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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Feline Infektiose Peritonitis (FIP) ist eine fatale systemische Erkrankung der Feliden, die
durch ein Coronavirus (CoV) hervorgerufen wird. Der klinische Verlauf ist nach Auftreten der
Symptome progresssiv, die Prognose infaust, der Ausgang fast immer letal (Horzinek und
Osterhaus, 1979a, b; Kriegleder und Geyer, 1984; Pedersen, 1987; Weiss, 1991; Lutz, 1992;
Suter et al., 1993). Die Infektion betrifft vorrangig Hauskatzen, die in groBeren Populationen
auf begrenztem Raum leben. Dementsprechend stellt die FIP hauptsédchlich in Tierheimen,
Zuchten und anderen Mehrfachhaltungen ein erhebliches Problem dar. Neben dem
Katzenschnupfenkomplex und der Felinen Leukdmievirus (FeLV)-Infektion ist die FIP eine
der wichtigsten Infektionskrankheiten der Katze (Cotter et al., 1973; Lutz et al., 1985, 1990).
Fiir den praktischen Tierarzt und den Katzenziichter ist die FIP ein schwer erfa3bares und
frustrierendes Problem (Olsen, 1993). Eine wirksame Therapie wurde bisher nicht gefunden
(Hoskins, 1991; Lutz, 1992). Eine entscheidende Rolle dabei spielt auch der unzureichende
Erkenntnisstand iiber die immunvermittelte Pathogenese (Lutz et al., 1986). Die Diagnostik ist
fiir den praktischen Tierarzt ein Problem, wenn die typischen Korperhohlenergiisse fehlen
(Kersten, 1985; Rohrer, 1992; Rohrer et al., 1993). Praxisreife Schnelltests fiir den
Routinebetrieb mit ausreichender diagnostischer Sicherheit gibt es nicht (Pedersen, 1976a;
Osterhaus et al., 1977; Lange et al., 1987; Sparkes et al., 1990; Lutz et al., 1996; Troy et al.,
1996). In den letzten Jahren hat die PCR zum Nachweis feliner Coronaviren zunehmend an
Bedeutung gewonnen (Fehr et al., 1996). Serologische Untersuchungsergebnisse kdnnen nur
als diagnostisches Hilfsmittel neben anderen Parametern dienen (Rohrer, 1992; Rohrer et al.,
1993). Jahrelang wurde versucht, eine sichere FIP-Vakzine herzustellen (Baldwin, 1986; Scott,
1987). In den USA wurde 1991 von “SmithKline Beecham®, der Bereich Tiergesundheit ist
heute zu “Pfizer gehorig, eine praxisreife Vakzine entwickelt. Der Einsatz dieser Vakzine
wird kontrovers diskutiert und ist umstritten (Wolf, 1997). In den vergangenen Jahren gab es
eine Vielzahl von Untersuchungen, in denen experimentelle FIP-Vakzinen getestet wurden
(Escobar et al., 1992; Fehr et al., 1995; Gerber, 1995; McArdle et al., 1995; Postorino Reeves
et al., 1992; Postorino Reeves, 1995; Baldwin und Scott, 1997; Fehr et al., 1997). Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Wirksamkeit der Vakzine Primucell°FIP im Tierversuch unter

den Bedingungen eines Tierheimes zu testen.
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2. Literaturiibersicht

2.1  Allgemeines und Historie

Bereits Anfang der vierziger Jahre beschrieb Bonaduce (1942) in Neapel eine Erkrankung,
die der pleuritischen Form der FIP @hnelt. Ein vergleichbares Krankheitsbild konstatierten
kurze Zeit spiater Holzworth (1963) sowie Feldmann und Jortner (1964). Robinson et al.
(1971) datierten das erste Auftreten der Erkrankung in ihrem Sektionsgut sogar auf 1953
zuriick. Als einheitliches Krankheitsbild und mit ihrer heutigen giiltigen Bezeichnung
Feline Infektiose Peritonitis (FIP) wurde die Erkrankung 1966 von Wolfe und Griesemer
beschrieben. Sie erbrachten auch durch die experimentelle Infektion gesunder Katzen mit
Organmaterial erkrankter Tiere den Nachweis der Infektiositdt. Urspriinglich sollte der
Name FIP nur solange gelten, bis genauere Kenntnisse iiber die Krankheitsprozesse
vorliegen. Obwohl heute verschiedene Manifestationsformen bekannt sind, hat sich der
Name behauptet. Die Virusdtiologie wurde von Zook et al. (1968) und Ward et al. (1968)
unabhéngig voneinander nachgewiesen. Hardy et al. (1971) fanden in experimentell
infizierten Katzen virusdhnliche Partikel bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen.
Bereits 1970 formulierte Ward die Hypothese, dall es sich um ein Coronavirus handeln
muB. Diese Vermutung wurde durch die Isolierung von Coronavirus-dhnlichen Partikeln
aus Aszites und Leberhomogenat infizierter Katzen bestétigt (Osterhaus et al., 1976). Den
Nachweis dafiir erbrachten Hoshino und Scott (1978) und O'Reilly et al. (1979) mit der
Virusisolierung. Aufgrund morphologischer und physikochemischer Eigenschaften wurde
das FIPV als Coronavirus klassifiziert (Osterhaus et al., 1976; Pedersen, 1976b; Horzinek
etal., 1977).

Im deutschsprachigen Raum (Schweiz) berichteten Stiinzi und Grevel (1973) erstmals von
der FIP. Generell konnen bei Katzen auf der ganzen Welt gegen feline Coronavirus
gerichtete Antikorper nachgewiesen werden (Horzinek und Osterhaus, 1979a). Im Laufe

der Zeit hat die Haufigkeit der FIP enorm zugenommen (Lutz et al., 1984).
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2.2 Erreger der Felinen Infektiosen Peritonitis (FIP)
2.2.1 Coronaviren (CoV)
2.2.1.1 Morphologie

Coronaviren (CoV) sind behiillte pleomorphe Einzelstrang RNA-Viren mit einem
Durchmesser von 60-220 Nanometer. Die Lipoproteinhiille entsteht durch Budding an
spezifischen intrazelluliren Membranen, den sogenannten "budding compartments"
(Petterson, 1991; Griffiths und Rottier, 1992; Holmes und Lai, 1996). Sie enthélt zwei
Glykoproteine: das die Hiille durchdringende Membranprotein M (ehemals El), das die
Verbindung zum Kapsid herstellt, und das Spikeprotein S (ehemals E2), das die Bildung
von Antikorpern und die zellvermittelte Immunitit beim Wirt induziert. Die Spikeproteine
sind keulenféormige 12-24 nm lange, kranzartig angeordnete Peplomere, die auch fiir die
Namensgebung (corona = Krone) verantwortlich sind. Das dritte virale
Hauptstrukturprotein ist das Nukleokapsidprotein N. Das N-Protein bildet zusammen mit
der 27-32 kDa groflen, polyadenylierten einstrangigen Plus-Strang-RNA das flexible,
helikale Nukleokapsid (Holmes und Lai, 1996). Ein Teil der CoV, jedoch nicht das feline
CoV (FCoV), weist ein viertes Strukturprotein auf, das Himagglutinations-Esterase-Protein
HE (Cavanagh et al., 1990; Holmes und Lai, 1996).

Der Viruseintritt in die Zelle erfolgt nach Bindung des Virions mittels des S-Proteins an
Rezeptorglykoproteine der zelluliren Plasmamembran und anschlieBender Fusion von
Virushiille und Plasmamembran. Der gesamte Vermehrungszyklus der CoV lduft im
Zytoplasma der infizierten Wirtszelle ab. Nach direkter Translation der viralen RNA-
abhingigen RNA-Polymerase an der genomischen RNA erfolgt die Synthese einer
Negativstrang-RNA an der genomischen Positivstrang-RNA. Der Negativstrang dient als
Template fiir die diskontinuierliche Transkription der verschiedenen viralen mRNA, deren
genauer Mechanismus bislang noch nicht geklart ist, und der Transkription der
genomischen RNA (Holmes und Lai, 1996). S-Proteine werden am endoplasmatischen
Retikulum (RER) gebildet und als glykosylierte Homotrimere in den Golgi-Komplex
transportiert. Nach ihrer Translation an Membran-gebundene Polysomen im RER
akkumulieren M-Proteine im Golgi-Komplex. Die N-Proteine werden dagegen an freien
Polysomen translatiert und im Zytosol phosphoryliert; sie binden anschliefend an die

genomische RNA. Der Zusammenbau des Virions erfolgt durch die Bindung der
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Nukleokapside an M-Protein enthaltende intrazellulire Membranen. Die S-Proteine werden
wihrend des Buddings, das im "budding compartment" zwischen RER und Golgi-Komplex
liegt (Klumperman et al., 1994), in das Virion eingebaut. Die Virionen akkumulieren in
groBen Vesikeln, die zur Freisetzung der Viren aus der Zelle mit der Plasmamembran

verschmelzen (Siddell et al., 1982; Liebermann, 1992; Holmes und Lai 1996).

2.2.1.2 Chemisch-physikalische Eigenschaften

Coronaviren haben eine Dichte von 1,18 g/ml in Rohrzucker. Thr pH-Optimum liegt bei 6-
7, die Saurelabilitit (pH 3) ist variabel. Sie sind hitzelabil, bei 56°C werden sie inaktiviert,
bei niedrigen Temperaturen in geeigneten Medien sind sie jedoch infektids. Bei
Raumtemperatur erfolgt der Verlust der Infektiositdt nach 24-48 Stunden (Grahn, 1991),
gegeniiber Austrocknung besteht allerdings eine Resistenz (Pedersen, 1976b; Lutz et al.,
1985). Formaldehyd und quarterndre Ammoniumverbindungen zerstoren die Viren, Phenol
dagegen nicht. Coronaviren sind &dtherempfindlich und kénnen mit den meisten
Detergentien und Desinfektionsmitteln sowie Chloroform zerstért werden (Barlough und
Weiss, 1983). UV-Strahlung wirkt inaktivierend (Siddell et al., 1983). Durch die Lipidhiille

erklirt sich die relativ kurze Uberlebenszeit in der AuBenwelt. Die Tenazitiit ist gering.

2.2.13 Antigenverwandtschaft und Klassifizierung

Die Gattung Coronavirus bildet zusammen mit der Gattung Torovirus die Familie
Coronaviridae, die wiederum mit der Familie Arteriviridae die Ordnung Nidovirales bildet
(Snijder et al., 1991; Holmes und Lai, 1996).

CoV kommen bei vielen Sdugetieren, Vogeln und beim Menschen vor. Sie erzeugen bei
diesen verschiedene Krankheitsbilder, rufen jedoch nur bei den Feliden ein komplexes
Krankheitsbild wie die FIP hervor (Holmes und Lai, 1996). CoV gelten als wirtsspezifisch
und zeigen einen Tropismus zu Epithelzellen des Intestinal- und Respirationstraktes sowie
zum ZNS. Die Tabelle 1, modifiziert nach Holmes und Lai (1996), gibt einen kurzen
Uberblick iiber die aktuelle Klassifizierung der CoV und die von ihnen verursachten
Krankheiten. Zwischen den Antigengruppen besteht keine Kreuzreaktivitdt. Innerhalb einer
Antigengruppe gibt es verschiedene Serotypen. Experimentell ist eine Infektion anderer
Spezies als der originalen Wirtsspezies durch bestimmte Serotypen mdglich (Witte et al.,

1977; Yaling et al., 1988).
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Neutralisierende Antikdrper werden gegen das Spikeprotein (S) gebildet. Aufgrund der
Unterschiede im S-Gen ist eine Differenzierung verschiedener CoV mittels spezifischer

cDNA-Sonden moglich (Bae et al., 1991).

Tabelle 1: Coronavirus-Spezies (adaptiert von Holmes und Lai, 1996)

Antigen-Gruppe | Virusspezies | Wirtsspezies | Krankheit/Infektionstyp

I HCV-229E |Mensch respiratorische Infektion
TGEV Schwein porzine transmissible Gastroenteritis
CCV Hund gastrointestinale Infektion
FECV Katze enterale Infektion
FIPV Katze FIP
RbCV Kaninchen |keine Angaben
II HCV-0OC43 |Mensch respiratorische Infektion
MHV Maus Hepatitis, Enzephalomyelitis;
repiratorische und enterale Infektion
SDAV Ratte Sialodakryadenitisvirus
HEV Schwein Vomitus, Kiimmern,
BCV Rind Enzephalomyelitis
RECV Kaninchen |enterale Infektion
TCV Pute enterale Infektion

enterale Infektion

I IBV Huhn infektiose Tracheobronchitis

2.2.14 Feline Coronaviren (FCoV)

Feline Coronaviren (FCoV) lassen sich entsprechend ihrer Virulenz in verschiedene
Biotypen oder Pathotypen einteilen: feline enterale CoV (FECV) und feline infektiose
Peritonitis-Viren (FIPV) (Tupper et al., 1987). Letzteres ist eine pathogene
Deletionsmutante des niedrig virulenten FECV: FIPV weisen Deletionen in den open
reading frames des 3c- und des 7b-Gens, die beide fiir Nichtstrukturpoteine unbekannter
Funktion kodieren, auf (Herrewegh et al., 1995¢; Hickman et al., 1995; Poland et al., 1996;
Vennema et al., 1998). Eine serologische oder morphologische Unterscheidung der beiden
Biotypen ist nicht mdglich (Vennema, 1999). Im Unterschied zur hohen Prédvalenz der

FECV-Infektion in der Katzenpopoulation ist die Pravalenz der klinischen FIP nur gering
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(Pedersen et al., 1981b, Pedersen 1995); es ist davon auszugehen, dass das FIPV in der
Regel nicht von einem Tier auf das andere {ibertragen wird, sondern als Mutante des FECV
in der Katze auftritt, die an FIP erkrankt (Evermann et al., 1991; Herrewegh et al., 1995c;
Poland et al., 1996; Vennema et al., 1998). Dafiir spricht, dass in FECV-infizierten,
geschlossenen Katzen-Populationen sporadisch FIP-Fille auftreten (Hickman et al., 1995;
Foley et al., 1997a). Desweiteren findet sich in Bestinden mit Tieren, die massiv FCoV
ausscheiden, eine erhohte FIP-Inzidenz (Foley et al., 1997a). Die FIP-Inzidenz-Rate ist
dementsprechend relativ zur Mutationsrate des Biotyps FECV in den Biotyp FIPV: Die
aktuelle Mutationsrate wird von folgenden Faktoren beeinflufit: 1) der FECV-
Replikationsrate (Poland et al., 1996), 2) der angeborenen oder erworbenen Resistenz einer
Rasse, Katzenlinie oder individuellen Katze gegeniiber dem mutierten Virus (Foley et al.,
1997a, b; Poland et al., 1996), 3) dem FECV-Stamm und der Leichtigkeit, mit dem er
mutiert (Vennema et al., 1998). FECV-Triager wiirden dementsprechend als Reservoir flir
das jeweilige Neuentstehen von FIPV dienen (Pedersen, 1995; Vennema et al., 1998).

Eine andere Einteilung der FCoV erfolgt unabhingig von der Virulenz auf der Basis der
Kreuzreaktivitit mit dem caninen CoV (CCV) in Virusneutralisationstests und aufgrund der
Kultivierbarkeit in vitro: man unterscheidet Serotyp I und Serotyp II (Pedersen et al.,
1984a, b; Vennema, 1999)(Tab. 2). Der Serotyp I zeigt keine Neutralisation mit CCV-
Antiseren und schlechtes Wachstum in der Zellkultur, dominiert aber bei Feldinfektionen
(Pedersen et al., 1984a, b; Hohdatsu et al., 1992; Vennema et al., 1999). Der Serotyp II
dagegen ist relativ leicht zu kultivieren und zeigt Neutralisation durch CCV-Antiseren. Er
ist vermutlich das Produkt einer doppelten Rekombination von FCoV Serotyp I und CCV:
das S-Protein entspricht dem CCV, wogegen das 7b-Gen bei FCoV Serotyp I und II
identisch sind (Motokawa et al., 1996; Herrewegh et al., 1998; Vennema, 1999).
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Tabelle 2: FIPV-Stamme (modifiziert nach Kai et al., 1987)

FIPV-Stamm Zitat Serotyp Infektiositit
UCD 1 O'Reilly et al., 1979 I mittel bis gering
UCD 2 Pedersen und Floyd, 1985 I hoch

UCD 3 Pedersen und Floyd, 1985 I hoch

UCD 4 Pedersen und Floyd, 1985 I hoch

UCD 8 Vennema et al., 1995 I keine Angaben
NOR 15 (DF 2) Evermann et al., 1981 II hoch
Wellcome Horzinek et al., 1995 k. A. keine Angaben
Dahlberg Horzinek et al., 1995 k. A. keine Angaben
79-1146 McKeirnan et al., 1981 1I hoch

TN 406 (Black) Black, 1980 I mittel bis tief
HR Kai et al., 1987 k. A. keine Angaben
CVR 1036 McArdle et al., 1992,1995 k. A. hoch

k. A. = keine Angaben

2.2.14.1

In der Hauskatzenpopulation ist die FCoV-Infektion sehr hdufig. Einzeln gehaltene Katzen
weisen zu 10-50% FCoV-Antikorper auf, in groBeren Haltungen (Tierheime und Zuchten)
liegen die Zahlen bei 80-90% (Pedersen, 1976a; Loeffler et al., 1978; Pedersen et al.,
1981b; Pedersen, 1983b; Sparkes et al., 1992). Kai et al. (1995) vermuten, dass die FECV
fiir die hdufige Serokonversion verantwortlich sind, da lokale FECV-Infektion niedrige und
systemische FECV-Infektion hohe Antikdrpertiter verursachen.

