichtlich der Eignung und Dosierung verschiedenster
Therapiemalinahmen (z.B. der Anwendung von Azol-Antimykotika oder Polyen-Makroliden)
ein wichtiger Schritt zur Krankheitsbekdmpfung.

Um therapieresistente Enteritiden atiologisch noch zielgerichteter diagnostisch aufarbeiten

zu kénnen, ware eine Inklusion von P. zopfii Genotyp 2 in sogenannten ,Durchfallprofilen®,
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welche von kommerziellen Untersuchungslaboren angeboten werden, sinnvoll. Diese Profile
enthalten spezifische Parameter wie Viren (z.B. Coronaviren, Parvoviren, Rotaviren),
Bakterien (z.B. Clostridien, Salmonellen, Yersinien) und Protozoen (z.B. Giardien,
Kokzidien), sowohl zur kulturellen Diagnostik im Kot als auch zur Serodiagnostik im Blut.
Dies erscheint insbesondere auch aufgrund der in dieser Studie ermittelten Testsensitivitaten
und -spezifitdten mdglich. Hierzu ware allerdings eine Vereinfachung des ELISA-Systems

hilfreich und anzustreben.

Der in der vorliegenden Studie etablierte ELISA basierte auf der Positiv-Referenz-
Standardmethode nach Butler et al (1978), mit der bei einer unbekannten Kinetik und
Bindungsaffinitat spezifischer Antikbrper verschiedener Isotypen, wie im vorliegenden Fall
gegen Prototheken beim Hund, die aussagekraftigsten Ergebnisse zu erzielen sind. Diese
Methode ist jedoch aufgrund des notwendigen Anlegens von Verdiinnungsreihen sowohl fir
die Kontroll- als auch fir die Testseren sehr arbeitsintensiv und damit auch vergleichsweise
teuer (Faktor 3 bis 5) und setzt eine betrachtliche labortechnische Erfahrung voraus. Zur
Optimierung ware eine Implementierung der Einpunkt-Methode Uberlegenswert. Hier wird
lediglich eine einzelne testspezifische Serumverdinnung flr Kontroll- und Testseren
eingesetzt. Diese wird anhand bereits vorliegender Erkenntnisse zur Kinetik, Menge und
Bindungsaffinitat spezifischer Antikdrper gegen einen Erreger, wie z.B. in der vorliegenden
Studie fir die canine Protothekeninfektion, festgelegt. Wobei die dann zu erzielende
Testsensitivitat und —spezifitat die Hauptkriterien fur die Auswahl der spezifischen
Serumverdinnung sind. Ein solcher auf der Einpunkt-Methode basierender ELISA ware

einfach und kostengunstig in bereits bestehende ,Durchfallprofile“ zu integrieren.

Zusammenfassend ist als Ergebnis der vorliegenden Studie festzustellen, dass bei Hunden
mit  chronischer, therapieresistenter Diarrhoe und Netzhautablosung und/oder
zentralnervéosen Ausfallen eine Protothekeninfektion als eine Differentialdiagnose zu
bericksichtigen ist. Der entwickelte ELISA stellt ein praktikables, einfaches und sehr
aussagekraftiges Testsystem zum Nachweis einer Protothekeninfektion beim Hund dar. Der
schnelle Erregernachweis bietet die Moglichkeit einer gezielteren Medikation erkrankter Tiere
und kann moglicherweise bei friherem Einsatz wirksamer Medikamente nach der Diagnose
den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen bzw. die Erregerdissemination einschranken.
Zudem ist das entwickelte serologische Testverfahren auch prognostisch ein wichtiges

Hilfsinstrument.
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6. Zusammenfassung

Chlorophylllose, Hefe-dhnliche Mikroalgen der Gattung Prototheca (P.) sind die einzigen
bekannten Pflanzen, welche infektios fur Menschen und Tiere sein konnen. Bis heute sind 5
verschiedene Spezies beschrieben, wobei Prototheca zopfii Genotyp 2 ursachlich fir die
Protothekenmastitis von Milchkiihen und flir die sporadisch auftretende Protothekeninfektion
beim Hund ist. Das klinische Erscheinungsbild betroffener Hunde ist haufig assoziiert mit
einer hamorrhagischen, therapieresistenten Enterokolitis, welche spater in der
Generalisierung der Erreger mit okularen und zentralnervésen Stérungen vergesellschaftet

ist.

Da die Hundeprotothekose in den meisten Fallen durch P. zopfii Genotyp 2 ausgeldst wird,
war die Zielstellung der vorliegenden Arbeit die Entwicklung eines ELISA-Testsystems, zum
Nachweis von Prototheken-spezifischen Antikdrpern der Gattung P. zopfii Genotyp 2 in
Hundeseren und darauf aufbauend anschlieBend die Ermittlung der Pravalenz von

Protothekeninfektionen in einer gréfieren Hundepopulation.