Anders als experimentelle Infektionen mit FECV-Stammen (Pedersen et al., 1981a, b), die
erst ab einer Infektionsdosis von > 10° plaque forming units (PFU) zur klinischen
Manifestation (Fieber, Leukopenie, Diarrhoe) fiithren (Kai et al., 1995), verlaufen natiirliche
enterale FECV-Infektionen meist klinisch inapparent. Es gibt nur einzelne Berichte iiber

letale Coronavirus-Enteritiden (McKeirnan et al., 1981; Dea et al., 1982; Hayashi et al.,

Privalenz von FCoV-Infektionen

1982; Kipar et al., 1998).
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2.2.14.2 Epizootiologie der FCoV-Infektion

Infizierte Tiere scheiden Virus mit den Fdzes aus; der Nachweis erfolgte mittels
Elektronenmikroskopie oder PCR (Herrewegh et al., 1995a,b; Addie et al., 1996; Poland et
al., 1996; Foley et al., 1997b; Kennedy et al., 1998; Kipar et al., 1999b). In den Fézes
gesunder Katzen konnen sich auch ,.coronavirus-like particles (Toroviren) befinden
(Hoshino und Scott, 1980). Nach experimenteller Infektion wurde mittels Virusisolierung
auch eine oropharyngeale Ausscheidung nachgewiesen, die ab dem 2. Tag post infectionem
(p.1.) unabhingig vom Infektionsweg (intravends, intraperitoneal, oral) bis zum 9. oder 10.
Tag p.i. vorlag (Stoddart et al., 1988b). Desweiteren fiihrte die orale Verabreichung von
Urin an FIP erkrankter Katzen bei einer von 3 Katzen zu FIP (Hardy und Hurvitz, 1971),
was auf die Ausscheidung mit dem Urin hindeutet. Hok (1993a, b) gelangen auch der
FCoV-Antigen-Nachweis und die Virusisolierung aus der Membrana nictitans, so dass eine
Virussausscheidung mit Augensekreten moglich zu sein scheint.

Bei natiirlich infizierten Tieren wurden detailliertere  Untersuchungen zur
Virusausscheidung mit den Fidzes gemacht: infizierte Katzen scheiden das Virus iiber
langere Zeitrdume (Untersuchungszeitraume bis zu 13 Monaten) intermittierend aus (Foley
et al.,, 1997b, Harpold et al., 1999). Anders als bei experimentell infizierten Tieren ist bei
natiirlichen FIP-Féllen eine Virusausscheidung bis zum Tod moglich (Pedersen et al.,
1984b; Stoddart et al.,, 1988a,b; Addie et al., 1996). Serum-Antikorpertiter und
Virusausscheidung waren nicht signifikant korreliert (Harpold et al., 1999). Stref3, Geburt
und Laktation scheinen die Virusausscheidung nicht zu induzieren (Foley et al., 1997b).
Angaben zum Beginn der Virusausscheidung (Nachweis mittels RT-PCR) bei Welpen
differieren: Wéhrend in einer Untersuchung eine Ausscheidung nicht vor einem Alter von
10 Wochen beobachtet wurde (Foley et al., 1997b), wurde in einer anderen Untersuchung
die Virusausscheidung ab einem Alter von ca. 7 Wochen, d.h. vor oder zum Zeitpunkt der
Serokonversion, nachgewiesen (Harpold et al., 1999). Es ist davon auszugehen, dass in
Mehrkatzenhaltungen ein groBer Anteil an Tieren zu jeder Zeit Virus ausscheidet, das
Einzeltier jedoch Zyklen von Infektion und Ausscheidung, Erholung und Reinfektion
durchmacht (Foley et al., 1997b). Das Virus-Reservoir scheinen zumindest u.a.

Epithelzellen des Kolons zu sein (Herrewegh et al., 1997).
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2.3 Epizootiologie der FIP

Die FIP ist eine Erkrankung der Feliden, {iberwiegend aber ein Problem der domestizierten
Katzen. Empfanglich sind vorrangig junge (6-17 Monate) oder sehr alte (>10 Jahre) Tiere
(Kaas und Dent, 1995), prinzipiell konnen Katzen jedoch in jedem Alter erkranken (Lutz et
al., 1986; Nicolaysen et al., 1990; Wolf, 1997). Epizootiologische Studien werden
wesentlich erschwert durch die Unspezifitidt der zur Verfiigung stehenden serologischen
Tests (Weiss, 1991). Nach der Katzenseuche und der FeLV-Infektion ist die FIP aber eine
der haufigsten letalen Infektionskrankheiten der Katzen (Suter et al., 1993). Beziiglich der
Assoziation zwischen FIP und anderen Infektionskrankheiten finden sich unterschiedliche
Angaben. In einer umfangreichen Studie waren 22% der FeLV-positiven Katzen und 7%
der FIV-Katzen zusitzlich an FIP erkrankt, 19% der FIP-Katzen waren FeLV-positiv
(Reinacher, 1993a, b). Roiko et al. (1985) fanden bei FIP-Katzen eine 50%ige FeL V-
Infektionsrate, bei zwei weiteren Untersuchungen liegt der Anteil der FeLV-Infektion von
FIP-Katzen bei 45% bzw. 62% (Hardy und Hurvitz, 1971; Essex et al., 1975). Unter
Feldbedingungen scheinen FeLV- und FIPV-Infektionen nicht gehduft gemeinsam
vorzukommen, sie begiinstigen aber einander (Lutz, 1992). Addie et al. (2000) gehen davon
aus, dal} eine gleichzeitige Infektion mit Retroviren nicht die Wahrscheinlichkeit erhoht,
eine FIP zu entwickeln. Die Morbiditét der FIP ist als niedrig einzustufen, die Mortalitét als
sehr hoch (Pedersen et al., 1981a; Ford, 1982). Die Haufigkeit der FIP ist territorial
verschieden, sie kommt jedoch weltweit vor (Barlough et al., 1982). Im Pathologischen
Institut der Universitidt Glasgow (GB) wurde die FIP bei nur ca. 4% der sezierten Katzen
diagnostiziert (Addie und Jarrett, 1994), in Ziirich lag die Quote dagegen bei 16% und in
Leipzig bei 14% (Reinacher, 1994). In Miinchen betrug der FIP-Anteil bei Sektionskatzen
in den Jahren 1969-1982 nur 6% (Landes et al., 1984), in der Katzenzucht des Zentralen
Tierlaboratoriums der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) in der Zeit von 1982-
1984 nur 1-4% (Maess, 1985). Bei reinrassigen Katzen tritt die FIP hiufiger auf als bei
anderen Katzen (Hoskins, 1991). Die Literaturangaben {iber mogliche Rassedispositionen
sind uneinheitlich. Wiahrend Horzinek und Osterhaus (1979b) sowie Timoney (1976) eine
Rassedisposition verneinen, sehen Schalm (1971) sowie Wolfe und Griesemer (1971) eine
Disposition bei Siamkatzen. Eine Geschlechtsdisposition konnte bisher nicht eindeutig
nachgewiesen werden, auch wenn in einigen Untersuchungen ménnliche Tiere hédufiger
erkrankten (Neu und Pfeifer, 1985). Dies kann jedoch durchaus darauf zuriickzufiihren sein,

daBl Kater hédufig mehr Kontakt zu anderen Katzen haben, wodurch sich das
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Infektionsrisiko erhoht (Lutz et al., 1985). Bei einer Studie an exotischen Feliden stellten
Everman et al. (1988) bei Geparden eine generell hohe Empfinglichkeit fiir FIP fest. Lowe,
Tiger, Puma und Amerikanischer Luchs scheinen resistenter gegen das FIPV zu sein.
Beschrieben sind FIP-Erkrankungen bei einer Vielzahl von Wildfeliden, z.B. beim Lowen
(Robinson et al., 1971; Colly, 1973; Wisser, 1984), Berglowen (Theobald, 1978; Scott,
1993), Jaguar (Robinson et al., 1971; Fransen, 1972; Colly, 1973), Leoparden (Robinson et
al., 1971; Colly, 1973; Tuch et al., 1974), Schneeleoparden (Wallach und Boever, 1983),
Geparden (Horzinek und Osterhaus, 1979a; Pfeiffer et al., 1983), Nordluchs (Poelma et al.,
1974), Luchs (Barlough und Stoddart, 1990), Karakal (Poelma et al., 1974), Sandkatze
(Barlough und Stoddart, 1990) und Pallaskatze (Pedersen, 1987).

24 Pathogenese der FIP

Die Infektion mit dem FCoV erfolgt oronasal, primér iiber die fikal-orale Route. Nach
oraler Infektion sind Viruspartikel in Enterozyten nachweisbar, jedoch nicht in der Lunge
(Stoddart et al., 1988b; Weiss und Scott, 1981a, b). Virulente, d.h. mutierte FCoV erlangen
die Fahigkeit zur massiven Replikation in Makrophagen (Stoddart und Scott, 1989), so dass
sich eine zellassoziierte Virdmie entwickelt. Deren Folge ist die Infektion von
Makrophagen im regionéren, d.h. Mesenterial-Lymphknoten (Stoddart et al., 1984, 1988a,
b), der liber eine Infektion von Monozyten und deren Ausbreitung iiber das Blut eine
systemische Infektion folgt (Pedersen, 1995). Die schnelle Replikation des Virus in den
Makrophagen bewirkt die Zellyse, Freisetzung von Viruspartikeln und Phagozytose durch
weitere Makrophagen. Virus-infizierte Monozyten scheinen aus Venolen in den
verschiedenen Geweben und subserds auszuwandern und iiber die Freisetzung von Virus
weitere Makrophagen zu rekrutieren (Pedersen, 1995). Desweiteren entstehen bei der FIP
im Blut zirkulierende Immunkomplexe (Jacobse-Geels et al., 1980, 1982; Weiss und Scott,
1981a, b; Hayashi, 1983; August, 1984; Barlough, 1984), deren Ablagerung als mogliche
Ursache fiir die Entstehung der proteinreichen Korperhdhlenergiisse angesehen wird. In
GefilBwinden abgelagert Immunkomplexe fiihren iiber die Freisetzung vasoaktiver Amine
zur Endothelzellretraktion und somit zum Austritt von Plasmaproteinen (Addie und Jarrett,
1998). Makrophagen in den Lésionen synthetisieren Interleukin 1 (IL-1) (Hasegawa und
Hasegawa, 1991). Es wird vermutet, dass IL-1 {iiber eine mogliche Endothelzell-
Aktivierung, seine chemotaktische Wirkung und die Induktion der Freisetzung anderer

Zytokine eine Rolle bei der Entstehung der entziindlichen Prozesse hat (Hasegawa und
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Hasegawa, 1991). Desweiteren wurden bei Katzen mit FIP Apoptosen von T- und B-Zellen
ohne deren FCoV-Infektion beobachtet, was auf eine indirekte Wirkung des Virus iiber eine
Freisetzung von l6slichen Faktoren aus den infizierten Makrophagen hindeutet (Haagmans
et al., 1996).

Experimentelle Infektionen ergaben bei seropositiven Katzen einen fulminanteren
Krankheitsverlauf als bei seronegativen, was als Antikorper-abhdngige Verstirkung
(antibody-dependent enhancement; ADE) bezeichnet wird und in einer erleichterten
Phagozytose von Antikorper-beladenen Viruspartikeln durch die Makrophagen begriindet
zu sein scheint (Hohdatsu et al., 1991; Olsen et al., 1992; Corapi et al., 1992, 1995; Scott et
al., 1995). Bekannt ist die ADE auch beim Humanen Immundefizienzvirus (HIV), dem
Dengue Virus und anderen Viren (Porterfield, 1986). Allerdings gibt es keine Berichte iiber
das Vorkommen einer ADE bei natiirlichen FIP-Fillen. Stattdessen scheinen seropositive
Katzen unter natiirlichen Bedingungen zumindest zum Teil resistent gegen FIP zu sein

(Addie et al., 1995b).

2.5 Klinik / Krankheitsformen der FIP

Nur bei 1-5% der Katzen kommt es nach einer FCoV-Infektion zur klinischen
Manifestation einer FIP (Lutz et al., 1985). Die Symptomatik der FIP allerdings ist
vielfdltig. An FIP erkrankte Katzen sind immunsupprimiert (Haagmans et al., 1996). Die
klinischen Symptome entwickeln sich parallel zu den pathologischen Verdnderungen
(Osterhaus, 1979). Der Krankheitsverlauf ist progressiv und meist fatal. Anfanglich
herrschen unspezifische Allgemeinsymptome vor (Hirschberger et al., 1995), wie
verminderter Appetit, Abgeschlagenheit (Rohrer et al., 1993) wund verringertes
Korperpflegeverhalten. Das fluktuierende Fieber ist therapieresistent, im Anfangsstadium
wird es meist nicht erfaflit. Hinzu kommen hiufig Vomitus und Diarrhoe oder Kotverhalten,
Dehydratation und Anorexie. Rhinitis, Ikterus, Andmie und Urédmie sind mdglich (Rohrer et
al., 1993; Hirschberger et al., 1995). Das fortgeschrittene Krankheitsbild richtet sich nach
der Verlausform.

Man unterscheidet die effusive oder feuchte (nasse) Form und die nichteffusive oder
trockene (granulomatdse) Form. Hok (1993a, b) vermutet, da} fiir die unterschiedlichen
Verlaufsformen unterschiedliche Virustimme mehr als andere Faktoren eine Rolle spielen
konnten. Die feuchte Form tritt 4x hiufiger als die trockene auf (Grahn, 1991; Rohrer et al.,
1993). Die beiden Formen konnen kombiniert auftreten (Lutz et al., 1985).
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Bei der klassischen feuchten Form steht eine exsudative Peritonitis und/oder Pleuritis im
Vordergrund. Neu und Pfeifer (1985) fanden die feuchte Form bei 94% ihrer untersuchten
Fille, 70% hatten einen deutlichen BauchhdhlenerguB3. Die Ergiisse konnen wenige
Milliliter, {iber 700 ml (Toolan, 1993) oder sogar bis ca. zwei Liter betragen (Gerbig und
Kraft, 1979). Die Umfangsvermehrung des Abdomens ist nicht oder bei Palpation nur
geringgradig schmerzhaft. Bei hochgradigem Aszites ist Fluktuation vorhanden.
Resultierend treten Atembeschwerden (Dyspnoe), in Extremfdllen auch Maulatmung und
Zyanose auf. Die Atemnot wird vom Besitzer hidufig anamnestisch als Hauptsymptom
angegeben. Thoraxergiisse (10-20 ml) verstdarken diese Symptomatik, treten aber nur in 30
bis 50% (Barlough und Stoddart, 1990) der exsudativen FIP-Fille auf. Eine Kombination
von Bauchhdhlen- und Brusthéhlenergul konnten Neu und Pfeifer (1985) sogar nur bei
etwa 5% der Fille finden. Selten ist die FIP mit einer Perikarditis vergesellschaftet, die bei
ausgepragter Form zur Herz-Kreislauf-Insuffizienz, bedingt durch perikardiale Effusion
(Madron, 1986; Vacirca et al. 1989), fiihren kann. Bei 10% der effusiven Form treten ZNS-
, bei 4% klinisch wahrnehmbare Augenverdanderungen auf (Pedersen, 1983a). Weber
(2000) fand bei 40% der Sektionskatzen mit effusiver FIP eine Beteiligung der Augen.

Die FIP in ihrer exsudativen Verlaufsform ist eine ausgesprochene Jungtierkrankheit
(Hirschberger et al., 1995). Die trockene Form tritt mehr bei élteren Katzen und nach
langerer Latenzzeit auf (Hayashi et al., 1980).

Die trockene Form ist klinisch oft nur unter Vorbehalt zu diagnostizieren. Aufillig sind die
Abmagerung bei z. T. gutem Appetit und die z.T. vorhandenen Augenldsionen. Bei 40%
der Fille treten ZNS-, bei 35% Augenverdnderungen auf (Pedersen, 1983a). Weber (2000)
fand bei 60% der Sektionskatzen mit trockener FIP Augenldsionen. Oft sind nur die
Augenbefunde klinisch erfabar. Charakteristisch sind pyogranulomatdse Entziindungen
zahlreicher innerer Organe. Mitunter gelingt es dem erfahrenen Praktiker,
pyogranulomatdse Herde als Vorwolbungen an Nieren oder Mesenteriallymphknoten zu
palpieren, die einen Hinweis geben konnen (Lutz et al., 1985). Dabei handelt es sich um
grauweille Areale, die auch bei der effusiven, vorrangig aber bei der trockenen Form in
verschiedenen Organen (z. B. Milz, Leber, Nieren, Netz, Peritoneum) zu beobachten sind.
Histologisch handelt es sich um dichte Ansammlungen von Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazellen, welche meistens eine zentrale Nekrose mit
Fibrineinlagerung umschlieBen. Eine VergroBerung der Mesenteriallymphknoten kann die
vorrangige oder alleinige Verdnderungen einer FIP sein. Dabei handelt es sich um

granulomatds-nekrotisierende Lymphadenitiden (Kipar et al., 1999a). Auskultatorisch oder
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rontgenologisch erfaBBbar sind lediglich Entziindungen im Bereich der Pleura, der Lunge
oder des Herzens. In Fillen, bei denen Nierenversagen auftritt, ist dieses meistens auf eine
interstitielle Nephritis zuriickzufithren (Reinacher, 1994), nicht, wie man bei einer
Immunkomplexkrankheit annehmen konnte, auf eine Glomerulonephritis.

Schwer zu diagnostizieren ist die ZNS-Form der FIP mit pyogranulomatdsen
Hirnverdanderungen, da an den viszeralen Organen keine typischen Befunde erhoben
werden konnen. Meningoenzephalitis und Panophthalmitis sind hédufig miteinander
vergesellschaftet (Slauson und Finn, 1972). Durch eine Vaskulitis im Gehirn (Entziindung
disseminierter kleiner GefdBle, oft mit Bildung von Abscheidungsthromben) konnen
Hamorrhagien und akute schwere neurologische Erscheinungen auftreten (Reinacher,
1994). Primédr fiihrt die FIP nicht zu einer Enzephalitis, sondern zu einer Meningitis
(Reinacher, 1994). Die neurologische Symptomatik ist vielfdltig und kann durch
Inkoordination, Paresen, Nystagmus, Konvulsionen, Tremor, Nervenldhmungen
[schwankender Gang, Lihmungen der Vorder- und/oder Hinterextremititen, Lihmungen
des N. trigeminus und des N. facialis], Hyperasthesie, generalisierte Ataxien, Schiethalten
des Kopfes, Verhaltensstorungen und Harninkontinenz gekennzeichnet sein (Kornegay,
1978).

Uber ein Drittel der Katzen mit neurologischer Symptomatik zeigen keine anderen
Anzeichen der FIP (Shell, 1997). Fankhauser und Fatzer (1977) berichten iiber vier Katzen
im Alter von 5 Monaten bis 2 Jahren mit granulomatdser Meningitis und
Chorioependymitis im Zusammenhang mit der FIP. Krum et al. (1975) erwdhnen bei der
nichteffusiven Form einen assoziierten Hydrocephalus bei einer jungen Katze. Neben dem
Hydrocephalus ist die Hydromyelie bei einer einjdhrigen kastrierten Katze beschrieben
(Tamke et al., 1988).