Hierzu wurden 363 Hunde aus der Patientenklientel der Kleintierklinik der FU Berlin kulturell
und serologisch untersucht. Eingeteilt in 3 Gruppen beinhaltete Gruppe 1 (n=236) als
Kontrollgruppe gesunde Hunde, akut erkrankte und orthopadisch erkrankte Patienten sowie
Hunde mit nachgewiesenen benignen Neoplasien. Gruppe 2 (n=65) umfasste Hunde mit
gastrointestinaler Symptomatik und Gruppe 3 (n=62) involvierte eine Gruppe von Hunden mit
chronischen, malignen bzw. immun-mediierten Erkrankungen ohne gastrointestinale

Symptome.

Zunachst konnte ein indirektes ELISA-Testsystem entwickelt und etabliert werden, mit dem
der Nachweis von P. zopfii Genotyp 2-spezifischen Antikdrpern bei enteritischen, an
Protothekose erkrankten Hunden gelang. Dabei wies der entwickelte ELISA mit einer
Spezifitdt und Sensitivitat von jeweils 100 % eine sehr gute diagnostische Eignung auf. Im
Rahmen des in dieser Studie untersuchten Patientenkollektivs konnte die canine
Protothekose sowohl kulturell als auch serologisch bei zwei Hunden (Falle FU 1 und FU 2)
nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Pravalenz von 3,1 % der enteritisch erkrankten
Hunde der Gruppe 2. Bei Hunden der Kontrollgruppe 1 und bei chronisch, maligne bzw.
immun-mediiert erkrankten Hunden (Gruppe 3) konnten keine Prototheken in den Fazes

oder Prototheken-Antikdrper im Blutserum nachgewiesen werden. Infolge der in dieser
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Studie nachgewiesenen Pravalenz der caninen Protothekose von 3,1 % bei enteritisch
erkrankten Hunden, sollte die Protothekeninfektion beim Enteritisgeschehen des Hundes,
und hier insbesondere bei therapieresistenten, chronischen, hamorrhagischen Enteritiden,

differentialdiagnostisch berlcksichtigt werden.

Aufgrund der intermittierenden Erregerausscheidung in den Fazes und der damit
verbundenen Gefahr mdglicher falsch negativer Kulturbefunde kann der serologische
Nachweis von Prototheken-spezifischen Antikérpern, verglichen mit den bisherigen
diagnostischen Moglichkeiten, von grolem Nutzen sein. So ermoglicht der entwickelte
indirekte Prototheken-ELISA eine schnelle und sichere Identifikation von an Protothekose

erkrankten Hunden.
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7. Summary

The development of an indirect ELISA testsystem for serodiagnosis of canine
prototheca infection and the subsequent investigation of the prevalence of the canine

protothecosis

Achlorophyllous, yeast-like microalgae of the genus Prototheca (P.) are the only known
plants, able to cause infections in humans and animals. Until now five different species have
been described. One of them —Prototheca zopfii genotype 2— was identified to be responsible
for inflammation of the mammary gland in dairy cows as well as for the sporadically occurring
prototheca infection in dogs. In the case of affected dogs the clinical signs are often
associated with hemorrhagic, therapy-resistant enterocolitis, which later, in the generalized
manifestation of the pathogens, occur in combination with ocular and central nervous

disorders.

Due to these observations, the present study was focused on the following objectives: (1) to
develop an ELISA test system in order to detect prototheca-specific antibodies of the genus
Prototheca zopfii genotype 2 in dog serum and based on this (2) to investigate the
prevalence of Prototheca infection in a large dog population. For this purpose 363 dogs,
divided into three groups, were culturally and serologically tested. The first group (n=236)
included healthy dogs, acutely ill and orthopedic ill patients as well as dogs with proven
benign tumors. The second group (n=65) consisted of dogs with gastrointestinal symptoms
and the third group (n=62) involved dogs that had chronic, malign or immune-mediated

diseases without any gastrointestinal signs.

In addition an ELISA test system could be established that succeeded in demonstrating
species-specific P. zopfii genotype 2 antibodies in enteritic ill patients suffering from
protothecosis. With a specificity and sensitivity of 100 % the developed ELISA test indicated
a very good diagnostic suitability. Within the scope of this study, the canine protothecosis
was confirmed culturally and serologically in 2 cases (case FU 1 and FU 2) of the
investigated dog population. This corresponds to a prevalence of 3.1 % in the enteritic dogs
from group 2. In dogs from group 1 and 3 no Prototheca species were found in the feces or
in the blood serum. The proven prevalence of 3.1 % of the canine protothecosis in enteritic
dogs suggests that the Prototheca infection should be considered as one differential

diagnosis of dogs showing clinical signs of gastrointestinal disease. Due to intermittent
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pathogen shedding in the feces and thereby the possible danger of false negative results, the
established serological test can be very useful. Compared to previously described methods,
the indirect test system, depicted in this study, enables a fast and secure identification of
Prototheca antibodies in blood serum and therefore provides a promising tool for Prototheca

diagnostic in the clinical practice.
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11. Anhang

Tabellen

Tabelle 14: Kulturelle Nachweise von Prototheca spp. und die zugehdrigen spezifischen