Die FIP kann an allen Geweben des Auges zu Lésionen fiihren (Slauson und Finn, 1972;
Weber, 2000). In der Regel stellen sich die Augenverdnderungen aber als Uveitiden dar,
welche aus der hohen immunulogischen Sensibilitit der Uvea resultieren (Schmidt, 1998).
Bereits 1971 diagnostizierte Doherty bei 3 Katzen mit FIP eine bilaterale Uveitis. Gelatt
(1973) erwdhnt das Vorkommen bilateraler Augenverdnderungen bei einer 6 Monate alten
Katze mit FIP. Er diagnostizierte eine Panophthalmitis und Iridozyklitis mit Prézipitaten an
der Hornhauthinterflidche.

Charakteristische Augenverdnderungen sind Iritis, Irisatrophie, Uveitis (Shell, 1997),
Triibung des Augenkammerwassers, keratitische Préizipitate (= Hypopyon: Neutrophile

Granulozyten, wenige Lymphozyten, Zelldebris), entziindliche Niederschlige auf dem
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Hornhautendothel, Hornhautendotheldegenerationen, Hornhautédem, Hornhautgeschwiir,
Linsenkatarakt, Glaskorpertrilbbungen, Retinitis, Netzhautblutungen und Phthisis bulbi
(Krebiel et al., 1974; Kellner und Litschi, 1989; Weber 2000). Eine durch das FIPV
bedingte Iritis ist nicht zu unterscheiden von einer FeLV-bedingten Uveitis (Kellner und
Litschi, 1989). Die BlutgefaB3e sind bei der FIP stets mit einbezogen, der Nervus opticus

kann involviert sein (Slauson und Finn, 1972).

2.6 Diagnostik der FIP

Die Diagnose FIP wird heute intra vitam unter Beriicksichtigung von Anamnese, klinischer
Symptomatik, anhand der Laborergebnisse inklusive Analyse des ErguBaspirates, des
Coronavirus-Antikorpertiters und/oder mittels Biopsie gesichert (Barlough, 1985; Rohrer et
al., 1993). Die Histopathologie ist die einzige ohne Einschrinkung anerkannte Methode zur
Diagnosesicherung (Grahn, 1991; Sparkes et al., 1992). Die Immunfluoreszenz-Technik
(Lange et al., 1987; K&lbl und Schuller, 1988) wird zum Nachweis von Antikorpern gegen
FCoV genutzt (Pedersen, 1976b; Osterhaus et al., 1977) und ist dem kompetitiven ELISA,
bei dem monoklonale Antikorper genutzt werden (Fiscus et al., 1985), an Sensitivitét
iiberlegen (Viethues et al., 1990). Kai et al. (1992) beschreiben die Immunperoxidase-
Antikorper-Technik als mogliche Methode der Antikorperbestimmung bei der FIPV-
Infektion. Schwendenwein und Koelbl (1991) berichten iiber die Entwicklung eines
kommerziell verfiigbaren CELISA zur Antikorper-Bestimmung bei der FIPV-Infektion.
Die Ergebnisse von verschiedenen angewandten Testsystemen fiir FIPV-Antikorper sind
nach Troy et al. (1996) nicht diagnostisch verwertbar. Der von “IDEXX “entwickelte und
lange Zeit vertricbene SNAPTFIP-Test, der einen fiir das EI Envelope-Antigen
spezifischen monoklonalen Antikdrper enthielt, der mit El-spezifischen Antikorper in der
Probe konkurrierte, wurde aufgrund vermehrter Kritik im letzten Quartal 1997 aus dem
Sortiment genommen (personl. Mitteilung Dr. Fuchs, “IDEXX*). Damit entfiel einer der
wenigen kommerziell erhéltlichen Schnell-Tests fiir den praktischen Tierarzt. Die Firma
“A. Albrecht & Co KG*, Aulendorf, hat ihren Schnell-Test kiirzlich (1999) von FIP
SPEED" in Coronavirus SPEED® umbenannt. Unbeirrt davon nennt die Firma “scil animal
care company GmbH* ihren angebotenen Schnell-Test der Firma “MegaCor Diagnostik
GmbH* (Austria) nach wie vor FASTest® FIP, obwohl der Test Corronavirus-Antikdrper
nachweist und nicht FIP-spezifisch reagiert. Die Sensitivitdt wird von “scil animal care

company GmbH* mit 97,4 % und die Spezifitit mit 94,6 % angegeben. Das Diasystem™
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FIP-Test Kit, ein kompetitiver ELISA (CELISA), wird von der Firma “Tech Amerika
Diagnostics®, Omaha, Nebraska angeboten. Man benétigt nur 25 pl der entsprechenden
Probe. Nachgewiesen werden Antikorper, die gegen das Hiillglykoprotein E1 des FIPV
gerichtet sind. Das Testprinzip beruht auf der kompetitiven Hemmung der Bindung
enzymmarkierter monoklonaler Antikorper, durch in der Probe vorhandene Antikdrper
gegen das El-Protein des auf den Teststreifen aufgebrachten FIPV. Sind in Serum oder
Aszites Antikorper vorhanden, verdrdngen sie den monoklonalen Antikorper von der
spezifischen Bindungsstelle, der Farbumschlag unterbleibt. Es handelt sich also um ein
visuelles System (farblos = positiv und blaugriin = negativ). Gegeniiber dem IFT erwies
sich der CELISA als wenig sensitiv. Erst bei hohen Antikorper-Titern zeigte das Testkit
positive Ergebnisse (Viethues et al., 1990).

In der Praxis geniigen bei der effusiven Form oftmals die Ergebnisse der griindlichen
Untersuchung. Die trockene Form, besonders wenn nur das ZNS und/oder die Augen
betroffen sind, stellt fiir jeden Tierarzt eine echte diagnostische Herausforderung dar

(Rohrer et al., 1993).

2.6.1 Héamatologie und Serologie

Die hidmatologischen und klinisch-chemischen Befunde sind bei der effusiven und der
nichteffusiven Form der FIP &hnlich, aber sehr variabel und nicht pathognomisch
(McReynolds und Macy, 1997). Im Blut treten haufig erhebliche Leukozytosen auf, die im
allgemeinen auf eine Neutrophilie zuriickgehen, wobei ganz  erhebliche
Linksverschiebungen vorkommen konnen (Gerbig und Kraft, 1979; McReynolds und
Macy, 1997). Aber auch normale Leukozytenzahlen bis zu miBigen Leukopenien sind
moglich. Gering- bis mittelgradige Andmien treten gehéduft auf. Lymphopenien (< 1,5 x
10°/ul) komplettieren das verinderte Blutbild. Im Serum sind besonders die Glutaminsiure-
Pyruvat-Transaminase (GPT [=ALT]), die Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), oft auch die
Glutaminsédure-Oxalessigsdure-Transaminase (GOT [=AST]), die Alkalische Phosphatase
(AP) und die Bilirubinwerte (konjugiertes Bilirubin) erhoht (McReynolds und Macy,
1997). Bei Nierenschddigungen lassen sich erhohte Blutplasmakonzentrationen von
Harnstoff und Kreatinin nachweisen (Weiss und Scott, 1980). Haufig findet man auch eine
erhohte Plasmaprotein-Konzentration (> 80 g/1), hauptsédchlich durch die Vermehrung der
Immunglobulinfraktion (Hypergammaglobulindmie). Die Serumelektrophorese zeigt aber

auch markante Erhohungen der a- und B-Fraktionen (Gerbig und Kraft, 1979; Lutz, 1992).
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Die erhohten Blutplasmakonzentrationen von Fibrinogen (> 4 g/1) sind als Ausdruck einer
Entziindung anzusehen. Bei der effusiven Form kann es zu einer Verbrauchskoagulopathie
(DIC) kommen. Blutungszeit, Prothrombinzeit und partielle Thromboplastinzeit sind dabei
verldngert. Bei derartigen Katzen fanden Weiss und Scott (1980) erniedrigte
Thrombozytenzahlen und erhohte Mengen von Fibrinabbauprodukten. Es kommt bei der

DIC zur Abnahme der Gerinnungsfaktoren VII, VIII, IX, X und XII.

2.6.1.1 Antikorper-Bestimmung

2.6.1.1.1 Indirekte Immunfluoreszenztechnik (IFT)

Als Routinemethode zur Antikorperbestimmung (im Verlauf einer Infektion mit dem FIPV
werden von der Katze humorale Antikorper [Ak] gebildet, deren Nachweis diagnostischen
Zwecken dient [Barlough et al., 1983a]) hat sich in verschiedenen Labors die indirekte
Immunfluoreszenztechnik etabliert (Gierend und Heppner, 1983; Frost und Lohrbach,
1987; Vanden Bossche, 1990a,b).

Frost und Lohrbach (1987) bestitigten die hohe Spezifitit dieses Verfahrens durch
komplette Ubereinstimmung zwischen FIP-verdichtigem Aszitesmaterial obduzierter
Katzentierkorper und dem positiven fluoreszenzserologischen Befund.

Die Methode ist relativ zeit- und arbeitsaufwendig. Dabei werden entweder FIPV- oder
aber TGEV-infizierte Kulturen verwandt (Osterhaus et al., 1977; Mostl, 1983; Lutz et al.,
1984; Lange et al., 1987), die auf Deckgldser oder Objekttriger fixiert sind. Die zu
untersuchenden Serumproben werden logarithmisch verdiinnt aufgetragen, anschlieBend
wird mit Konjugat markiert. Als Titer gilt diejenige Serumverdiinnung, bei der unter dem
Mikroskop noch eine spezifische Fluoreszenz zu erkennen ist. Die enge
Antigenverwandschaft des FIPV mit den bereits erwdhnten Coronaviren (Tabelle 1)
erschwert eine eindeutige Beurteilung der ermittelten Antikorpertiter (Reubel, 1987). Ein
weiterer Storfaktor sind kurz vorher erfolgte Routineimpfungen gegen andere virale
Erreger. Diese aus Zellkulturen hergestellten Vakzinen enthalten in der Regel
Rinderserumbestandteile, gegen die die Impflinge Antikorper bilden. Diese reagieren unter
Umstdnden mit dhnlichen Bestandteilen des Testsystems. Die Folge sind dann falsch
positive Ergebnisse (Barlough et al., 1984). Drei bis vier Monate nach solchen Impfung

werden die serologischen Ergebnisse nicht mehr beeinfluft.
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Die CoV-Ak-Titerbestimmung kann immer nur einen Parameter der FIP-Diagnostik
darstellen (Rohrer et al., 1993). Viele FCoV-Ak-Tests liefern keine signifikanten
Ergebnisse (Troy et al., 1996). Steigende CoV-Ak-Titer sind kein Indikator dafiir, dal3 die
Katze eine FIP entwickeln muf} (Kipar et al., 1999b; Addie et al., 2000). Positive CoV-Ak-
Titer kommen bei gesunden, d. h. klinisch unverddchtigen Katzen vor (Gierend und
Heppner, 1983; Addie und Jarrett, 1992) und rechtfertigen nicht die Euthanasie eines
Tieres, zumal ein hoher Prozentsatz innerhalb eines Jahres seronegativ werden kann (Addie
und Jarrett, 1994). Lediglich negative oder sehr hohe Ak-Titer (> 1600) kénnen zur
Stellung der Diagnose beitragen. Niedrige oder mittlere Ak-Titer sollten nicht zur
Diagnosefindung herangezogen werden. Lutz et al. (1986) stellten fest, daf bei Katzen, bei
denen postmortal FIP diagnostiziert wurde, die Ak-Titer > 400 lagen. Bei nachweislich
nicht an FIP erkrankten Katzen dagegen treten Ak-Titer > 400 nur in Ausnahmefillen auf.
Die Autoren betrachten deshalb Ak-Titer > 400 zusammen mit einer klaren klinischen
Symptomatik als hilfreichen, jedoch nicht eindeutigen Hinweis. Unbedingt zu beachten ist
bei der CoV-Ak-Titerinterpretation die Haltungsform der Katzen, da die Seren aus Zuchten
und Mehrfachkatzenhaltungen hdufig hochtitriger sind als Seren von klinisch gesunden
Katzen aus Einzelhaltung (Vanden Bossche, 1990a). Das bedeutet, dal Katzen mit
klinischem FIP-Verdacht aus Einzelhaltungen mit hohen Ak-Titern wahrscheinlicher FIP

haben, als solche aus grofleren Bestéinden.

2.6.1.2 Kompetitiver ELISA zum Nachweis von Coronavirus Immunkomplexen

In diesem Test werden die fiir die FIP charakteristischen Immunkomplexe nachgewiesen
(Pfeiffer, 1991; Schroo, 1994). Zur Untersuchung eignen sich Serum- oder Aszitesproben
(200-300 pl sind ausreichend). Bis zum Testeinsatz sollten die Proben tiefgekiihlt gelagert
werden. Bei einer im ELISA positiv reagierenden kranken Katze liegt mit 97%iger
Wahrscheinlichkeit eine FIP vor (Reinacher, 1994). Die so nachgewiesene Infektion erlaubt
bei gesunden Katzen aber keine Vorhersage, ob das Tier eine klinisch manifeste FIP
entwickeln wird. Somit wird nur eine stattgefundene Infektion mit Virusvermehrung
nachgewiesen, bei der zirkulierende Immunkomplexe vorhanden sind. Ein negatives
Testergebnis schlieit das Vorliegen einer FIP nicht aus. Bei grenzwertigen Ergebnissen
empfiehlt sich nach sechs Wochen eine Nachtestung. Nachteile des ELISA sind der enorme
Aufwand (Kiihlzentrifugation bei hohen Drehzahlen) und der Zeitfaktor (12 Tage). Diese

Umstidnde beschranken den Routineeinsatz (Reinacher, 1994).
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2.6.2 Punktat

Obwohl FIP-Katzen die groffte Gruppe unter den Patienten mit Korperhdhlenergiissen
darstellen, kann die FIP keineswegs als die Hydropsursache schlechthin angesehen werden
(Hirschberger et al., 1995). Generell werden bei der FIP wesentlich hdufiger abdominale als
thorakale Ergiisse beobachtet. In Zellen in den Effusionen ist Coronavirus mittels der
direkten Immunfluoreszenztechnik nachweisbar (Cammarata et al., 1993). Die Aszites- und
Pleurafliissigkeit ist klar, im fortgeschrittenen Stadium viskos, geruchlos, fadenziehend und
von gelblicher oder strohdhnlicher bis gelblichbrauner (bernsteindhnlicher) Farbe. Es
handelt sich um zellarme Exsudate. An der Luft erfolgt schnell eine Gerinnung bzw.
Gelierung. Fibrinflocken konnen enthalten sein. Das ist auch der hdufigste Grund, wenn bei
der abdominalen Punktion die Kaniile verstopft (Gerbig und Kraft, 1979). Die
Punktionskaniile sollte deshalb mindestens einen Durchmesser von 0,9 mm haben. Der
Ergul ist fiir gewohnlich bakteriologisch steril (Weiss und Scott, 1980). Bei langem
Verlauf ist eine pseudochylose Umwandlung des Exsudates moglich. Einige mogliche
Laborbefunde sind in Tabelle 3 (Weiss und Scott, 1980; Rohrer et al., 1993; Hirschberger
et al., 1995) zusammengefalit.

Hilfreich bei der Diagnostik bei Katzen mit Koérperhohlenergiissen ist im Zweifelsfall auch
der Albuminglobulinquotient (Alb/Glob). Ein Alb/Glob < 0,6 im Serum ist spezifisch fiir
einen entziindlichen Prozef3 und trennt weitgehend FIP-kranke Patienten von anderen. Ein
Alb/Glob > 0,8 schlieBt FIP fast aus (Hirschberger et al., 1995). Ein hohes Mal3 an
Sensitivitit und Spezifitit weist der Rivalta-Test auf (Hirschberger et al., 1995).

Tabelle 3: Laborbefunde bei FIP-Ergiissen (Thorax und Abdomen)

Parameter Laborwert

Laktatdehydrogenaseaktivitd | <300 U/I: keine FIP
t

RIVALTA-Probe stets positiv
Gammaglobulin > 32%: FIP moglich
Alb/Glob-Quotient 0,6-0,81
spezifisches Gewicht 1017-1047
Proteinkonzentration 50-80 g/l

Zellgehalt <25 000 Leukozyten/ul




Literaturtibersicht 19

2.6.3 Virusnachweis

Eine routinemiBige Virusisolation zur FIP-Diagnose ist nicht moglich (Barlough und
Weiss, 1983), da insbesondere die in Feldinfektionen dominierenden Serotyp I FCoV nur
schlecht in der Gewebekultur wachsen (Pedersen et al., 1984a, b; Hohdatsu et al., 1992;
Vennema, 1999). In vivo wurde das FIPV elektronenmikroskopisch in Makrophagen
innerhalb entziindlicher Ablagerungen nachgewiesen (Ward, 1970; Pedersen, 1976b). Die
Immunhistologie ist ein etabliertes Verfahren, um postmortal mittels FCoV-Antigen-
Nachweis in Makrophagen in den Granulomen die Diagnose FIP zu bestétigen (Tammer et
al., 1995; Tammer, 1996; Kipar et al., 1998). Intra vitam kann die histologische
Untersuchung einer Biopsie zusammen mit dem immunhistologischen Nachweis von
FCoV-Antigen in den Granulomen die klinische Verdachtsdiagnose FIP bestétigen
(Reinacher, 1994; Tammer et al., 1995; Kipar et al., 1998). Mittels RT-PCR 148t sich
FCoV-Genom in Blut, Aszites, Granulomen und Fizes nachweisen (Li und Scott, 1994;
Herrewegh et al., 1995b; Addie et al., 1996; Richter et al., 1996; Foley et al., 1997b;
Gamble et al., 1997; Gunn-Moore et al., 1998; Kennedy et al., 1998; Kipar et al., 1999b).
Kennedy et al. (1998) meinen, dafl die PCR (Aszites oder Plasma als Proben) in der intra
vitam-Diagnostik mit der Genauigkeit der histopathologischen Untersuchung vergleichbar
ist, ohne das Risiko, welches die Biopsie in sich birgt. Der Nachweis der
Virusausscheidung ist mittels RT-PCR und Elektronenmikroskopie (Negativ-Staining) zum
Nachweis von Viruspartikeln in den Fazes moglich (Herrewegh et al., 1995b; Vieler und
Herbst, 1995; Addie et al., 1996; Gamble et al., 1997; Kipar et al., 1999b).

Hok (1990, 1991) sah auch den FCoV-Antigen-Nachweis in der Membrana nictitans (M3-
Test) als spezifischen und sensitiven Test fiir die intra vitam-Diagnose einer FIP an. Sie
konnte bei experimentell infizierten Tieren FCoV aus der Membrana nictitans isolieren
(Hok, 1993a, b). Allerdings ist zu bedenken, dal auch Katzen, die keine FIP entwickeln,
durchaus lokale FCoV-Infektionen am Auge durchmachen konnen. Darauf deutet der
Nachweis von Plasmazellen in situ, die FCoV-spezifische Antikdrper produzieren, in der

Konjunktiva von Katzen ohne spezifische Augenlidsionen und ohne FIP hin (Weber, 2000).

2.6.4 Zerebrospinalfliissigkeit

Die Entnahme von Liquor ist eine fiir die Katze belastende diagnostische Mainahme und

sollte deshalb wohl iiberlegt sein. Die Untersuchung des Liquors ist schwierig und
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aufwendig, was die praktische Durchfithrung zusitzlich limitiert (Rohrer et al., 1993).
Diagnostisch verwertbar sind die stets positive Pandy-Reaktion (EiweiBfallungsreaktion
zum semiquantitativen Nachweis einer Globulinvermehrung im Liquor cerebrospinalis mit
einer speziellen Karbolsdurelosung) und der Nachweis einer Pleozytose (Zellvermehrung

im Liquor cerebrospinalis) (Fankhauser und Fatzer, 1977).

2.6.5 Diagnoseschliissel

Im Jahre 1992 wurde aufgrund der Ergebnisse einer retrospektiven Studie in der Schweiz
ein Algorithmus entwickelt, der zur Diagnostik der FIP eine wertvolle Hilfe darstellt
(Rohrer et al., 1993). Dazu wurden in den Jahren 1982-1990 an der Veterindrmedizinischen
Klinik der Universitit Ziirich 136 an FIP erkrankte Katzen untersucht, wobei die klinische
FIP-Diagnostik in den Mittelpunkt gestellt wurde. Schwerpunkt war die kritische
Auseinandersetzung mit den serologischen CoV-Ak-Titern. Eine FIP-Diagnose, die sich
allein auf einen positiven CoV-Ak-Titer stiitzt, kommt nach Rohrer et al. (1993) einem
Kunstfehler gleich und berechtigt keinesfalls zur Euthanasie des betroffenen Tieres.
Interessant ist der Algorithmus hauptsdchlich fiir die differentialdiagnostisch
anspruchsvolle nichteffusive Form der FIP. Ein &dhnliches Diagnoseschema verdffentlichten
1997 McReynolds und Macy. Nur knapp 5% der an FIP erkrankten Katzen wurden in der
Studie von Rohrer et al. (1993) nicht durch den Algorithmus erfal3t. Das entspricht einer

diagnostischen Sensitivitit von 95%. Die diagnostische Spezifitit betrug 89%.

2.6.6 Differentialdiagnosen der FIP

2.6.6.1 Differentialdiagnosen der effusiven FIP

Die Ursachen von Korperhohlenergiissen bei der Katze konnen vielfiltig sein (Kersten,
1985). Alle Krankheitsprozesse, die zu einer Fliissigkeitsansammlung in Bauch- oder
Brusthohle fiihren konnen, kommen in Frage (Gerbig und Kraft, 1979). Dazu gehoren
Steigerung des hidmostatischen Druckes durch Stauungen, Verminderung des
kolloidosmotischen Druckes durch Hypalbumindmie, entziindliche Prozesse (Serositis
purulenta), Pfortaderthrombosen, Verletzungen des Ductus thoracicus (echter Chylus),
Eiweillabbauprodukte bei dlteren entziindlichen Prozessen (Pseudochylus), Verletzung der

harnableitenden Wege, Verletzung der Gallengénge und Gallenblase, Verletzung groBerer
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Gefiale und Organe (Blutungen, H&matome) und Tuberkulose. Als wichtigste
Differentialdiagnosen kommen Malignome und Herzinsuffizienz &tiologisch in Betracht
(Hirschberger et al., 1995). Horchler-Jahn und Seidel (1993) beschrieben bei der Katze

einen Fall von Aszites abdominalis infolge eines Luteoms.

2.6.6.2 Differentialdiagnosen der nichteffusiven FIP

Prinzipiell sind differentialdiagnostisch chronische entziindliche Erkrankungen mit
Hyperglobulindmie und andere Infektionskrankheiten (z. B. Toxoplasmose, Tuberkulose,
Blastomykose, Kryptokokkose, Yersiniose, FeLV-Infektion, Kokzidiose und Tollwut)
abzukldren (Rohrer et al., 1992, 1993; Hirschberger etal., 1995).

Zur ZNS-Form der FIP kommen besonders bei jungen Katzen differentialdiagnostisch
Kleinhirnhypoplasie oder zerebelldre Ataxie in Betracht (Fankhauser und Fatzer, 1977),
ebenso sind leukodystrophische Erkrankungen des Gehirns (Typus Krabbe [Fatzer, 1975]),
Lipidosen und Gangliosidosen (Speicherkrankheiten) beschrieben (Hirschberger et al.,
1995).

In Betracht ziehen sollte man bei ausschlieBlicher ZNS-Symptomatik bei der Katze auch

Intoxikationen und Traumata (Fankhauser und Fatzer, 1977)

2.7 Privention

Das Management in Katzenzuchten oder groferen Bestdnden spielt eine wichtige Rolle bei
der Verhiitung von Coronavirus-Infektionen (Addie und Jarrett, 1990). Nur ein
konsequentes, komplexes Programm ist wirkungsvoll (Addie und Jarrett, 1995). Es wird
angeraten, neugeborene Katzen zusammen mit ihren Wurfgeschwistern vollstindig isoliert
von anderen Katzen zu halten. Bei einem seropositiven Muttertier sollten die Welpen mit 5-
6 Wochen abgesetzt und von der Mutter separiert werden, da maternale Antikérper gegen
FCoV nur bis zur 6. Woche protektiv sind. Insgesamt ist es sinnvoll, die StreBfaktoren zu
minimieren. Dabei sollten optimale Erndhrung, regelmdfige Impfungen und
Entwurmungen sowie ein entsprechender Hygienestandard selbstverstindlich sein. Eine
geringe Haltungsdichte wird empfohlen (Barlough und Stoddart, 1990; Weiss, 1991; Lutz
et al., 1985). CoV-Ak-positive Tiere sollten nicht in CoV-Ak-negative Bestidnde verbracht
werden. Mit persistent FeLV-infizierten Tieren sollte nicht geziichtet werden. Neuzugénge

in Zuchten sollten auf CoV-Ak getestet werden, eine Quarantidne ist obligat. Sollte ein Tier
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an FIP erkranken, ist es sofort aus dem Bestand zu eliminieren. Zuchten sollten jahrlich bei
10-20% der Population eine CoV-Ak-Titerbestimmung durchfiihren (Bolcskei et al., 1995).
Fehr et al. (1995) nehmen an, dal3 mit diesen MaBnahmen, kombiniert mit der Impfung, die
FIP-Héufigkeit noch wirkungsvoller bekdmpft werden konne. Privathaushalte, die ein Tier
durch die FIP verloren haben, sollten sich friihestens nach zwei Wochen sowie griindlicher
Reinigung und Desinfektion eine neue Katze anschaffen. Vollkommen einzeln gehaltene
Hauskatzen sind relativ ungefahrdet, jedoch gibt es auch hier Berichte iiber Erkrankungen

(Suter et al., 1993).

2.7.1 Vakzination

Das Hauptproblem bei dem Versuch der Vakzination ist die nicht vollstindig aufgeklérte
Pathogenese der FIP sowie die antigenetische Kreuzreaktion zwischen den verschiedenen
felinen Coronavirusbiotypen. Daraus ergeben sich viele Betrachtungsvarianten und viele
Ansatzpunkte flir eine eventuelle Losung der Problematik. Viele Forscher versuchten
jahrelang, eine sichere und effektive FIP-Vakzine zu entwickeln (Scott, 1987; Olsen und
Scott, 1991). Der ideale Impfstoff wurde beschrieben als eine auf dem FIPV basierende
Lebendvakzine, die in die Makrophagen eindringt und eine zellvermittelte Immunantwort
induziert, ohne die Krankheit auszuldsen, vor der sie schiitzen soll (Pedersen und Black,
1983; Pedersen, 1989). Die verschiedensten Methoden der Immunisierung wurden
versucht, waren aber lange erfolglos (Scott, 1987). Eine kommerzielle FIP-Vakzine ist

verfiigbar, aber der Einsatz ist umstritten (Wolf, 1997).

Teilweisen Erfolg versprachen Versuche, Katzen mit gering virulentem FIPV oder kleinen
Mengen virulenter Viren zu immunisieren. Dies scheiterte jedoch an der Ermittlung der
entsprechenden Dosen. Mit derselben Dosis einer Charge wurden manche Katzen immun,
andere erkrankten, wiederum andere konnten nicht einmal dadurch infiziert werden.
Vakzinen, die totes Virus enthielten, waren ebenfalls nicht protektiv (Pedersen und Black,
1983). Der eintretende Effekt war sogar gegenteiliger Natur, es wurde eine Sensibilisierung
der Katzen in dem Sinne bewirkt, dal sie fiir eine nachfolgende FIPV-Infektion
empfinglicher wurden. Der Krankheitsverlauf war dann fulminanter und deutlich schwerer
als bei ungeimpften Tieren. Das gleiche geschah mit Katzen, die mit avirulentem FIPV
(Black-Stamm) oronasal infiziert wurden wund anschlieBend einer oronasalen

Belastungsinfektion mit einem virulenten FIPV-Stamm (UCD 1 oder NWI) unterzogen
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wurden (Pedersen und Floyd 1985). Als Ursache fiir das Versagen von avirulenten
Lebendimpfstoffen bei der Immunisierung gegen das FIPV sahen Pedersen und Black
(1983) das Phidnomen des ADE. Auflerdem stellten sie die Hypothese auf, dal avirulentes
Virus nicht protektiv wirken kdnne, weil es nicht lange genug im Korper persistiere.

Fehr et al. (1997) bewerteten einen modifizierten Lebendimpfstoff in einem
Doppelblindversuch mit Placebo-Kontrolle unter Feldbedingungen als sicher bei Tieren mit
niedrigen Antikorpertitern gegen FCoV, wenn nur geringer Infektionsdruck besteht.
Teilweisen Erfolg hatten Escobar et al. (1992) mit einem Immunisierungskonzept mit
speziellen Antikérpern (“anti-idiotypic antibodies®), welches aber nicht in der Lage war,
alle Tiere zu schiitzen.

Obwohl mit dem FIPV Ferkel gegen eine TGEV-Infektion geschiitzt werden konnen,
mifBgliickten Versuche, Katzenwelpen mit dem TGEV zu immunisieren (Toma et al., 1979;
Woods et al.,, 1979). Die mit TGEV vakzinierten Katzen {iiberlebten eine FIPV-
Belastungsinfektion (UCD 1) nicht (Woods und Pedersen, 1979). Auch Versuche, bei
denen andere nahe verwandte Coronaviren wie das FECV, CCV oder das HCV-229E
genutzt wurden, schlugen fehl (Pedersen, 1989). In dieser Verdffentlichung postulierte der
Autor, eine auf dem FECV basierende Vakzine konnte eventuell deshalb nicht vor FIP
schiitzen, weil sie zur Antikdrper-Produktion fiihrt und keine zellvermittelte Immunitét
erzeugt. Immunisierungen mit verschiedenen FECV-Stammen verstirkten in manchen
Fallen den Verlauf der Infektion mit verschiedenen FIP-Stammen. (Evermann et al., 1991).
CCV ergab keinen Impfschutz gegeniiber einer Belastungsinfektion mit FIPV (Barlough et
al., 1983b). Eine Infektion mit HCV-229E schiitzte Katzen nicht bei einer
Belastungsinfektion mit FIPV-Aerosol, sensibilisierte sie aber auch nicht. Es fand nur eine
geringgradige oder gar keine in vivo-Vermehrung von HCV-229E in inokulierten Katzen

statt (Barlough et al., 1985).

Ebenfalls keinen Erfolg hatten Vennema et al. (1990) bei der Anwendung eines
vacciniarekombinanten Impfstoffes. Das kodierte Gen fiir das Spike-Glykoprotein des
FIPV wurde ins Genom des Pockenvirus eingebaut. Nach einer initialen Impfung von
Katzen stellte man geringe Titer virusneutralisierender Antikorper und einen hohen IgG-
Gehalt fest. Bei der anschlieBenden Belastungsinfektion mit dem FIPV 79-1146 starben
jedoch die mit dem rekombinanten Impfstoff vakzinierten Tiere frither als diejenigen, die
mit einem Wildtyp-Pockenvirus immunisiert worden waren (“early death syndrome*). Die

Ursache dafiir sahen Vennema et al. (1990) in dem Phidnomen des ADE. Es ist also
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moglich, daB3 eine Immunantwort gegen das virale Spikeprotein verheerende Folgen fiir
eine Katze haben kann, die sich zu einem spidteren Zeitpunkt mit dem FIPV infiziert. Die
Autoren betonten darauf hin, da bei den Immunisierungsstrategien gegen das FIPV
extreme Sorgfalt noétig sei. Die Immunisierung nach gleichem Modell mit
vacciniarekombinantem M-Protein verkiirzte im Gegensatz zu einer Immunisierung mit
dem N-Protein ebenfalls die Uberlebenszeit nach einer Belastungsinfektion (Vennema et
al., 1991).

Der Gedanke, einen Impfversuch mit einem temperatursensitiven FIPV-Stamm
durchzufiihren, wurde von Baldwin und Scott (1997) aufgegriffen. Man benutzte die FIPV-
Stimme UCD1 und 1146. FIPV 1146 wurde bei einer suboptimalen Temperatur von 34°C
passagiert. Im Versuch wurden 14 12-Wochen alte SPF-Katzen zuerst intratracheal mit low
passage-(LP) FIPV-1146 konfrontiert, am 133. Tag erfolgte eine zweite Inokulation
intranasal mit high passage (HP)-FIPV-1146 [10* bis 10° TCIDs]). Die Tiere wurden in
zwei Gruppen geteilt. Nach 55 Tagen erfolgte die aerogene Belastungsinfektion mit
virulenten FIPV-1146 oder FIPV-UCDI. Der klinische Status der Tiere, die mit der
intratrachealen/intranasalen Kombination geimpft wurden, war unauffillig, der Schutz aber
nicht komplett, wie die histologischen Untersuchungen ergaben. Nach der intranasalen
Applikation zeigten alle Tiere Serokonversion. Im Experiment wurde mit verschiedenen
Dosierungen bei der intratrachealen Applikation gearbeitet. Serologische Reaktionen
konnten bei Katzen, die mit 100 PFU (plaque forming units) oder weniger inokuliert
wurden, nicht gefunden werden. Auch bei 1000 PFU reagierten nicht alle Tiere. Nur vier
Tiere (10.000, 100.000 oder 400.000 PFU) serokonvertierten. Einige geimpfte Katzen
erkrankten bereits bei 10 000 PFU, andere Kontrolltiere dagegen nicht, obwohl eigentlich
die aerosole Belastungsinfektion tddlich hétte sein miissen. Die Autoren vermuten, daf3 der
Schutz durch das intratracheal verabreichte temperatursensitive FIPV-1146 verursacht
wurde. Auch wurde in Erwédgung gezogen, daB das FIPV durch die Ziichtung bei
reduzierter Temperatur genetisch stark verdndert wird, weniger virulent ist und der IgA-

Anstieg gering ist.

2.7.1.1 Primucell®FIP

Primucell“FIP erfiillt viele der notigen Kriterien fiir den idealen Impfstoff. Drei wichtige

Bedingungen wurden bei der Herstellung erfiillt:
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1. bei intranasaler Verabreichung wird in der Nasen-Rachen-Mukosa eine starke
Immunantwort induziert,
2. es entsteht keine starke humorale, sondern eine zellvermittelte Immunitét (gemessen im
Lymphozytenstimulationstest),
3. eine systemische Ausbreitung des Virus unterbleibt.
Das Impfvirus (vom  Serotyp II  abgeleitet) unterscheidet sich  durch
Temperaturempfindlichkeit, RNA-Synthese, E1-Protein (jetzt als M-Protein bezeichnet),
Thermolablitit und das ausschlieBliche Wachstum in oropharyngealen Geweben bei einer
Temperatur von 31°C (Christianson et al., 1989; Gerber et al., 1989) von dem virulenten
FIPV-Elternstamm. Die Proteine der temperatursensitiven (ts)-Mutante, die in den Zellen
des oberen Respirationstraktes exprimiert werden, stimulieren die Bildung von lokalem
IgA, so daB3 die Primirinfektion nach Exposition unterbleibt (Gerber et al., 1991). Bei
geimpften Katzen wurde das ts-Virus aus dem Pharynx, den Tonsillen, der Trachea und den
Endoturbinalia am ersten, zweiten und vierten Tag nach der Vakzination isoliert. Eine
systemische Ausbreitung wurde nicht gefunden (Christianson et al., 1989).
Beeintriachtigungen durch andere oder von anderen Impfstoffen konnten nicht
nachgewiesen werden (Gerber, 1995).
Die Vakzine Primucell®FIP ist prinzipiell auch geeignet, eine FECV-Infektion zu
verhindern. In Versuchen mit seronegativen SPF-Katzen konnten die Impftiere vor einer
FECV-Infektion bzw. vor einer FECV-induzierten Enteritis geschiitzt werden (Hoskins et
al., 1995a).
Vorab getitigte Studien zeigten die Sicherheit der Vakzine (Gerber et al., 1989). Hawkins
(1991) wandte allerdings ein, daf} die dauernde Stabilitit der ts-Virusmutanten noch nicht
bewiesen sei. Auch miisse gekliart werden, ob eine Rekombination des Impfvirusstammes
mit Feldviren vorkommen konnte, was filir vakzinierte Katzen eine verheerende Wirkung
haben konnte. Der Impfschutz der Vakzine lag nach einer ersten oralen Infektion mit einem
virulenten (homologen) FIPV-DF 2 bei 85%, nach einer zweiten bei 80 %. Keines der Tiere
zeigte eine ADE. Die geimpften Katzen wiesen hohere IgA-Spiegel im Speichel auf
(Gerber et al., 1990, 1991).
Scott et al. (1992, 1995a) stellten fest, da3 der Schutz vor experimentellen Infektionen vom
Virusstamm und insbesondere von der Virusdosis abhédngig ist. Sie beobachteten die ADE
bei Infektion mit hohen Dosen des homologen Virusstammes sowie bei Infektion durch den
heterologen Virusstamm 79-1146. Eine Exposition mit > 10° TCIDs, (Tissue culture

infectious dose 50%) fiihrte bei einigen Tieren zu einem schnelleren Krankheitsverlauf. Sie
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konnten damit die friiheren Ergebnisse von Gerber et al. (1990) nicht bestitigen. Die
experimentelle Belastungsinfektion bezeichneten sie als kritischen Faktor fiir die
Wirksamkeit der Vakzine.