Antikorperaktivitaten der einzelnen Gruppen

Gruppe 1:

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 001 Negativ 8,61

oB 003 Negativ 21,14
oB 006 Negativ 11,94
oB 007 Negativ 44,72
oB 008 Negativ 26,50
oB 010 Negativ 39,32
oB 012 Negativ 57,11

oB 013 Negativ 13,12
oB 014 Negativ 37,11

oB 015 Negativ 37,12
oB 016 Negativ 51,05
oB 017 Negativ 119,42
oB 019 Negativ 5,62

oB 020 Negativ 29,52
oB 021 Negativ 6,68

oB 022 Negativ 1,41

oB 023 Negativ 14,24
oB 026 Negativ 3,28

oB 027 Negativ 22,40
oB 028 Negativ 12,39
oB 029 Negativ 43,69
oB 030 Negativ 52,05
oB 032 Negativ 21,35
oB 033 Negativ 10,67
oB 035 Negativ 12,61

oB 036 Negativ 20,97
oB 038 Negativ 16,76
oB 044 Negativ 62,26
oB 045 Negativ 4948
oB 046 Negativ 11,11
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Tabelle 14: Fortsetzung von Seite 75

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
0B 048 Negativ 5,44

oB 049 Negativ 11,91

oB 050 Negativ 18,00
oB 052 Negativ 124,69
oB 053 Negativ 27,41

oB 054 Negativ 41,02
oB 056 Negativ 45,09
oB 059 Negativ 41,31

oB 060 Negativ 57,30
oB 062 Negativ 16,88
oB 064 Negativ 8,26

oB 068 Negativ 109,26
oB 069 Negativ 45,70
oB 070 Negativ 55,93
oB 072 Negativ 12,97
oB 074 Negativ 31,91

oB 075 Negativ 47,05
oB 077 Negativ 68,79
oB 078 Negativ 36,89
oB 079 Negativ 47,87
oB 080 Negativ 4478
oB 081 Negativ 50,61

oB 082 Negativ 44 .26
oB 083 Negativ 36,25
oB 084 Negativ 52,66
oB 085 Negativ 65,67
oB 087 Negativ 69,24
oB 088 Negativ 51,85
oB 091 Negativ 58,80
oB 092 Negativ 38,63
oB 093 Negativ 30,71

oB 094 Negativ 87,23
oB 095 Negativ 36,50
oB 096 Negativ 118,18
oB 097 Negativ 116,85
oB 098 Negativ 44,44
oB 099 Negativ 55,90
oB 100 Negativ 46,20
oB 101 Negativ 102,73
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Tabelle 14: Fortsetzung von Seite 76

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 102 Negativ 56,77
oB 105 Negativ 15,00
oB 106 Negativ 71,17
oB 107 Negativ 171,50
oB 108 Negativ 86,47
oB 109 Negativ 103,90
oB 110 Negativ 30,04
oB 114 Negativ 66,30
oB 115 Negativ 96,54
oB 116 Negativ 27,80
oB 118 Negativ 59,27
oB 119 Negativ 65,64
oB 120 Negativ 64,63
oB 121 Negativ 79,86
oB 122 Negativ 109,13
oB 123 Negativ 50,06
oB 124 Negativ 56,50
oB 125 Negativ 37,30
oB 127 Negativ 30,60
oB 128 Negativ 29,78
oB 129 Negativ 98,16
oB 130 Negativ 27,11

oB 131 Negativ 22,86
oB 132 Negativ 4470
oB 133 Negativ 50,74
oB 134 Negativ 13,18
oB 135 Negativ 14,12
oB 136 Negativ 12,24
oB 137 Negativ 21,34
oB 138 Negativ 9,55

oB 139 Negativ 6,75

oB 140 Negativ 6,65

oB 142 Negativ 19,46
oB 143 Negativ 16,55
oB 144 Negativ 108,26
oB 145 Negativ 15,64
oB 146 Negativ 8,23

oB 147 Negativ 17,21

oB 148 Negativ 10,46
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ELISA-Aktivitat
Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 150 Negativ 26,20
oB 151 Negativ 16,97
oB 152 Negativ 34,81
oB 153 Negativ 12,16
oB 154 Negativ 47,31
oB 155 Negativ 19,72
oB 156 Negativ 11,95
oB 157 Negativ 10,29
oB 158 Negativ 23,03
oB 159 Negativ 9,54
oB 160 Negativ 14,77
oB 161 Negativ 6,31
oB 162 Negativ 4,77
oB 163 Negativ 9,11
oB 164 Negativ 7,95
oB 165 Negativ 10,86
oB 166 Negativ 7,18
oB 167 Negativ 11,81
oB 168 Negativ 9,28
oB 169 Negativ 30,74
oB 170 Negativ 8,67
oB 171 Negativ 5,46
oB 172 Negativ 7,55
oB 173 Negativ 2,55
oB 174 Negativ 5,67
oB 175 Negativ 15,94
oB 176 Negativ 8,17
oB 177 Negativ 8,37
oB 178 Negativ 22,19
oB 180 Negativ 38,57
oB 181 Negativ 29,84
oB 182 Negativ 119,66
oB 184 Negativ 56,26
oB 185 Negativ 39,25
oB 186 Negativ 39,96
oB 187 Negativ 39,66
oB 189 Negativ 47,27
oB 190 Negativ 118,89
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Tabelle 14: Fortsetzung von Seite 78