Auch gegen eine Infektion mit dem britischen Feld-FIPV-Stamm CVR 1036 konnte die ts-
FIPV-Vakzine nicht schiitzen. Orale Infektionsdosen von 10° bis 10° TCIDs, verursachten
zu 75% und dariiber FIP (McArdle et al., 1995).

Hoskins et al. (1995b) berichteten iiber eine Studie, bei der 20 Tiere in der 16. und 19.
Lebenswoche intranasal mit einer kommerziellen Charge des ts-FIPV vakziniert wurden,
20 andere Tiere dienten als Kontrollgruppe. Vier Wochen nach der Boosterung erfolgte fiir
alle Tiere die Belastungsinfektion mit 10> TCIDs, des FIPV-DF2. In der Impfgruppe
erkrankten 5%, in der Kontrollgruppe 25% klinisch an FIP. In der endgiiltigen Auswertung
nach Sektion und Immunhistologie betrug die geschiitzte Fraktion (preventable fraction)
50%.

Fanton (1991) wies in Langzeitstudien nach, da3 die Vakzine Katzen nicht fiir eine FIP
sensibilisiert. Die Anwendung konne auBlerdem ohne Berlicksichtigung des FeLV- oder
FIV-Status erfolgen.

In einer anderen Feldlangzeitstudie (Postorino Reeves et al., 1992) wurden 582 Katzen
verschiedenen Alters mit je 2 Dosen vakziniert. 453 Tiere waren 541 Tage fiir diese Studie
verfligbar. Davon starb nur ein Tier an FIP (Inzidenz: 0,2 %). Weiterhin zeigte diese Studie
die Unbedenklichkeit einer gleichzeitigen verabreichten anderen Routineimpfung, was bei
68 % der Katzen praktiziert wurde. Negative Effekte durch die Kombinationsimpfungen
konnten nicht beobachtet werden.

Berichte iiber den Einsatz der Primucell®FIP-Vakzine mehrten sich in den letzten Jahren,
viele sind aber kritisch zu betrachten, weil oftmals eine Kontrollgruppe fehlte. Im Juli 1989
kam es in einer Mehrfachkatzenhaltung (Rasse: Cornish Rex) mit 39 Tieren aufgrund einer
dazugesetzten Katze zum Einschleppen des FIPV. Das hinzugekommene Tier starb, die
Obduktion ergab den Befund “nichteffusive FIP*“. In den nichsten 6 Monaten starben 17
Katzen. Davon wurde die Diagnose effusive FIP bei 7 Katzen durch die Sektion bestétigt,
bei den restlichen wurde aufgrund der deutlichen Symptomatik auf eine Sektion verzichtet.
Im Februar 1990 entschied man sich dann, alle verbliebenen 19 Tiere (3 Tiere wurden
verkauft) intranasal mit Primucell®FIP zu immunisieren. Geboostert wurde nach 21 Tagen.
Die im Anschlufl geworfenen insgesamt 39 Welpen wurden im Alter von 8 und 11 Wochen,
spatere Wiirfe sogar in der 3., 6. und 9. Lebenswoche immunisiert. Damit waren die Tiere

deutlich unter dem vom Hersteller empfohlenen Impfalter. Die Population wurde dann 18
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Monate lang ab der initialen Impfung beobachtet. Es starben weitere 9 adulte Tiere, jedoch
nur 1 Welpe an FIP. Aufgrund der Ergebnisse wurde postuliert, da die Impfung eine
sichere MaBBnahme und Hilfe sei, um die Krankheit unter Kontrolle zu halten (Panzero,
1992).

Hoskins et al. (1994) fiihrten an 40 16-Wochen alten SPF-Katzen eine Studie zur
Wirksamkeit von Primucell*FIP durch. Alle Tiere wurden Routineimpfungen unterzogen,
nachfolgend in zwei Gruppen von je 20 Tieren randomisiert und separat gehalten. Eine
Gruppe wurde mit einer kommerziellen Charge der Vakzine PrimucellFIP in der 16. und
19. Lebenswoche intranasal geimpft. Die zweite Gruppe blieb unbehandelt. Placebos
wurden nicht verwandt. Im Alter von 23 Wochen, vier Wochen nach der Boosterung der
Gruppe 1 mit Primucell®FIP, wurden alle Tiere unter Infektionsdruck gebracht. Dazu
erfolgte die orale Applikation von 10° TCID des FIPV-Stammes DF 2 in jedes Tier. Die
Beobachtungsperiode betrug 8 Wochen und lieferte klare Ergebnisse. Es erkrankten nur
eine vakzinierte Katze, aber fiinf Kontrolltiere. Am Ende des Versuchs durchgefiihrte
histopathologische Untersuchungen an den euthanasierten Tieren ergaben fiir FIP
charakteristische Verdnderungen bei sechs Tieren der Impfgruppe und bei 12 Tieren der
Kontrollgruppe. Daraus resultierte ein 50%iger Schutz durch die eingesetzte Vakzine. Die
Gewichtszunahmen im Versuchzeitraum waren in der Impfgruppe deutlich iiber denen der
Kontrollgruppe. Die Erhohung der Korpertemperatur war bei allen vakzinierten Tieren
geringer als in der Kontrollgruppe. Serokonversion zeigten alle Katzen, die Impftiere
bereits nach der Boosterung und Inokulation. Die Kontrollkatzen wiesen nach der Infektion
deutlich ansteigende FCoV-Ak-Titer auf, die {iber denen der Impftiere lagen.

Von Januar 1993 bis November 1994 wurde in der Schweiz ein Doppelblindversuch mit
Primucell“FIP beziiglich der Sicherheit und Wirksamkeit der Vakzine durchgefiihrt (Fehr
et al., 1995). Es wurden also ein Placebo und der echte Impfstoff verwandt, ohne da} der
Tester im Versuchszeitraum aufgekldrt war, welche Charge Placebo und welche Vakzine
war, lediglich die Etiketten waren farblich verschieden. Getestet wurde in Zuchten, in
denen in der Vergangenheit FIP-Fille aufgetreten waren, und an Jungtieren. Es wurde
randomisiert. Die Nebenwirkungen der Impfung waren minimal. FIP-Fille traten in der
Kontroll- und der Impfgruppe gleichermaflen auf, erst nach 150 Tagen gab es einen
signifikanten Unterschied zugunsten der vakzinierten Gruppe. Der Impfstoff wurde als
sicher und mit dem Potential, schiitzen zu konnen, eingestuft. Bei bereits infizierten Tieren,
vermochte der Impstoff nicht mehr zu schiitzen. Im nachhinein erwiesen sich tiber 50% der

geimpften Katzen zum Zeitpunkt der ersten Vakzination als serologisch CoV-Ak-positiv.
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Postorino Reeves (1995) untersuchte die Wirkung der Vakzine Primucell“FIP iiber 16
Monate in einem Tierheim. Die FIP-Privalenz lag dort in der Vergangenheit bei iiber vier
Prozent. Alle in den Bestand kommenden gesunden Tiere (FeLV-Ag/FIV-Ak-negativ)
wurden intranasal geimpft, entweder mit Primucell“FIP (254 Tiere) oder einem Placebo
(246 Tiere). Die Gesamtverluste waren in beiden Gruppen é&hnlich, ungewohnliche

Krankheiten traten nicht auf. Die FIP-Inzidenz war in der Impfgruppe signifikant niedriger.

Die Akzeptanz fiir eine FIP-Impfung ist bei den Katzenziichtern in Ungarn nach den
Angaben von Bodlcskei et al. (1995) gering. Die Ursache dafiir sehen die Autoren in
folgenden offenen Fragen:

1. 148t sich eine Katze unter Feldbedingungen wirksam schiitzen,

2. lassen sich seropositive Katzen durch die Vakzination schiitzen,

3. muf man unter Feldbedingungen mit der ADE rechnen; wenn ja, wie haufig?

Kleinere und mittlere Katzenziichter (< 3 bzw. 3-5 Zuchkatzen) sowie Katzenliebhaber
lassen nach dieser Untersuchung hiufig gegen FIP impfen, groBere Katzenziichter (mehr
als 5 Katzen) verzichten dagegen meist darauf. Aufgrund der Ergebnisse ihrer
retrospektiven FIP-Studie wurde aber von den Autoren die Vakzinierung empfohlen.
Katzen, die neben den Routineimpfungen auch gegen FIP vakziniert wurden, erkrankten
weniger. Eine Absicherung der Diagnose FIP zur Ermittlung der wahren Inzidenz gab es

jedoch nicht.

2.8. Therapie

Eine symptomatische Therapie ist immer angezeigt, nicht zuletzt, um Schmerzen und
Leiden des Tieres zu lindern. Sinnvoll ist sie aber nur im Anfangsstadium der FIP (Bilkei,
1988; Bolcskei und Bilkei, 1995a, b), wenn die allgemeine korperliche Verfassung noch
nicht durch Inappetenz, Andmie oder ZNS-Symptome beeintrachtigt ist (Hoskins, 1991).
Bei reiner Augensymptomatik kann eine Therapie versucht werden (Slauson und Finn,
1972). Eine dauerhaft wirksame Therapie ist derzeit nicht bekannt. Lutz (1992) lehnt
Therapieversuche in der Praxis grundsitzlich ab und vertritt die Auffassung, dal bei
feststehender Diagnose eine Indikation zur Euthanasie besteht, vorrangig um andere Tiere
nicht der Gefidhrdung einer Ansteckung auszusetzen und weil die Mdoglichkeit einer
wirklichen Heilung kaum besteht. Bei Therapieversuchen mit verschiedenen Wirkstoffen

und Placebo an {iiber 100 Katzen mit FIP-Symptomen wurde die Untersuchung
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abgebrochen, als klar wurde, daBB die Tiere der Placebo-Gruppe (0,9%ige NaCl) eine
lingere Uberlebendauer aufwiesen als Katzen der Versuchsgruppen mit den verschiedenen
Wirkstoffen (Lutz, 1992).

Der Einsatz von Immunmodulatoren wie z.B. Diethylcarbamazine (Kitchen, 1988) oder
Interferonen, Promudolin, Propionibacterium acnes und antiviralen Medikamenten wie z.B.
Ribavirin (Weiss und Oostrom-Ram, 1989; Weiss et al., 1993), zusidtzlich zu
Cyclosporinen, Glucokortikoiden und anderen Entziindungshemmern ist vielen
Therapieansitzen gemein (Barlough und Shacklett, 1994; Bolcskei und Bilkei, 1995a, b),
aber nur differenziert sinnvoll (Weiss, 1995). Beim Einsatz von Zytostatika ist eine
regelméBige Blutbildkontrolle ndtig. Diese Therapie ist geeignet, das Leben des Patienten
zu verldngern. Nachfolgend seien in Tabelle 4 einige Modelle vorgestellt, die zumindestens
voriibergehend (meist einige Wochen bis Monate) Therapieerfolge (Besserung des

klinischen Zustandes) verzeichnen konnten.

Tabelle 4: a) Therapieprotokoll Ziirich (Lutz et al., 1985): 50%iger zeitweiser
Therapieerfolg

Medikament Verabreichung und Dosierung

Voren"” (Dexamethason-21-isonicotinat) |2 mg (Tag 1 und Tag 5) i.m.

Ampicillin 20 mg/kg 3 x tgl. tiber 10 Tage peroral
oder
Prednisolon (Tabletten) 10 mg 2 x tgl. tiber 7 Tage peroral

5 mg 2 x tgl. tiber die ndchsten 7 Tage peroral
2,5 mg 2 x tgl. iiber die ndchsten 3 Tage
1,25 mg 1 x tgl. iiber die néchsten 3 Tage

Ampicillin 20 mg/kg 3 x tgl. tiber 25 Tage peroral

b) Therapiemodell von Bolcskei und Bilkei (1995b)

Medikation zeitweiser Therapieerfolg

1. | Prednisolon, Ampicillin und Cyclophosphamid |37,5% der FIP-Félle in drei Jahren

2. |Interferon a 2 A Human in Intervallen 60% der FIP-Fille in drei Jahren

3. |Baypamun” 1 x wochentlich iiber 6 Wochen 29% der FIP-Fille in drei Jahren

Als begleitende Mallnahme bei der effusiven Form empfehlen Barlough und Weiss (1983),
zweimal tdglich den ErguB abzuziehen und anschlieBend fibrinolytische Enzyme

einzubringen. Daneben wird eine parenterale Elektrolyt- und Fliissigkeitsgabe angeraten.
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2.9 Prognose

Die Prognose der FIP gilt als infaust (Osterhaus, 1979; Maess, 1985; Suter et al., 1993),
auch wenn {iber zeitliche Remissionen nach immunsuppressiver Intensivtherapie berichtet
wurde. Ob es die Moglichkeit gibt, dal die FIP spontan wieder abheilt, ist ungewil, aber
eher unwahrscheinlich (Hawkins, 1991). Es gibt einzelne Berichte, dal Katzen mit
klinischer FIP-Symptomatik die Infektion {iberstanden héatten (Bdlcskei et al., 1995). Dabei
stellt sich aber immer die Frage, ob es iiberhaupt eine sichere Diagnose der FIP unter
Praxisbedingungen geben kann. Die meisten Tiere {iberleben de facto die FIP nicht (Suter

etal., 1993).
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Die Wirksamkeit einer Vakzine gegen die Feline Infektiose Peritonitis bei natiirlicher
Infektion unter Tierheimbedingungen 1468t sich direkt in einem Tierheim aus verschiedenen
Griinden nicht testen. Praktischer Haupthinderungsgrund sind die Tierschutzvereine, fast
immer Mitbetreiber der Tierheime, deren Satzungen die Beteiligungen an Tierversuchen
strikt ausschlieBen. Daher schien es sinnvoll, die Haltungsbedingungen eines Tierheimes in
geeigneten Raumlichkeiten nachzustellen. Dies erfolgte auf dem Geldnde der Lehr- und
Versuchsstation Liebertwolkwitz der Universitit Leipzig.

Grundlage fiir Versuchsaufbau und Versuchsdurchfiihrung waren das Protokoll 2184D-10-
95-155 der Firma “Pfizer” und die GCPV-Richtlinie (Good Clinical Practice for the
Conduct of Clinical Trials for Veterinary Medicinal Products). Uber einen effektiven
Versuchszeitraum von 42 Wochen wurden 50 Katzen als Population in einem tierartgerecht
hergerichteten Stall zusammen gehalten. 40 Tiere waren spezifisch-pathogenfreie (SPF)
Katzen (20 weiblich / 20 ménnlich) im empfinglichen Alter fiir die FIP (21 Wochen zum
Zeitpunkt des Challenge), von denen die eine Hélfte mit der Vakzine Primucell*FIP vor
Kontakt mit einer Infektionsquelle immunisiert wurde. Die andere Haélfte diente als
Kontrollgruppe. Ein Placebo fiir die Kontrollgruppe wurde nicht verwandt.

Die Einteilung der SPF-Tiere in die Gruppen T1 und T2 erfolgte nach einer vorgegebenen
Randomisierungsliste des Versuchsprotokolls (Tabelle 6), die dem Durchfiihrenden
bekannt war. Die daraus resultierende Geschlechtsverteilung ist in der Abb. 1 ersichtlich.
Alle SPF-Tiere waren den fiiblichen Routineimpfungen (sieche Tabelle 10) unterzogen
worden.

Zehn Tiere stammten aus verschiedenen Tierheimen und dienten als natiirlicher
Infektionsquelle. Zum Zeitpunkt der Ubernahme aus den Tierheimen waren diese Tiere
nicht klinisch krank, reagierten aber im kompetitiven ELISA zum Nachweis der fiir die FIP
typischen Immunkomplexe (Pfeiffer, 1991; Reinacher, 1994; Schroo, 1994) positiv. Diese
Tiere waren Virustriger, welche praktisch in jedem Tierheim zu finden sind, dort aber in
der Regel nicht als solche erkannt werden. Die Haltung der SPF-Tiere mit den Virustrdgern
ermdglichte einen Feldversuch, in dem ein Feldvirus und natiirliche Ubertragungswege

genutzt wurden.



Material und Methoden 32

Wihrend des Versuchs wurde allen Tieren zur serologischen Statusbestimmung (siche
Tabelle 7) regelmiBig Blut entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten jeweils aus der Vena
jugularis bzw. aus der Vena cephalica antebrachii. Es wurden Kaniilen mit 0,6 bis 0,9 mm
Durchmesser der Firma B. BRAUN (B. Braun Petzhold GmbH, Melsungen) benutzt. Als
ProbenauffanggefiBe dienten Kabevette® (KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-
Elsenroth) Monovette® oder Multivette® (SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht) in der
Serumausfiihrung bzw. mit EDTA versetzt. Gestorbene und aufgrund der Erkrankung
euthanasierte Tiere sowie bis zum Versuchsende gesunde und euthanasierte Tiere wurden
seziert. Es erfolgte eine pathologisch-anatomische, histologische und immunbhistologische
Untersuchung zur Kldrung, ob die Tiere an FIP erkrankt waren oder nicht. Gestorbene,
verendete oder aufgrund des fortgeschrittenen FIP-Krankheitsverlaufs euthanasierte
Tierheimtiere wurden zwecks Diagnosebestitigung ebenfalls obduziert. Jedes Tier erhielt
eine Sektionsnummer. Unter dieser Nummer wurden Probenmaterial sowie histologische
Schnitte am Institut fiir Veterindr-Pathologie archiviert. Die histologischen Untersuchungen
wurden von einer Fachtierdrztin fiir Pathologie ohne Kenntnis der Tiernummern
durchgefiihrt. Gleichermaflen wurde bei den immunhistologischen Untersuchungen
verfahren. Nach Vorliegen der Sektionsbefunde, sowie der histologischen und
immunhistologischen Ergebnisse wurde die Diagnose fiir das betreffende Tier gestellt. Die
serologischen Ergebnisse wurden dazu nicht herangezogen. Im Versuch erkrankte Tiere
wurden therapiert (siche Tabelle 5), leidende oder nicht therapiefdhige Patienten wurden
euthanasiert (Ketamin®-Xylazin®-Narkose mit nachfolgender Narcoren®-Injektion i.v.).

Therapieversuche im Sinne der Heilung der FIP wurden nicht durchgefiihrt. Im
Anfangsstadium der FIP erfolgte eine symptomatische Therapie. Kortikoide, Zytostatika,
Immunmodulatoren und dergleichen wurden nicht eingesetzt. Uberlebende Tierheimtiere
wurden am Versuchsende laut Auflage der Tierversuchsgenehmigung vermittelt, weitere
Untersuchungen an ihnen wurden nicht durchgefiihrt. Uber fiinf der vermittelten
Tierheimkatzen  liegen  nach  Versuchsende  Informationen  beziiglich  des

Gesundheitzustandes vor.
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Tabelle 5: im Versuch eingesetzte Therapeutika

e Therapeutika (Firma)

e Wirksubstanzen

Synulox® (Pfizer)

Amoxicillin, Clavulansiure

Clamoxyl® (Pfizer)

Amoxicillin

Suanatem™1 (Merial)

Spiramycin, Metronidazol

Terramycin® Augensalbe (Pfizer)

Oxytetracyclin, Polymycin B

Vetoscon” Augensalbe (Pfizer) Cloxacillin
Ficortril® Augensalbe 2,5% (Pfizer) Hydrocortisonacetat
Berlicetin® Augentropfen 1% (Chauvin ankerpharm) Azidamfenicol
Atropin 1% Dispersa Augensalbe (CIBA Vision) Atropin
Chibro-Amuno® 3 Augentropfen (Chibret) Indometacin

Orisel™ (Selectavet)

Neomycinsulfat, Nystatin,
Hexachlorcyclohexan,

Triamcinolon

Befedo” Creme (Pfizer) Propylenglycol, Apfelsédure,
Benzosidure, Salicylsidure

Parenteral Elektrolytlosung (Pfizer) Elektrolyte

Guanistrep”-Paste (Merial) Sulfaguanidin,

Dihydrostreptomycinsulfat

Nutri-Cal® (Albrecht)

Mineralstoffe, Vitamine,
Spurenelemente, Proteine

VMP—Pﬁzer®—Katzenpaste (Pfizer)

Mineralstoffe, Vitamine,
Spurenelemente, Proteine

a/d-Futter (Hill's)

Vitamine, Mineralstoffe,
Spurenelemente, Proteine
(umsetzbare Energie: 4,1 MJ/kg
Katze)

Megalac®—AlmaSilat (Krewel Meuselbach)

Aluminiummagnesiumsilicathydrat

Serocat” (Hoechst-Roussel [seit Mai 2001 auBer
Handel])

serumneutralisierende Ak gegen
Panleukopenie, Rhinotracheitis,
Calicivirusinfektion

3.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Randomisierung

Die Randomisierung (Tabelle 6) wurde entsprechend dem Protokoll 2184D-10-95-155 der

Firma “Pfizer* laut Liste durchgefiihrt.
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Tabelle 6: Randomisierungsprotokoll

Nummer Tier-Identifikation Gruppe Behandlung

1 H6 1395 T2 Primucell“FIP
2 H6 1404 T2 Primucell °FIP
3 H6 1408 T2 Primucell*FIP
4 H6 1410 T2 Primucell°FIP
5 H6 1455 T1 Kontrolle

6 H6 1451 T2 Primucell °FIP
7 H6 1452 T1 Kontrolle

8 H6 1443 T2 Primucell °FIP
9 H6 1401 T1 Kontrolle

10 H6 1400 T2 Primucell °FIP
11 H6 1453 T2 Primucell“FIP
12 H6 1456 T1 Kontrolle
13 H6 1399 T1 Kontrolle
14 H6 1435 T1 Kontrolle
15 H6 1437 T1 Kontrolle
16 H6 1449 T2 Primucell °FIP
17 H6 1409 T1 Kontrolle
18 H6 1433 T2 Primucell °FIP
19 H6 1405 T1 Kontrolle
20 H6 1402 T1 Kontrolle
21 H6 1427 T2 Primucell“FIP
22 H6 1450 T2 Primucell°FIP
23 H6 1442 T1 Kontrolle
24 H6 1431 T1 Kontrolle
25 H6 1441 T1 Kontrolle
26 H6 1430 T1 Kontrolle
27 H6 1397 T1 Kontrolle
28 H6 1448 T1 Kontrolle
29 H6 1411 T2 Primucell*FIP
30 H6 1464 T2 Primucell°FIP
31 H6 1434 T2 Primucell*FIP
32 H6 1444 T2 Primucell°FIP
33 H6 1436 T2 Primucell*FIP
34 H6 1391 T1 Kontrolle
35 H6 1466 T2 Primucell*FIP
36 H6 1446 T2 Primucell °FIP
37 H6 1425 T1 Kontrolle
38 H6 1424 T1 Kontrolle
39 H6 1432 T1 Kontrolle
40 H6 1440 T2 Primucell°FIP
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Abb.1: Geschlechtsverteilung der SPF-Tiere nach randomisierter
Einteilung in T1 und T2

12 SPF-Tiere 8 SPF-Tiere
(60,0%) (40,0%)
8 SPF-Tiere 12 SPF-Tiere
T1 (40,0%) (60,0%) T2

20 SPF-Kontrolltiere 20 SPF-Primucell®-Tiere



Material und Methoden

36

3.2.2

Zeitliches Management und Impfregime

Das zeitliche Management und das Impfregime fiir alle Tiere gehen aus Tabelle 7 hervor.

Tabelle 7: chronologischer Ablauf der Studie

Datum | Versuchs- Tier- Alter der SPF- Aktivitit
woche gruppe Tiere in (Probenentnahmen, Vakzinationen,
Wochen Wiegen,)
(£ 0,5 Wochen)
01.11.1996 0 T1/T2 9 Blutentnahmen fiir A
01.11.1996 0 T1/T2 9 Vakzination mit FelocelTMCVR gegen
Katzenschnupfen, Panleukopenie und
Leukocell™2 gegen Leukose
22.11.1996 3 T1/T2 12 Vakzination mit FelocelTMCVR-T
gegen Katzenschnupfen,
Panleukopenie (Boosterung) und
Tollwut und Leukocell™2 gegen
Leukose (Boosterung)
20.12.1996 7 T1/T2 16 Trennen von T1 und T2
20.12.1996 7 T2 16 Vakzination mit Primucell*FIP
10.01.1997 10 T2 19 Vakzination mit Primucell “FIP
(Boosterung)
17.01.1997 11 T3 Nummerntdtowierung der Ohren
24.01.1997 12 T1/T2/T3 21 Blutentnahmen fiir A und B,
Zusammensetzen von T1 und T2 sowie
Einbringen der Tierheimkatzen (T3) in
die Gruppe
04.04.1997 22 T1/T2/T3 31 Blutentnahmen fiir A und B
16.06.1997 32 T1/T2/T3 41 Blutentnahmen fiir A, B und C
25.08.1997 42 T1/T2/T3 51 Blutentnahmen fiir A, B und C
26.08.1997 43 T1/T2 52 Euthanasie der SPF-Tiere und
Obduktion
danach 43-53 T3 - Vermittlung an Privatpersonen
Legende der Tabelle 7

T1 = SPF-Tiere, Kontrollgruppe (n=20)
T2 = SPF-Tiere, mit Primucell “FIP vakziniert (n=20)

T3 = FIP-Immunkomplex-positive Tierheimkatzen (natiirliche Infektionsquelle (n=10))

A = FIPV-Ak-Titerbestimmung

B =ELISA
C=PCR
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3.23 Haltung der Tiere

Bei der Haltung von Katzen in groBeren Gruppen ohne Ausgang werden die
Verhaltensbediirfnisse der Katzen hiufig nur teilweise berticksichtigt (Scharr, 1991, 1997).
Auch in Tierheimen und Zuchten stehen finanzielle, hygienische und arbeitstechnische
Aspekte einer vollstdndigen Beriicksichtigung oft entgegen (personliche Mitteilungen von
Dr. Schreier [Tierheim Bitterfeld], Hr. Jacob und Fr. TA Mayer [Tierheim Dresden]).
Katzen sind nicht, wie oft angenommen wird, generell Einzelginger, sondern sie kdnnen
durchaus sehr gesellig und sozial sein, wenn bestimmte Voraussetzungen erfiillt sind
(Morris, 1994). Im Hinblick auf Langeweile und IsolationsstreB ist sogar die Einzelhaltung
der Tiere ein groBeres Problem (Schir, 1991). Katzen sind nicht, wie vielerorts noch
gedacht wird, weil sie sehr viel schlafen (bis 18 h téglich), pflegeleichte Haustiere. Sie
haben enorme Anspriiche an Raumstrukturierung, Beschiftigungsmoglichkeiten und
Gruppenzusammensetzung sowie Betreuung (Futterportionen, -temperatur, -turnus,
Kontakt zum Menschen, etc. [Schéir, 1989; Mertens und Schér, 1988]). Entscheidend ist vor
allem die GroBe der Grundfliche, die unbedingt > 2 m*/Tier betragen sollte (Goldhorn,
1987; Schmitz, 1990; Schér, 1997). Jeder Katze mull bei Bedarf ein Versteck zur
Verfiigung stehen, in das sie sich vor Artgenossen, dem Betreuer oder fremden Personen
zuriickziehen kann. Das ist ein Grundbediirfnis einer jeden Katze (Mertens, 1994). Im
eigenen Versuch wurden stabile Materialien wie Holz oder Kunststoff zur Schaffung von
Unterschlupfmdglichkeiten verwandt, aber auch ein auf den Kopf gestellter Pappkarton mit
seitlichen Offnungen erfiillte diesen Zweck. Desweiteren miissen ausreichend
Aussichtspldtze, “Spielzeug®, Kratzbdume und Platz fiir Verfolgungsjagden sowie
spontanes Rennen zur Verfiigung stehen (Mertens und Schér, 1988; Schér, 1997). Frisches
Wasser und Trockenfutter standen ad libitum bereit. Feuchtfutter (“Whiskas® Rind,
Gefliigel, Ente oder Kabeljau, Effem GmbH, Verden [Aller]) wurde zweimal téglich
angeboten. Die tégliche Menge richtete sich nach dem Bedarf der Tiere, ca. 200-300
Gramm pro Tier. Eine junge Katze hat einen Energiebedarf von ca. 250 kcal/kg
Korpermasse (Kolb, 1982). Das Tier-Freplatz-Verhéltnis betrug immer mindestens 2:1 flir
das Feuchtfutter. Krénkliche oder schlecht fressende Tiere erhielten separat a/d-Futter
(Hill's [Heiland], Hamburg). Die Katzentoiletten wurden je von mehreren Tieren genutzt,
entscheidend war eine ausreichende rdumliche GréBe und die Tiefe der Einstreu. Der Rand
der Katzentoiletten war so hoch, dal3 Sichtschutz bestand. Schwere Streu war vorteilhafter.

Als Katzentoiletten dienten 90-Liter-Plastbehélter, gefiillt mit einer Tonklumpstreu
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(“Natusan®, Effem GmbH, Verden [Aller]) mit einer Mindesteinfiillhohe von 10-12 cm.
Fiir je 5 Jung- bzw. 2 bis 4 Alttiere stand eine Katzentoilette zur Verfiigung. Aufgrund der
Versuchsvorgaben  konnte  bei  der  Gruppenzusammensetzung  auf  Alter,
Geschlechtsverteilung und innerartliche Sozialisierung keine Riicksicht genommen werden.
Da es sich bei den SPF-Katzen jedoch um Tiere handelte, die in innerartlich sozialisierten
Gruppen herangewachsen waren, entstanden kaum Probleme. Das rechtzeitige Kastrieren
der Kater in der Versuchswoche 18 (ca. 27 Wochen Lebensalter) verhinderte grobe
Rangeleien, die nicht selten zu erheblichen Verletzungen fiihren kdnnen. Aulerdem wurde
dadurch verhindert, dal Weibchen, die zu defensiven Verhaltensmustern neigen, von den

Jungkatern in ein Paria-Dasein gedringt wurden (Schér, 1996).

3.2.3.1 Beschreibung der Versuchstierstille

Die Tiere wurden in speziell hergerichteten Versuchstierstillen auf dem Geldnde der
Universitdt Leipzig gehalten. In den Wintermonaten diente der Stahl-Glas-Tierstall vom
Typ TG 10, in den Sommermonaten (ab 13.05.1997, d.h. ab Versuchswoche 27) der
Tierstall vom Typ GSP (Glas, Stahl, Plast) 17 der Unterbringung der Versuchstiere. Das
GSP 17 war in einen offenen (Maschendraht) und einen geschlossenen Teil
(Einfachverglasung) von anndhernd gleicher GrofBle, abgetrennt durch feststellbare,
schlieBbare Fliigeltiiren (Stahl und Plast) mit Durchschlupf geteilt. Wahrend der Trennung
der Versuchstiere (ab dem 20.12.1996 bis zum 24.01.1997, Versuchswochen 7 bis 12) in
die Gruppen T1 und T2 zum Zeitpunkt der Impfung wurde zusitzlich ein dem TG 10
vergleichbarer weiterer Tierstall (TG 10 a) genutzt. Die einzelnen Daten der Tierstille
hierzu sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Allen Stéllen war eine Schleuse vorgeschaltet. Die
Winterbeheizung wurde durch eine Olbetriebene Pumpenwarmwasserheizung mit
vollautomatischer Steuer- und Regeltechnik gewahrleistet. Die Raumtemperatur war exakt
(= 1°C) einstellbar. Das TG 10 wies ein sowohl vollautomatisch als auch von Hand
steuerbares Sonnenstoffdach zur Minderung des direkten Lichteinfalls (Lux-Steuerung) auf.
Die Seitenwandverglasung war im Sommer mit blauer lichtabsorbierender Farbe abgetont,
womit dem Treibhausklima des Stalles entgegengewirkt wurde. Das Bodenmaterial war
Estrichbeton. Die Liiftung erfolgte automatisch iiber % der gesamten Hausldange mittels in
Stufen ausstellbaren Dachsegmenten. Die Liiftungsklappen konnten auch manuell betétigt
werden. Durch ein in 3 m Hohe iiber die gesamte Grundfliche gespanntes feinmaschiges

Netz wurden eventuelle Ausbruchsversuche verhindert. In allen Hiusern wurden mehrere
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Aufenthaltsebenen geschaffen, vorzugsweise aus dem natiirlichen Material Holz.
Kratzbdume (Birnbaum), z.T. mit Handlaufseilen ummantelt, wurden jeweils in mehreren
Varianten bis zu einer Hohe von 2,5 m installiert. Umgestiilpte Holzkisten (mit Decken
ausgelegt oder mit Heu versehen), Europaletten®, Pappkartons, Plastrohre, Laufbretter,
Sitzbocke, an Seilen hingende Gummiringe und vieles mehr strukturierten den Raum.
Katzengras wurde regelméfig neu angeboten. Zusitzliche Infrarotstrahler boten den Tieren
nachts die Moglichkeit, sich an warmen Pldtzen aufzuhalten. Hervorragend als Spielzeug
haben sich Tischtennisbélle, Papiertiiten, Rasseln etc. bewéhrt. Der Futterplatz war

abgeteilt. Es wurde immer an diesem Platz gefiittert.

Tabelle 8: Daten zu den Versuchtierstéllen, in denen die SPF-Tiere untergebracht waren

TG 10 GSP 17 TG 10a
(Gruppen T1 und T2) |(Gruppen T1 und T2) |(Gruppe T1)
Fliche in m’ 101,48 127,68 83,20
Hoéhe (First) in m 4,98 3,50 3,00
Breite in m 8,60 5,70 5,20
Lange in m 11,80 22,40 16,00
Verglasung Thermoscheiben Einfachverglasung Thermoscheiben
Raumtemperaturen & 20°C & 24°C & 19°C
Luftfeuchtigkeit D 58% D 55% D 58%
3.24 Erforderliche Genehmigungen

Das Versuchsvorhaben TVV-Nr.: 2/96-“Priifung der Wirksamkeit einer Vakzine gegen
Feline Infektiose Peritonitis bei Katzen unter Tierheimbedingungen* war nach dem
Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 17.02.1993 (BGBI. S. 254)
genehmigungspflichtig. Die Genehmigung wurde auf Antrag und nach Priifung durch das
Regierungsprasidium Leipzig per Bescheid am 12.07.1996 erteilt. Ein wesentlicher
Auflagepunkt war die Vermittlung der Tierheimkatzen im Anschlul an den Versuch.
Sémtliche wihrend des Versuchs nétigen Anderungen waren genehmigungspflichtig. Die
entsprechenden Genehmigungen wurden erteilt. Die SPF-Tiere aus den USA unterlagen
einer Einfuhrgenehmigung (Binnenmarkt-Tierseuchenschutz-Verordnung in der Fassung
vom 31. Mérz 1995 [BGBI. I S. 431], gedndert durch die Verordnung vom 21. Mérz 1996

[BGBIL. T S. 528]). Diese wurde durch das Sachsische Staatsministerium fiir Soziales,
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Gesundheit und Familie auf Antrag hin am 08.10.1996 erteilt. Die Grenzkontrollstellen
wurden, entsprechend der VO, 24 h vor Einfuhr der Tiere informiert, die Genehmigungen
lagen diesen in Fotokopie vor. Die Einfuhr der Tiere wurde beim zustindigen Veterinir-
und Lebensmittelaufsichtsamt einen Werktag vor der Einfuhr angezeigt. Alle Tiere
unterlagen der Verordnung iiber Aufzeichnung iiber Versuchstiere und deren

Kennzeichnung vom 20. Mai 1988 (BGBI. I S. 639).

3.24.1 Behordliche Kontrollen

Die eingefiihrten SPF-Tiere unterlagen einer 14-tdgigen Quarantéine. Diese wurde durch die
Uberwachungsbehérde Landratsamt Leipziger Land, Lebensmitteliiberwachungs- und
Veterindramt am 12.11.1996 iiberpriift. Die Kontrollen des Regierungspréasidiums Leipzig
beziiglich der erteilten Auflagen aus der Tierversuchsgenechmigung erfolgten in

unregelméBigen Abstinden mit und ohne Vorankiindigung.