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 192 Negativ 53,39
oB 193 Negativ 103,32
oB 194 Negativ 49,93
oB 195 Negativ 58,69
oB 196 Negativ 79,62
oB 197 Negativ 86,19
oB 198 Negativ 104,16
oB 200 Negativ 80,03
oB 201 Negativ 47,53
oB 202 Negativ 65,57
oB 203 Negativ 94,96
oB 204 Negativ 15,00
oB 205 Negativ 124,59
oB 206 Negativ 11,47
oB 207 Negativ 16,32
oB 208 Negativ 4,48
oB 209 Negativ 6,86
oB 210 Negativ 21,39
oB 211 Negativ 6,29
oB 213 Negativ 7,23
oB 214 Negativ 9,20
oB 215 Negativ 6,36
oB 216 Negativ 14,16
oB 217 Negativ 8,17
oB 218 Negativ 5,87
oB 219 Negativ 5,81
oB 221 Negativ 9,39
oB 222 Negativ 9,13
oB 223 Negativ 6,18
oB 224 Negativ 6,39
oB 225 Negativ 8,17
oB 226 Negativ 8,08
oB 227 Negativ 5,92
oB 228 Negativ 7,77
oB 229 Negativ 8,67
oB 230 Negativ 3,53
oB 231 Negativ 7,02
oB 232 Negativ 18,22
oB 233 Negativ 5,27




80

Anhang

Tabelle 14: Fortsetzung von Seite 79

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 234 Negativ 5,23
oB 235 Negativ 7,61
oB 236 Negativ 12,45
oB 237 Negativ 15,09
oB 238 Negativ 5,07
oB 239 Negativ 4.1
oB 240 Negativ 72,36
oB 241 Negativ 4,41
0B 242 Negativ 6,63
oB 243 Negativ 15,00
oB 244 Negativ 4,06
oB 245 Negativ 15,00
oB 246 Negativ 8,10
oB 247 Negativ 5,98
oB 248 Negativ 4,32
oB 249 Negativ 5,02
oB 250 Negativ 473
0B 251 Negativ 7,90
oB 252 Negativ 18,02
oB 253 Negativ 23,28
oB 254 Negativ 4218
oB 255 Negativ 20,17
oB 256 Negativ 20,58
oB 257 Negativ 11,33
oB 258 Negativ 21,04
oB 259 Negativ 16,89
oB 260 Negativ 42,90
oB 261 Negativ 23,60
oB 262 Negativ 65,95
oB 263 Negativ 7,81
oB 264 Negativ 9,79
oB 265 Negativ 8,38
oB 266 Negativ 70,92
oB 267 Negativ 74,60
oB 268 Negativ 23,71
oB 270 Negativ 23,00
oB 271 Negativ 3,89
oB 272 Negativ 2,79
oB 273 Negativ 7,41
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Tabelle 14

Gruppe 2:

Tabelle 14: Fortsetzung von Seite 80

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
oB 274 Negativ 50,80
oB 275 Negativ 7,07
3 Negativ 5,43
5 Negativ 4,01
7 Negativ 0,98
13 Negativ 4,60
14 Negativ 15,61
16 Negativ 19,15
17 Negativ 0,62
24 Negativ 0,97
25 Negativ 9,16
ELISA-Aktivitat
Probe Kultureller Befund [EU/mI]
E 1 Negativ 74,00
E2 Negativ 23,59
E3 Negativ 41,44
E 4 Negativ 5,80
ES5 Negativ 10,47
E6 Negativ 41,67
E7 Negativ 7,06
ES8 Negativ 21,87
E9 Negativ 67,61
E 10 Negativ 11,69
E 11 Negativ 6,11
E 12 Negativ 6,51
E 13 Negativ 7,57
E 14 Negativ 18,67
E 15 Negativ 34,08
E 16 Negativ 10,16
E 17 Negativ 17,77
E 18 Negativ 13,51
E 19 Negativ 13,07
E 20 Negativ 13,04
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Tabelle 14 (Gruppe 2): Fortsetzung von Seite 81

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
E 21 Negativ 18,20
E 23 Negativ 21,55
E 21 Negativ 18,20
E 23 Negativ 21,55
E 24 Negativ 18,70
E 25 Negativ 15,00
E 26 Negativ 27,95
E 27 Negativ 17,44
E 28 Negativ 15,25
E 29 Negativ 7,60
E 30 Negativ 36,33
E 31 Negativ 60,81

E 32 (FU1) Positiv 1052,99
E 33 Negativ 19,92
E 34 Negativ 56,46
E 35 Negativ 24,60
E 36 Negativ 22,38
E 37 Negativ 14,25
E 38 Negativ 102,73