3.3 Versuchstiere

3.3.1 Spezifisch pathogenfreie (SPF)-Tiere

Die 40 spezifisch pathogenfreien Katzen (SPF-Tiere), je 20 weiblich und 20 ménnlich,
wurden von der Firma “Harlan-Winkelmann GmbH* (Borchen) geliefert. Zulieferer war
“Harlan Sprague Dawley, Inc.“ aus Indianapolis, Indiana (USA). Die Tiere wurden am
22.09.1996 bestellt und am 30.10.1996 (nach Deutschland iiber Amsterdam) aus
Indianapolis geliefert. Der Transport erfolgte in 20 Spezialbehdltern. Bei der Ankunft
waren die Tiere 9 Wochen alt, gesund und ungeimpft. Zur eindeutigen Identifikation waren
die Katzen vor der Einfuhr jeweils in beiden Ohren mit griiner Farbe titowiert. Die
Téatowierungen eines jeden Tieres bestanden aus dem Harlan-Firmenzeichen (rechtes Ohr)
und H6 sowie nachgestellt einer vierstelligen Nummer (linkes Ohr). Die Begleitpapiere
belegten Art (Felis silvestris felis catus) und Rasse (Domestic Shorthair), die Abstammung

und den Status der Tiere.
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Garantiert wurde das Freisein von bestimmten felinen Antikdrpern (“Antibody Profile
Defined™* der Firma Harlan [APD™]), die gerichtet sind gegen:

e C(aliciviren (FCV)

e Chlamydien

e Coronaviren (FECV/FIPV)

e Herpesviren (FVR/FHV-1)

e Immundefizienzvirus (FIV/FTLV)

e Leukdmievirus (FeLV)

e Parvovirus (FPV)

e Synzytialvirus (FeSFV)

e Toxoplasmen

Die ménnlichen SPF-Tiere wurden in der Versuchswoche 18 (ca. 27 Wochen Lebensalter)

kastriert.

3.3.2 Tierheimkatzen

Zur Auswahl geeigneter Tierheimkatzen, die als natiirliche Infektionsquelle im Versuch
genutzt wurden, kam ein kompetitiver ELISA zum Nachweis FIP-Virus-spezifischer
Immunkomplexe zur Anwendung. Bis zum Versuchsbeginn wurden die Tiere in Gruppen
zu je 5 bis 6 Tieren in Tierstéillen des Instituts flir Veterindr-Pathologie der Universitit
Leipzig gehalten. Dem Versuchsvorhaben standen 15 Tiere zur Verfiigung. Vier der 15
Tiere starben vor Versuchsbeginn an FIP. Die verbleibenden 11 Katzen bildeten im
Versuch die Gruppe T3, wobei im Versuch maximal 10 Tiere eingesetzt wurden. Nachdem
das erste Tier der Gruppe T3 am 24.02.1997 verstarb, wurde die Gruppe durch das

verbleibende Tier wieder auf 10 Tiere ergénzt.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die Gruppe T3 (Tierheimkatzen)

Tier- Geburtstermin Geschlecht Gewicht bei bisherige
Identifikation | z.T. geschitzt Ubernahme in Haltungart
(Tatowierung kg
rechtes Ohr)

41 Juli 1996 mannlich-kastr. * 2,46 unbekannt
42 Ende 1994 méinnlich-kastr. 2,80 Wohnungstier
43 Juli 1996 maéannlich-kastr.* 2,26 unbekannt
44 25.05.1995 ménnlich-kastr. 3,47 Freiginger
45 Mitte 1995 weiblich 2,43 unbekannt
47 Anfang 1995 weiblich 2,85 Wildfang
48 Ende 1993 weiblich-kastr. 2,64 Wohnungstier
49 Mitte 1995 mannlich-kastr. 3,08 unbekannt
50 April 1996 weiblich 1,86 Wildfang
51 April 1996 weiblich 2,14 Wildfang
52 April 1996 weiblich 1,52 Wildfang

*= erst nach Erhalt aus dem Tierheim kastriert

34 Impfstoffe

34.1 Die Vakzine Primucell°FIP

Der Impfstoff Primucell®FIP gegen die FIP wurde von “SmithKline Beecham®,
mittlerweile von “Pfizer* iibernommen, Ende der 80iger Jahre von Norden Laboratories,
Lincoln, NE, USA, entwickelt. Es handelt sich um einen lyophilisierten Lebendimpfstoff.
Seit Médrz 1991 ist er in Deutschland kommerziell erhéltlich. “Pfizer* ist immer noch
weltweit der einzige Anbieter eines Impfstoffes gegen die FIP. Der Impfvirusstamm
Norden DF 2 wild-type FIP-Virus (wt-FIPV) wurde von einer klinisch an FIP erkrankten
Katze post mortem aus der Leber isoliert (Christianson et. al., 1989). Nach mehreren
Passagen in Gewebehomogenaten von SPF-Katzen wurde das Virus auf Katzennierenzellen
(NL-FK-1 cell line) angeziichtet. Die Attenuierung erfolgte durch 99 Passagen, wobei bei
den letzten 39 Passagierungen die Temperatur von 39°C auf 31°C gesenkt wurde. Im
AnschluB an die letzte Passage erfolgte eine UV-Bestrahlung (Dauer 5 min, Distanz 5 cm,

Westinghouse 782-30 Lampe, 118 V, 0,5 A, 60 Zyklen), danach die Reinigung und
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Lyophilisierung des Antigens. Das entstandene avirulente Impfvirus kann sich optimal bei
31°C , aber nicht bei Temperaturen von 39°C (der normalen Korpertemperatur der Katze)
vermehren. Bei Temperaturen ab 54°C wird es zerstort. Dadurch unterscheidet sich das
temperaturtsensitive (ts)-FIPV von dem urspriinglichen DF 2-wt-FIPV (Christianson et al.,
1989). Das attenuierte, ts-FIPV wird unter Zusatz von Gentamicinsulfat (max. 100
ng/Impfdosis) als Primucell®FIP angeboten. Die Applikation erfolgt intranasal. Die
Packungsbeilage empfiehlt Grundimmunisierung ab einem Lebensalter von 16 Wochen und
eine Boosterung nach 3 Wochen sowie jahrliche Wiederholungsimpfungen.

Im Versuch wurde ein Impfstoff mit 5,5 log;¢CCIDs¢/Dosis verwendet (Vorschlag von Jay
Gerber, Pfizer-Study-Protokoll 2184D-10-95-155). Als Ausgangstiter im Wirksamkeitstest
der Vakzine (Charge 29057L) wurden 7,2 log;oCCIDso/Dosis ermittelt. Daraus ergab sich
ein Verdiinnungskoeffizient von 50 (von 10”? zu 10°”). Die Zubereitung des einsatzfahigen
Impfstoffes (20 Dosen a' 0,5 ml) erfolgte vor Ort. Vier tiefgefrorene (-79°C)
Primucell “FIP-Pellets (Chargen-Nr.: FD 29057L) wurden jeweils mit 1 ml 0,9%iger
steriler Kochsalzlosung aseptisch rehydriert. Nach Auflosen der Pellets wurden jeweils
0,25 ml der Losung aseptisch in ein steriles 30 ml-Gefdl3 gegeben, anschlieBend wurde mit
24 ml steriler Kochsalzlosung aufgefiillt. Dementsprechend standen 50 Impfdosen mit
einem Titer von 5,5 log;gCCIDsy/Dosis zur Verfligung. 20 Impfdosen von je 0,5 ml wurden
im Versuch bei der Gruppe T2 (siche Tabelle 7) beidseitig intranasal appliziert. Die
verbleibende Menge wurde zu je 2 ml portioniert, ziigig gefroren und anschlieBend in
Trockeneis gelagert. Unmittelbar danach erfolgte der Transport ins European Clinical
Development Laboratory der Firma Pfizer (B-1348 Louvain-la-Neuve), wo die
Riicktitration und Priifung erfolgte. Der Wirksamkeitstest der frischen Vakzine (Priifung
des Antigengehalts) ergab im geometrischen Mittel 10" CCIDs¢/Dosis, nach 7 Tagen
Aufbewahrung der Vakzine bei einer Raumtemperatur von 37°C wurde ein Antigengehalt
von 10> CCIDsy/Dosis ermittelt. Die Priifung der Probe auf Temperatursensitivitit ergab
bei 31°C einen Titer von 1077 CCIDs¢/Dosis und bei 39°C einen Titer von 10°%
CCIDsy/Dosis, woraus sich schlieBen 146t, da sich das Impfvirus bei 31°C 2000- bis 3000-
fach stirker vermehrte als bei 39°C. Die Suche nach Fremdviren verlief negativ. Der
Sterilitétstest verlief positiv. Der Gehalt an Gentamicinsulfat betrug < 100 pg/Dosis. Fiir
den am 20.12.1996 eingesetzten Impfstoff ergab sich abschlieBend ein Titer von 10™*
CCIDsyp/ml und fiir die Charge, die zur Boosterung am 10.01.1997 verwendet wurde, ein

Titer von 10> CCIDs¢/ml.
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3.4.2 Andere eingesetzte Impfstoffe

Tabelle 10: Ubersicht iiber die anderen eingesetzten Impfstoffe

Vakzine Chargennummer und Hersteller Applikation,
Formulation

FelocelITMCVR 30471 L (“SmithKline Beecham*) und It. Hersteller

(Iebendes attenuiertes 32 414 L (“Pfizer®) 1 ml s.c./ Tier

Rhinotracheitisvirus,

Calicivirus und

Panleukopenievirus)

Felocell™-T 202609 (“SmithKline Beecham*®) It. Hersteller

(inaktiviertes Tollwutvirus) 1 mls.c./ Tier

Leukocell™2 32 293 L (“Pfizer®) It. Hersteller

(Leukoseantigen gp 70, 1 mls.c./ Tier

FOCMA™®)

Eine Priifung der Impfstoffe mittels Riicktitration wurde nicht durchgefiihrt.

3.5 Angewandte Tests und Labormethoden

3.5.1 Kompetitiver ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) zum Nachweis

loslicher Immunkomplexe in Seren und Exsudaten FIP-verdichtiger Katzen

Bei einer FIPV-Infektion zirkulieren abhingig vom Erkrankungsstadium Immunkomplexe
im Serum bzw. sind in eventuell vorhandenen Brust- und/oder Bauchhdhlenergiissen
nachweisbar (Jacobse-Geels et al., 1982; Horzinek et al., 1986). Auf dieser Tatsache basiert
das Testprinzip des vorliegenden ELISA, der urspriinglich von Nancy Pfeiffer, “SmithKline
Beecham Animal Health®, Lincoln, Nebraska, entwickelt (Pfeiffer, 1991) und von Schroo
(1994) unter praktischen Bedingungen ausgetestet sowie optimiert wurde. Die
Durchfithrung des Tests erfolgte am Institut fiir Veterindr-Pathologie der Universitit

Leipzig.

3.5.1.1 Antigen-Beschichtung der Mikrotiterplatten
(Nunc®, 96-Loch-Mikrotiterplatte)

Das Antigen (FIP-Virus von einem Feldisolat, [von W. Herbst, Institut fiir Hygiene und

Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-Liebig-Universitit Giellen, gereinigt und zur
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Verfligung gestellt]) wurde im CoatingBuffer (siehe 9.3.1) 1:300 verdiinnt und je 100 pl
dieser Losung in jede Kavitdt einer 96-Loch-Mikrotiterplatte (Nunc GmbH, Wiesbaden)
pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte mit einem Deckel und Parafilm® verschlossen und
12 bis 16 h bei 4°C inkubiert. Nach vollstdndiger Entleerung der Mikrotiterplatte durch
Ausschlagen auf mehreren Lagen Zellstoff, wurden die Vertiefungen mit je 300 ul
Blockierungslosung (siehe 9.3.1) zur Blockierung freier Bindungstellen gefiillt. Daraufhin
wurde die Platte erneut fest verschlossen und 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieend entleert
und zweimal mit Aqua bidest. gespiilt.

Danach erfolgte die Trocknung bei 37°C {iber 4 h.

3.5.1.2 Aufbereitung der Serum- und Exsudatproben

Um feste Bestandteile aus den Serum- und Exsudatproben zu entfernen, wurden diese 3
min in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand zum spéteren Testeinsatz
vorsichtig abgesaugt. Bis zum Testeinsatz wurden die Proben bei einer Temperatur von -
79°C aufbewahrt. Die Proben wurden zu 200 pl portioniert, um mehrmaliges Auftauen und

wiederholtes Einfrieren zu vermeiden.

3.5.1.3 Probenvorbereitung

Zur Fillung der 16slichen Immunkomplexe wurden 10 ml Prézipitationsreagenz (siche

9.3.1) und 200 pl der zu testenden Serum- bzw. Exsudatprobe sowie der Positiv- und

Negativkontrolle (siche 9.3.1) in ein konisches Zentrifugenréhrchen aus Glas pipettiert. Die

Rohrchen wurden mit Deckel oder Parafilm® verschlossen, sorgfiltig geschiittelt und wie

folgt weiter behandelt:

1) Inkubation fiir 12-16 h bei 4°C

2) Zentrifugation bei 1500 x g fiir 20 min bei 4°C

3) Vorsichtiges Absaugen des Uberstandes mit einer Einmalpipette, Hinzufiigen von
500 pl Prézipitationsreagenz; Resuspendieren

4) Zentrifugation bei 1500 x g fiir 20 min bei 4°C

5) Absaugen des Uberstandes

6) Zugabe von 200 ul PBS, schiitteln, anschlieBend verschlieBen der R6hrchen

7) Inkubation fiir 25 min bei 37°C
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8) Kraftiges Schiitteln der Rohrchen, um das Prézipitat vollstindig in Losung zu
bringen
3.5.14 Durchfiihrung des Tests
1)  Herstellen einer 1:1-Verdiinnung von jeder prazipierten Serum- bzw. Exsudatprobe
(120 ul Probe + 120 ul Verdiinnungslosung [siehe 9.3.1])
2)  Belegen der Antigen-beschichteten (s. 3.5.1.1.) Mikrotiterplatte mit 50 pl/Vertiefung

der hergestellten Proben-Verdiinnung. Die Vertiefung A, stellt den Leerwert dar, die
Vertiefung B; bleibt bis zu Schritt 10 ungefiillt. Von jeder Probe wird ein

Doppelansatz hergestellt, A,-As wird mit Verdiinnungslosung belegt.

Schematische Darstellung der Belegung der Mikrotiterplatte:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12

A |L \Y% \Y% \Y A% 16* |20*% [24* |28* |32*% |[36* |40%*
B + + Pfd. |Pfd. [16* [20* [24* |28* |32* [36* |40%*
C |I* 4* 7* 10* | 13* |17* |21* [25% |29* |33* [37* |41*
D |I* 4% 7* 10* [ 13* |17*% [21* |25% |29*% |33* |37* |41*
E [2%* 5* 8* 11* | 14% |18* |22*% [26* |30* |34* |[38* |42%
F |2* 5* 8* 1% [ 14* [18* [22*% |26% |30* |34* |[38* [42%*
G |3* 6* 9* 12* | 15% |19* |23*% (27* |31* |35*% [39* |43*
H [3%* 6* 9% 12%¥ | 15% |19* |23*% [27* |31* |35% |[39* |43%*
L =leer Pfd = Negativkontrolle (gepooltes Pferdeserum)

* = Probennummer + = Positivkontrolle (bekannt positives Katzenserum)

V = Verdiinnungslosung

3)
4)

S)
6)

7)

Inkubation der Platte unter Luftabschluf3 fiir 30 min bei 37°C

Auftragen des mAk (siehe 9.3.1), 50 pl/Vertiefung, in einer Verdiinnung von
1:10 000

Inkubation der Platte unter Luftabschluf3 fiir 30 min bei 37°C

Entleeren des Platteninhaltes, dreimaliges Waschen mit je 300 ul Waschlosung
(sieche 9.3.1) pro Kavitit, zweimaliges Ausspiilen mit Aqua bidest., vollstdndiges
Ausleeren durch Ausschlagen auf einer Lage Zellstoff

Auftragen der Enzymkonjugatlosung (sieche 9.3.1), 100 ul/Vertiefung, in einer
Verdiinnung von 1:25 000
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8) Inkubation der Platte unter Luftabschluf} fiir 60 min bei 37°C

9) Entleeren des Platteninhaltes, dreimaliges Waschen mit je 300 pl Waschlosung pro
Kavitit, Ausspiilen mit Aqua bidest., vollstindiges Ausleeren durch Ausschlagen
auf einer Lage Zellstoff

10)  Auftragen der ABTS-Losung (siehe 9.3.1), 100 ul/Vertiefung, und Inkubation fiir
30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluf3

11)  Messen der Extinktion in einem ELISA-Photometer bei einer Wellenldnge von 405
nm und einer Referenzwellenldnge von 490 nm

12)  Hinzufiigen der Stoplosung (siehe 9.3.1), 100 ul/Vertiefung, und erneute Messung

der Extinktion

3.5.1.5 Auswertung der MeBergebnisse

Von jeder getesteten Probe wurde aus beiden Extinktionswerten des Doppelansatzes der
Durchschnittswert berechnet. Ebenso ermittelte man den Durchschnittswert der
Extinktionswerte des Vierfachansatzes der Verdiinnungslosung, welcher als 100%-Wert
diente. Die prozentuale Hemmung der Extinktion der getesteten Proben berechnet sich nach
folgender Formel:

Durchschnitt Extinktion der Probe
Durchschnitt Extinktion Verdiinnungsldsung

Prozent Hemmung =1 —

Der “Cut-off*-Wert wurde von Schroo (1994) ermittelt und liegt bei 25%, das entspricht
einer Extinktion von 75%. Proben mit Extinktionswerten zwischen 75% und 80% wurden

als grenzwertig eingestuft und erneut getestet.

3.5.2 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT)

Der indirekte Immunfluoreszenztest (Lange et al., 1987; Ko&lbl u. Schuller, 1988) wurde
zum Nachweis von Antikorpern gegen das Virus der Felinen Infektiosen Peritonitis genutzt
(Pedersen, 1976b; Osterhaus et al., 1977). Die Serum- und Aszitesproben wurden im
Institut fiir klinische Priifung Ludwigsburg GmbH, Veterindrmedizinisches Labor,
untersucht. Die fiir die Testdurchfilhrung benétigten, mit TGEV-infizierten (Stamm
Purdue) Monolayer (PD 5) mit je 10 Feldern wurden von Prof. Dr. Lutz, Universitét
Ziirich, bereitgestellt. Die mit Aceton fixierten Monolayer wurden bis zur Verwendung bei

-20°C gelagert.
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3.5.241 Testdurchfithrung

1) Die Objekttrager werden auf Raumtemperatur gebracht

2) Von den Patientenseren werden je 25 pl in den Verdiinnungen 1:25, 1:50, 1:100 und
1:400 auf die Testfelder pipettiert

3) Inkubation fiir 30 min bei 37°C in einer feuchten Kammer

4) 15 min Waschen in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS )

5) 30 min Inkubation mit 25 pl Konjugat (Fluoreszein-Isothyocyanat [FITC]-
markiertes Anti-Katzen-IgG [Binding-site, Heidelberg], Verdiinnung im Test
1:1000 [5 ml PBS, 5 pl Anti-Katze-IgG-Konjugat, 10 pl Evans Blue]) in einer
feuchten Kammer

0) Sorgfiltiges Spiilen mit PBS 15 min

7) Abtrocknen der Objekttrager

8) Eindecken in Glycerin-PBS (pH-Wert 7,2)

9) Beurteilung mit dem Fluoreszenzmikroskop (UV-Licht mit 340 nm)

Bei Antikdrper-positiven Proben férbt sich das Zytoplasma der infizierten Zellen homogen

griin. Die infizierten Zellen waren als griin aufleuchtende Zellinseln erkennbar. Es wurde

mit einem Schwellenwert von 1:100 gearbeitet. Als Antikorper-Titer wurde diejenige

Serumverdiinnung bestimmt, bei der ein Unterschied zwischen den virusspezifisch

fluoreszierenden Zellinseln einerseits und dem nichtinfizierten Zellhintergrund andererseits

gerade noch deutlich zu erkennen war. Dabei war es bei positiven Proben mit einem Titer >

1:400 nétig, die Monolayer mit entsprechend hdherer Serumverdiinnung (1:800 bis 1:3200)

neu zu beschicken. Der Test wurde dann mit der neuen Probenverdiinnung wiederholt, um

den endgiiltigen Titer bestimmen zu konnen.