E 39 Negativ 19,99
E 40 Negativ 15,76
E 41 Negativ 15,08

E 42 (FU 2) Positiv 384,59

E 43 Negativ 15,98
E 44 Negativ 22,44
E 45 Negativ 32,75
E 46 Negativ 10,37
E 47 Negativ 23,27
E 48 Negativ 13,01
E 50 Negativ 5,79
E 51 Negativ 14,08
E 52 Negativ 11,44
E 53 Negativ 4,70
E 55 Negativ 4,31
E 56 Negativ 14,38
E 57 Negativ 10,39
E 58 Negativ 9,55
E 59 Negativ 5,01
E 60 Negativ 5,15
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Tabelle 14

Gruppe 3:

Tabelle 14 (Gruppe 2): Fortsetzung von Seite 82

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
E 61 Negativ 6,10
E 66 Negativ 7,83
E 68 Negativ 4,15
E 69 Negativ 4,15
E 70 Negativ 5,40
E 71 Negativ 4,17
E72 Negativ 14,83
E73 Negativ 14,18

S Positiv 1056,45

ELISA-Aktivitat

Probe Kultureller Befund [EU/mI]
xoB 002 Negativ 93,18

xoB 004 Negativ 106,42
xoB 005 Negativ 45,04
xoB 009 Negativ 10,06
xoB 011 Negativ 25,17
xoB 018 Negativ 11,23

xoB 024 Negativ 123,27
xoB 025 Negativ 10,06
xoB 031 Negativ 52,70
xoB 034 Negativ 65,10
xoB 037 Negativ 38,84
xoB 039 Negativ 46,43

xoB 040 Negativ 101,54
xoB 041 Negativ 93,37
xoB 042 Negativ 44 67
xoB 043 Negativ 8,83
xoB 047 Negativ 76,49
xoB 051 Negativ 3,43
xoB 055 Negativ 57,41
xoB 057 Negativ 40,88
xoB 058 Negativ 17,62
xoB 061 Negativ 105,78
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Tabelle 14 (Gruppe 3) : Fortsetzung von Seite 83

ELISA-Aktivitat
Probe Kultureller Befund [EU/mI]
xoB 063 Negativ 34,78
xoB 065 Negativ 68,05
xoB 066 Negativ 88,59
xoB 067 Negativ 2,77
xoB 071 Negativ 3,16
xoB 073 Negativ 115,44
xoB 076 Negativ 34,99
xoB 086 Negativ 67,54
xoB 089 Negativ 48,02
xoB 090 Negativ 56,19
xoB 103 Negativ 1,15
xoB 111 Negativ 1,49
xoB 112 Negativ 7,05
xoB 113 Negativ 57,76
xoB 117 Negativ 62,49
xoB 126 Negativ 89,21
xoB 141 Negativ 8,37
xoB 149 Negativ 93,41
xoB 179 Negativ 29,62
xoB 183 Negativ 1,90
xoB 188 Negativ 2,16
xoB 199 Negativ 17,62
xoB 212 Negativ 7,42
xoB 220 Negativ 18,69
xoB 269 Negativ 25,74
1 Negativ 4.00
2 Negativ 6,38
4 Negativ 7,07
6 Negativ 7,24
8 Negativ 1,59
9 Negativ 15,43
10 Negativ 27,75
11 Negativ 21,13
12 Negativ 3,54
15 Negativ 13,17
19 Negativ 0,86
20 Negativ 2,89
21 Negativ 5,58
22 Negativ 66,50
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Tabelle 15:

Tabelle 14 (Gruppe 3) : Fortsetzung von Seite 84

ELISA-Aktivitat
Probe Kultureller Befund [EU/mI]
23 Negativ 0,45

Extinktionswerte zur Prifung der Intra-Assay-Variation des ELISA fur den Nachweis
von IgG im Serum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte vom Typ Maxisorp® sowie das
positive Prototheken-Referenzserum und das peroxidasekonjugierte Hyperimmunserum als
sekundarer Antikdrper : Ziege-anti-Hund IgG.

- Pool

FU1-1

FU1-1

FU1 -1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

FU1-1

0,228

1,644

1,844

1,813

1,74

1,763

1,716

1,789

1,788

1,79

1,7

1,741

1:2

0,184

1,253

1,247

1,258

1,176

1,218

1,223

1,182

1,185

1,158

1,245

1,338

1:4

0,147

0,964

0,943

0,948

0,934

0,908

0,888

0,858

0,881

0,864

0,933

1,035

1:16

0,139

0,688

0,661

0,658

0,686

0,704

0,637

0,679

0,653

0,663

0,711

0,811

+ Pool

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

oB 230

2,486

0,185

0,184

0,187

0,204

0,231

0,201

0,209

0,229

0,205

0,187

0,182

1:2

2,08

0,145

0,14

0,135

0,181

0,166

0,149

0,159

0,159

0,211

0,149

0,158

1:4

1,713

0,136

0,129

0,128

0,151

0,143

0,177

0,142

0,139

0,162

0,14

0,153

1:16

0,623

0,149

0,138

0,142

0,143

0,135

0,153

0,14

0,135

0,16

0,096

0,15

Tabelle 16

Extinktionswerte zur Priifung der Inter-Assay-Variation des ELISA fiir den Nachweis
von IgG im Serum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte vom Typ Maxisorp® sowie das
positive Prototheken-Referenzserum und das peroxidasekonjugierte Hyperimmunserum als
sekundarer Antikorper : Ziege-anti-Hund IgG.

Testansatz 1:

- Pool

FU1-1

FU1-2

FU1-3

FU1-4

FU1-5

FU1-6

FU1-7

FU1-8

FU1-9

FU1-10

FU1-11

0,394

2,195

2,275

2,175

2,189

2,199

2,174

2,195

2,386

2,376

2,122

2,291

1:2

0,268

1,667

1,748

1,676

1,808

1,846

1,701

1,897

1,964

1,944

1,625

1,857

1:4

0,224

1,328

1,308

1,337

1,33

1,356

1,264

1,529

1,514

1,536

1,343

1,452

1:16

0,211

0,946

0,942

0,885

0,929

0,956

0,943

1,058

1,033

1,094

0,907

1,077

N

+ Pool

oB 19

oB 28

oB 45

oB 84

oB 116

oB 125

oB 153

oB 161

oB 182

oB 207

oB 226

2,133

0,344

0,436

0,461

0,37

0,339

0,416

0,437

0,35

0,831

0,54

0,409

1:2

1,668

0,244

0,294

0,272

0,232

0,244

0,253

0,266

0,244

0,458

0,337

0,31

1:4

1,323

0,16

0,191

0,251

0,185

0,179

0,212

0,199

0,175

0,311

0,29

0,255

1:16

0,859

0,182

0,164

0,164

0,152

0,147

0,16

0,18

0,169

0,23

0,218

0,219
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Tabelle 16: Fortsetzung von Seite 85

Testansatz 2:

- Pool

FU1-1

FU1-2

FU1-3

FU1-4

FU1-5

FU1-6

FU1-7

FU1-8

FU1-9

FU1-10

FU1-11

0,652

2,832

2,888

2,865

2,884

2,904

2,848

2,901

3,127

3,137

2,854

2,949

1:2

0,359

2,328

2,256

2,238

2,328

2,284

2,345

2,329

2,667

2,642

2,315

2,515

1:4

0,35

1,838

1,7

1,81

1,735

1,885

1,763

1,728

2,074

2,051

1,824

1:16

0,258

1,301

1,372

1,369

1,418

1,364

1,373

1,315

1,578

1,542

1,323

1,524

+ Pool

oB 19

oB 28

oB 45

oB 84

oB 116

oB 125

oB 153

oB 161

oB 182

oB 207

oB 226

3,06

0,496

0,608

0,61

0,399

0,393

0,512

0,585

0,439

1,07

0,727

0,638

1:2

2,258

0,341

0,345

0,45

0,318

0,338

0,298

0,377

0,302

0,592

0,482

0,36

1:4

1,818

0,229

0,245

0,287

0,285

0,258

0,275

0,246

0,273

0,308

0,363

0,314

1:16

1,141

0,138

0,237

0,196

0,253

0,236

0,237

0,215

0,228

0,217

0,286

0,244

Testansatz 3:

- Pool

FU1-1

FU1-2

FU1-3

FU1-4

FU1-5

FU1-6

FU1-7

FU1-8

FU1-9

FU1-10

FU1-11

0,477

2,322

2,354

2,349

2,3

2,418

1,934

2,117

2,225

2,375

2,195

2,236

1:2

0,295

1,792

1,907

1,996

2,042

2,103

1,72

1,9

1,961

2,021

1,815

1,988

1:4

0,207

1,321

1,549

1,454

1,363

1,401

1,438

1,653

1,609

1,603

1,511

1,725

1:16

0,175

1,151

1,16

1,112

1,086

1,193

1,255

1,094

1,279

1,385

1,054

1,36

+ Pool

oB 19

oB 28

oB 45

oB 84

oB 116

oB 125

oB 153

oB 161

oB 182

oB 207

oB 226

2,298

0,432

0,502

0,534

0,398

0,398

0,586

0,587

0,488

1,032

0,702

0,633

1:2

1,781

0,267

0,29

0,304

0,271

0,278

0,381

0,407

0,328

0,477

0,545

0,406

1:4

1,423

0,262

0,256

0,257

0,243

0,294

0,319

0,3

0,261

0,357

0,36

0,332

1:16

1,07

0,204

0,244

0,29

0,259

0,28

0,274

0,302

0,261

0,312

0,325

0,299

Testansatz 4:

- Pool

FU1-1

FU1-2

FU1-3

FU1-4

FU1-5

FU1-6

FU1-7

FU1-8

FU1-9

FU1-10

FU1-11

0,636

2,772

2,763

2,83

2,974

2,844

2,924

2,825

2,978

2,939

2,838

2,871

1:2

0,53

2,336

2,336

2,403

2,512

2,443

2,444

2,283

2,623

2,609

2,523

2,447

1:4

0,35

1,763

1,758

1,815

1,927

1,887

1,825

1,902

2,08

2,062

1,825

1,778

1:16

0,328

1,336

1,434

1,406

1,549

1,477

1,27

1,458

1,626

1,631

1,452

1,338

+ Pool

oB 19

oB 28

oB 45

oB 84

oB 116

oB 125

oB 153

oB 161

oB 182

oB 207

oB 226

2,826

0,609

0,613

0,712

0,566

0,553

0,666

0,659

0,589

1,13

0,91

0,762

1:2

2,301

0,404

0,423

0,406

0,39

0,44

0,435

0,508

0,419

0,662

0,578

0,496

1:4

1,74

0,309

0,332

0,366

0,326

0,348

0,37

0,325

0,373

0,493

0,507

0,358

1:16

1,332

0,267

0,27

0,341

0,242

0,298

0,346

0,338

0,353

0,407

0,402

0,354
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Tabelle 16: Fortsetzung von Seite 86

Testansatz 5

- Pool

FU1-1

FU1-2

FU1-3

FU1-4

FU1-5

FU1-6

FU1-7

FU1-8

FU1-9

FU1-10

FU1-11

0,581

2,795

2,758

2,872

2,917

2,7

2,895

2,887

2,875

2,984

2,826

2,833

1:2

0,467

2,329

2,384

2,435

2,528

2,343

2,491

2,243

2,542

2,601

2,59

2,484

1:4

0,359

1,71

1,716

1,942

1,941

1,877

1,971

1,979

2,042

2,121

1,798

1,705

1:16

0,303

1,347

1,437

1,401

1,421

1,398

1,257

1,412

1,676

1,615

1,486

1,339

+ Pool

oB 19

oB 28

oB 45

oB 84

oB 116

oB 125

oB 153

oB 161

oB 182

oB 207

oB 226

2,808

0,583

0,484

0,583

0,577

0,491

0,432

0,535

0,406

1,107

0,567

0,49

1:2

2,396

0,382

0,407

0,446

0,395

0,415

0,396

0,49

0,363

0,6

0,476

0,45

1:4

1,564

0,336

0,345

0,344

0,308

0,306

0,348

0,34

0,323

0,399

0,415

0,397

1:16

1,255

0,289

0,246

0,312

0,285

0,293

0,31

0,324

0,291

0,282

0,398

0,358

Tabelle

17:

Konjugatverdinnung 1: 8000)

Liniendiagramm der

Schachbrett-Titration

(Serumverdinnung

1:3000,

Extinktion

Pos/Neg 3000/8000

1,6

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

——POS 3000/8000
—— NEG 3000/8000
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Chemikalien und Reagenzien

ELISA — Gebrauchslosungen

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), 0,15 M, pH 7,4

NaCl 85,09
NA,HPO, 14.8¢
KH,PO, 3,54 g
A. bidest ad 1 Liter

PBS-Tween, 0,05 %

0,5 ml Tween 20® ad 1 Liter PBS

Beschichtungspuffer (Carbonatpuffer)

A. bidest ad 1 Liter

Der pH-Wert wird mit Na,CO; auf 9,6 eingestellt.
Blockierungspuffer
Gelatine 5¢

PBS ad 1 Liter

Pufferlosungen und Reagenzien fiir Gel-Elektrophorese und Inmuno-Blot

Sammelgelpuffer (1.5 M Tris-HCL, pH 8,8)

Tris 649
Aqua bidest 60 ml

Der pH-Wert wird mit HCL auf pH 8.8 eingestellt und die Lésung auf 100 ml mit A.
bidest aufgefullt.
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Anhang

Trenngelpuffer (0,5 M Tris-HCL, pH 6.6)

Tris 54,45 g
Aqua dest. 150 ml

Der pH-Wert wird mit HCL auf 6,6 eingestellt und mit A. dest auf 300 ml aufgefulit.

Trenn- und Sammelgel (fiir 2 Minigele)

Trenngel (12%) Sammelgel (4%)

Totalvolumen in ml 40,00 20
Aqua bidest in mi 13,40 12,2
1,5 M Trichlorethylene

HCL pH 8,8 in mi 10,00
0,5 M Trichlorethylene

HCL pH 6,6 in mi 5,0
10 % SDS-Ldsung in pl 400,00 200,00
Acrylamidlésung in ml 16 2,6
10 % APS in ul 300 150,0
TEMED in pl 30 30

Ammoniumpersulfat-Lésoung (APS)
APS 10 %

Die Losung wird mit A.bidest vor dem Gebrauch frisch angesetzt.

SDS-Probenpuffer (8,0 ml)

Aqua dest 3,0 ml
0,5 M Tris-HCL, pH 6.8 1,0 ml
Glycerol 1,6 ml
10 % SDS 1,6 mi
R-Mercaptoethanol 0,4 ml

0,5 % Bromphenolblau 0,4 ml
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Elektroden-Puffer

Tris
Glycin
SDS

Ponceau-S-Farbelosung (1%)

Ponseau S
Essigsaure
A.dest

0,0025 M (pH 8,3)
0,192 M
1%

19
2,0 ml
198,0 ml

Prototheken-Isolations-Medium nach Pore (1973)

Kaliumhydrogenphthalat
Natriumhydroxid
Magnesiumsulfat
Kaliumhydrogenphosphat
Ammoniumchlorid
Glukose
Thiaminhydrochlorid
Fluorocytosin

Agar

A.dest

10g9

0,9¢
0,2g
0,3¢g
0,3¢g
10,09
0,001 g
0,25¢g
20,09

ad 1000ml
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12. Selbststandigkeitserklarung

Hiermit bestatige ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig angefertigt habe.

Ich versichere, dass ich ausschlieRlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch
genommen habe. Aufgefihrte Quellen und samtliche Textstellen, die wortlich oder
sinngemal aus verdffentlichten Schriften enthommen wurden, habe ich als solche kenntlich

gemacht.

Berlin, den 24.04.2014 Vanessa Palm




 
 
    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: nach der aktuellen Seite
     Anzahl der Seiten: 1
     Seitengröße: Wie aktuell
      

        
     Blanks
     Always
     1
     1
            
       D:20140416184225
       1190.5512
       a3
       Blank
       841.8898
          

     1
     Tall
     2610
     325
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     1
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AfterCur
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: nach der aktuellen Seite
     Anzahl der Seiten: 1
     Seitengröße: Wie aktuell
      

        
     Blanks
     Always
     1
     1
            
       D:20140416184225
       1190.5512
       a3
       Blank
       841.8898
          

     1
     Tall
     2610
     325
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     1
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AfterCur
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: nach der aktuellen Seite
     Anzahl der Seiten: 1
     Seitengröße: Wie aktuell
      

        
     Blanks
     Always
     1
     1
            
       D:20140416184225
       1190.5512
       a3
       Blank
       841.8898
          

     1
     Tall
     2610
     325
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     1
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AfterCur
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Bereich: Von Seite 13 zu Seite 103; nur ungerade Seiten hinzufügen
     Schrift: Helvetica 11.0 Punkt
     Ursprung: oben rechts
     Offset: quer 70.87 Punkte, hoch 50.31 Punkte
     Präfixtext: ''
     Suffixtext: ''
     Verwenden der Beschnittmarkenfarbe: Nein
      

        
     1
     0
     
     TR
     
     1
     1
     H
     1
     0
     2158
     407
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     11.0000
            
                
         Odd
         13
         SubDoc
         103
              

       CurrentAVDoc
          

     [Sys:ComputerName]
     70.8661
     50.3150
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     12
     103
     102
     46
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Bereich: Von Seite 13 zu Seite 103; nur ungerade Seiten hinzufügen
     Schrift: Helvetica 11.0 Punkt
     Ursprung: oben rechts
     Offset: quer 70.87 Punkte, hoch 44.65 Punkte
     Präfixtext: ''
     Suffixtext: ''
     Verwenden der Beschnittmarkenfarbe: Nein
      

        
     1
     0
     
     TR
     
     1
     1
     H
     1
     0
     2158
     407
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     11.0000
            
                
         Odd
         13
         SubDoc
         103
              

       CurrentAVDoc
          

     [Sys:ComputerName]
     70.8661
     44.6457
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     12
     103
     102
     46
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Bereich: alle Seiten
      

        
     1
     2717
     458
            
                
         AllDoc
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     12
     103
     102
     103
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Bereich: Von Seite 13 zu Seite 103; nur ungerade Seiten hinzufügen
     Schrift: Helvetica 11.0 Punkt
     Ursprung: oben rechts
     Offset: quer 70.87 Punkte, hoch 45.35 Punkte
     Präfixtext: ''
     Suffixtext: ''
     Verwenden der Beschnittmarkenfarbe: Nein
      

        
     1
     0
     
     TR
     
     1
     1
     H
     1
     0
     2158
     407
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     11.0000
            
                
         Odd
         13
         SubDoc
         103
              

       CurrentAVDoc
          

     [Sys:ComputerName]
     70.8661
     45.3543
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     12
     103
     102
     46
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Bereich: Von Seite 13 zu Seite 103; nur gerade Seiten hinzufügen
     Schrift: Helvetica 11.0 Punkt
     Ursprung: oben links
     Offset: quer 70.87 Punkte, hoch 45.35 Punkte
     Präfixtext: ''
     Suffixtext: ''
     Verwenden der Beschnittmarkenfarbe: Nein
      

        
     1
     0
     
     TL
     
     1
     1
     H
     1
     0
     2158
     407
    
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     11.0000
            
                
         Even
         13
         SubDoc
         103
              

       CurrentAVDoc
          

     [Sys:ComputerName]
     70.8661
     45.3543
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     12
     103
     101
     45
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