353 Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR)

Die RT-PCR (Herrewegh et al., 1995b; Addie et al., 1996; Gunn-Moore et al., 1998) wurde
am Department of Clinical Veterinary Science, Division of Molecular and Cellular
Biology, University of Bristol, UK, von Dr. Danielle Gunn-Moore, PhD, durchgefiihrt.
Dazu wurden die frisch entnommenen, mit dem Antikoagulans EDTA versetzten Blut-
proben (ca. 2-3 ml/Tier, in Kabevette® [KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsen-
roth], Monovette® oder Multivette® [SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht]) gekiihlt (4°C)
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per Kurier verschickt. Alle Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Endvolumen der

jeweiligen Losung.

3.5.3.1

1)

2)

3)

4)

3.53.2

1)

Isolierung und Kultivierung der Monozyten

Zentrifugieren des Blutes bei 2000 x g fiir 10 min; Aufnahme der Buffy Coat-Zellen
(Schicht aus Leukozyten und Thrombozyten, die sich im zentrifugierten Blut
oberhalb der verdichteten Erythrozyten absetzt) und Verdiinnung mit RPMI-
Zellkultur-Medium mit 5% (v/v) fetalem Kélberserum (Sigma, Deisenhofen), 0,1
png/ml L-Glutamin (Sigma, Deisenhofen), 50 pg/ml Gentamycin, 10 pg/ml
Concanavalin A (Sigma, Deisenhofen) und 10 pg/ml Lipopolysaccharid vom E. coli
Serotyp 0127:B8 (Sigma, Deisenhofen) auf ein Endvolumen von 10 ml

Kultivierung fiir etwa 16-18 h bei 37°C und 5% CO; in 25 cm’ -
Gewebekulturflaschen (Corning, UK); Entfernen der nichtadhirenten Zellen durch
mehrmaliges Waschen mit warmem, sterilem PBS-Puffer

Zugabe von 5 ml einer Suspension von whole feline embryo (WFE) -Zellen (~ 5 x
10* Zellen/ml) in Eagle's Minimum Essential Medium (MEM, Sigma, Deisenhofen)
mit 10% (v/v) fetalem Kalberserum, 0,23% (w/v) Natriumbikarbonat, 0,1 pg/ml L-
Glutamin, 1% (v/v) nicht-essentiellen Aminosduren (Gibco-BRL, Burlington, ON,
Canada), 0,05% (v/v) Laktalbumin-Hydrolysat (Gibco-BRL, Burlington, ON,
Canada) und 50 pg/ml Gentamycin

Kultivierung bei 37°C und 5% CO,; nach 4 Tagen Uberfiihren der durch Inkubation
mit Trypsin abgeldsten Zellen in 75 cm*-Gewebekulturflasche (Corning); nach 7
Tagen Entnahme von %/3 der zur Subkultivierung hergestellten Zellsuspension nach
Trypsin-Behandlung, zentrifugieren bei 2000 x g fiir 5 min, waschen in sterilem
PBS-Puffer, lysieren in 1 ml RNA-Extraktionslosung (TRI Reagenz®; Sigma,
Deisenhofen) und einfrieren bei —70°C; Subkultivierung des verbleibenden 1/3 der

Zellsuspension (Gesamtdauer der Kultivierung: 4 Wochen)

RNA-Extraktion

Pipettieren der Zellen in TRI-Reagenz® (Sigma, Deisenhofen), bis das Lysat eine
fliissige Konsistenz erreicht (ca. 20 —maliges Driicken des Lysates durch auf 5 ml-

Spritze aufgesetzte Kaniile [21 G])
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2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Mischen auf dem Vortexer fir 30 sec; Zugabe von 200 pul
Hochdruckfliissigkeitschromatographie =~ (HPLC)-fdhiges Chloroform (Sigma,
Deisenhofen)

Mischen auf dem Vortexer fiir 30 sec; zentrifugieren bei 13000 x g fiir 15 min bei
4°C (Hettich Zentrifuge EBA 12R; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

Verbringen der oberen, wélrigen Schicht in 1,5 ml Mikrozentrifugen-
Reaktionsgefdll ; Zugabe der gleichen Menge (ca. 0,5 ml) auf 4°C gekiihltes
Isopropanol (Sigma, Deisenhofen).

Mischen auf dem Vortexer; einfrieren der Proben fiir mindestens 30 min bei -20°C;
auftauen, zentrifugieren bei 13000 x g fiir 15 min bei 4°C

Verwerfen des Uberstands, waschen des Pellets durch Zugabe von 1 ml 75%
Ethanol (molecular grade; Hayman)

Mischen auf dem Vortexer; zentrifugieren bei 8000 x g fiir 10 min bei 4°C
Verwerfen des Uberstands, lufttrocknen; resuspendieren in 20 pl
Diethylpyrokarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser

Bestimmung der RNA-Menge in einem Spektrophotometer (Ultrospec 2, LKB
Biochrom; Cambridge, UK) (Gunn-Moore, 1997b)

Zum Ausschlu} einer moglichen Degradierung der RNA wihrend der Extraktion wurden

einzelne Proben auf 2%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit

Ethidiumbromid (200 ng/ml Agarose) gefarbt.

3.533

1)
2)

3)

DNase-Behandlung zur Entfernung kontaminierender genomischer DNA

Erhitzen der RNA-Extrakte auf 94°C fiir 5 min; anschlieBendes Kiihlen auf Eis
Ansatz der Reagenzmischung (0,1 pg/ul RNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,3); 50 mM
KCl; 2,5 mM MgCl,, 0,1 U/ul DNAse 1 (molecular bioloy grade, Gibco-BRL,
Burlington, ON, Canada); DEPC-Wasser ad 50 pl); Inkubation fiir 15 min bei
Raumtemperatur

Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 2,5 mM EDTA; anschlieende Inkubation
fiir 15 min bei 65°C
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3.5.3.4. Synthese der cDNA (RT-Reaktion)

Es wurde ein kommerziell erhéltlicher Kit (SuperScript Preamplification System for First
strand cDNA synthesis; SuperScript ™, Gibco-BRL, Burlington, ON, Canada) verwandt.

1) Zugabe von 0,5 pg Oligodesoxythymidintriphosphat (dT)i2.;s Primer zu den
DNAse-behandelten RNA-Extrakten (ca. 2-5 pg RNA); Inkubation fiir 10 min bei
70°C

2) Kiihlen fiir mindestens 1 min auf Eis

3) Volumeneinstellung auf 20 pl durch Zusatz von:

4) 20 mM Tris-HC1 (pH 8,4), 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,5 mM
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTP)-Mix , 10 mM DTT und 10 U/pul SuperScript 2
RT reverse transcriptase (Gibco-BRL, Burlington, ON, Canada); Inkubation fiir 45
min bei 45°C; Inaktivierung fiir 15 min bei 70°C; Kiihlung auf Eis.

5) Zugabe von 0,1 U/ul E. coli-RNase H; Inkubation fiir 20 min bei 37°C; Lagerung
der cDNA bei -20°C

3535 Oligonukleotid-Primer

Es wurden Primer fiir den C-Terminus des S-Gens (Primer A-F, A-R, B-F und B-R;
basierend auf der Sequenz des FIPV 79-1146-Stammes; de Groot et al., 1987) und das
hochkonservierte N-Gen (Primer NF, NR1 und NR2; Vennema et al., 1991) von FCoV
sowie Primer fiir das Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase—Gen als “housekeeping
gene* eingesetzt (Gunn-Moore, 1997b; Gunn-Moore et al., 1998). Fiir FCoV wurden die
Primer als “nested” oder “semi-nested“-Paare konstruiert. Die Primer-Sequenzen sind in

Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: FCoV und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Primer

Primer Amplifikat

GrofB3e Bindungs- GrofBle Sequenz 5" >3’

(nt)  stelle (nt)
FCoV (S)
A-F 24 25372560 TCA CAC ATT CTG ACG GAG ACG TGC
A-R 24 3375<-3352 CGC TTT AGC AAC AGT GGC AAG ACC
A-F+A-R 839
B-F 23 27502772 CAA TGG GTG CCA GACTTG AAA AC
B-R 25 3104<-3080 GCT ACA CCT GGT AGAACC ATG ATG C
B-F + B-R 355
FCoV (N)
NF 28 436—463 CCA CCA CAA TTC CAG CTT GAA GTG AAC C
NRI1 49 1021995 GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCC GGG ATT

TTC TTT GCC TCT GAT CCT TAG C
NR2 45 809«-785 GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCA GCA TTT
GGCAGC GTT ACC ATT GGC

NF + NR1 587
NF + NR2 373
G3PDH-F 22 167189 CCT TCA TTG ACC TCA ACT ACA T
G3PDH-R 21 546<-566 CCA AAG TTG TAC TGG ATC ACC
G3PDH-F + G3PDH-R 399

F = forward primer (vorwirtslaufender Primer)
R =reverse primer (riickwértslaufender Primer)

nt = Nukleotide

3536 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

- Master-Mix fiir die 1. PCR:

20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2,0 nM MgCl,, 200 uM dNTP-Mix; 0,1 U/ul
AmpliTaq Gold™ DNA-Polymerase (Perkin Elmer); 2 pl (5% (v/v)) cDNA-Verdiinnung; je
3 uM FCoV-Primer; Auffiillen mit DEPC-Wasser auf ein Endvolumen von 50 ul

- eingesetzte Primer:

fur das S-Gen A-F und A-R und fiir das N-Gen NF und NR1
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- PCR-Protokoll (Thermocycler: Touchdown-Hybaid, Tiibingen)
10 min bei 94°C
35 Zyklen: 1 min bei 94°C
1 min bei 55°C
2 min bei 72°C
10 min bei 72°C

- 2. PCR:

Falls das PCR-Produkt der 1. PCR im Agarosegel (s. 3.5.3.7) keine positive Bande
erbrachte, wurde eine zweite PCR durchgefiihrt, indem 2 pl des Produkts aus der 1. PCR in
die 2. PCR eingesetzt wurden

- Mastermix: siehe oben

- eingesetzte Primer
fir das S-Gen B-F und B-R und fir das N-Gen NF und NR2
Das PCR-Protokoll ist identisch mit der ersten PCR.

- Kontrollen:

Positiv- und Negativkontrollen liefen in jedem Abschnitt der PCR-Reaktion mit. Die
Positivkontrollen enthielten amplifizierte cDNA, die aus der Kontroll-RNA des Kits (s.
3.5.3.4) unter Benutzung des PCR-Primers (0,1 uM) des Kits hergestellt wurden, sowie
experimentell hergestellte FCoV-cDNA-Proben, die als stark positiv bekannt waren (Gunn-
Moore, 1997b; Gunn-Moore et al., 1998). Negativkontrollen enthielten keine RT, keine
Primer oder keine cDNA-Kontrollen.

- housekeeping gene GAPDH:

Das PCR-Protokoll ist identisch mit dem fiir die PCR fiir die Coronavirus-Sequenzen.

3537 Nachweis der PCR-Produkte mittels Agarosegel-Elektrophorese und

Ethidiumbromid-Fdarbung

Die DNA wurde mittels Elektrophorese in einem 2%igen Agarose/Tris-Acetat-EDTA
(TAE, s. Anhang Losungen und Puffer)-Gel mit 200 ng/ml Ethidiumbromid-Agarose
aufgetrennt (10 ul PCR-Produkt mit 2 pl 6 x Gel Loading Solution (Sigma, Deisenhofen) je

in eine Kavitét). Die DNA-Bruchstiicke wurden mit einem UV-Transilluminator (UVP Inc.;
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Cambridge, UK) sichtbar gemacht und fotografiert (Polaroid Schwarz-WeiB3-Film 667;

Sigma, Deisenhofen).

3538 Quantifizierung der PCR-Produkte

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte anhand der Intensitdt der Banden im
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel im Vergleich zur Intensitit der Banden in den
Positivkontrollen und der G3PDH-Bande der gleichen Probe. Dementsprechend wurden die

untersuchten Proben folgendermallen beurteilt:

- negativ  (d.h. keine Monozyten-assoziierte = FCoV-Virdmie

nachweisbar)

(+) | schwach positiv

+ méBig positiv

++ | stark positiv

+++ | sehr stark positiv

3539 Bestdticung der Spezifitit der Banden

Die Spezifitit der Banden im Ethidiumbromid-gefarbten Gel wurde mittels Southern
Blotting und der Elektrochemolumineszenz (ECL™, Amersham Life Science;
Buckinghamshire, UK) zum Nachweis der spezifisch gebundenen Sonden bestdtigt (Gunn-

Moore, 1997b; Gunn-Moore et al., 1998).

3.54 Fixierung der Gewebe

Gewebeproben der groflen Parenchyme (Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Diinn- und
Dickdarm, Mesenteriallymphknoten, Knochenmark, Milz sowie alle makroskopisch
veranderten Gewebe wurden routinemifig fiir 12-18 h in 10% neutralisiertem,
ungepuffertem Formalin fixiert. Die Gewebeproben wurden im Einbettautomaten
Hypercenter XP (Shandon, Frankfurt) in Vogel-Histo-Comp.” (VO-5-1002; Vogel, Giefien)
bei 60° C eingebettet.
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3.5.5 Histopathologische Priparation

Von den eingebetteten Geweben wurden Schnitte hergestellt, auf EiweiB-Glyzerin-
beschichtete Objekttrager aufgezogen und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.

Fir die immunhistologischen Untersuchungen wurden Schnitte auf SuperFrost*/Plus-
Objekttrager (041300; Menzel Gléser, Braunschweig) aufgezogen, ca. 1 h vor einem

Ventilator luftgetrocknet und anschlieBend direkt weiterverarbeitet.

3.5.6 Nachweis des Coronavirus-Antigens

Zum Nachweis des Coronavirus-Antigens wurde ein monoklonaler Antikorper (FCV3-70)

(Customs Monoclonals International, Sacramento, USA) unter Anwendung der PAP-

Methode (Tammer et al., 1995; Kipar et al., 1998) eingesetzt. Sdmtliche Inkubationen

wurden, sofern nicht anders vermerkt, bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

1) Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol® fiir 10 min, danach 2 x
Isopropylalkohol und 1 x 96% Alkohol fiir je 3 min

2) Inaktivierung der endogenen Peroxidase in Methanol mit frisch zugesetztem 0,5%
H,0, fiir 30 min

3) TUF(Target Unmasking Fluid)-Behandlung: Waschen der Schnitte in Aqua dest.
Erhitzen der verdiinnten TUF-Losung (1 Teil TUF + 2 Teile Aqua dest. [Dianova
GmbH, Hamburg]) in Plastikkiivetten im Wasserbad auf 94° C. Inkubation der
Schnitte fiir 10 min bei 94° C in einer Kiivette; anschliefendes Abkiihlen der
Schnitte in den Kiivetten bei Raumtemperatur auflerhalb des Wasserbades fiir 15
min. Waschen der Schnitte fiir 1 min in Aqua bidest. und anschlieend in TBS

4) Aufbringen der Objektriger auf Coverplates' (Life Science International,
Frankfurt/Main) und Einfithren der Coverplates™™ (Life Science International,
Frankfurt/Main) in die Halterung

5) Inkubation mit 10% Rattenserum in TBS fiir 10 min

6) Auftragen des monoklonalen Primérantikdrpers (FCV3-70) (Customs Monoclonals
International, Sacramento, USA) (1 : 100 in TBS).
Inkubation der Schnitte fiir 12 bis 18 h bei 4°C

7) Spiilen der Schnitte durch Einbringen von 2 ml TBS in das Coverplate™ (Life

Science International, Frankfurt/Main)
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8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)
16)

17)

Auftragen des 1:100 in TBS verdiinnten Sekundérantikorpers (Ratte anti-Maus IgG)
(DIANOVA GmbH, Hamburg)

Spitilen der Schnitte durch Einbringen von 2 ml TBS in das Coverplate™ (Life
Science International, Frankfurt/Main)

Auftragen des 1:500 in TBS verdiinnten Maus-PAP (DIANOVA GmbH, Hamburg).
Inkubation der Schnitte fiir 30 min

Spiilen der Schnitte durch Einbringen von 2 ml TBS in das Coverplate™ (Life
Science International, Frankfurt/Main)

Inkubation der Schnitte unter stindigem Riihren (Magnetriihrer) in frisch
hergestelltem 0,05% 3,3"-Diaminobenzidintetrahydrochlorid mit 0,01% H,0, in

0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1) fiir 10 min

Waschen der Schnitte 3 x fiir je 5 min in TBS und 1 x 5 min in Aqua dest.
Gegenfarben mit Papanicolaous Himatoxylin fiir ca. 20 sec und Blduen der Schnitte
in Leitungswasser fiir 5 min

Waschen fiir 1 min in Aqua dest.

Entwissern der Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe und zweimaliges Kldren
in Roti-Histol®

Eindecken in Eukitt®
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4. Ergebnisse

Mit Hilfe des kompetitiven ELISA zum Nachweis von FIPV-spezifischen I6slichen
Immunkomplexen in Seren und Exsudaten wurden natiirlich FIPV-infizierte Katzen aus
verschiedenen Tierheimen selektiert und als natiirliche Infektionsquelle (unbekannte
Feldviren) im Versuch eingesetzt. In den einzelnen Tierheimen reagierten 5 % bis 16 % der
getesteten Tiere im ELISA positiv. Insgesamt wurden 265 Katzen serologisch getestet. 18
Tiere (7%) davon reagierten im ELISA positiv. 15 Tiere konnten fiir den Versuch
iibernommen werden. Vier dieser Tiere (Gruppe T3) verstarben bereits vor Versuchsbeginn
an der effusiven Form der FIP, so daB3 noch 11 Tiere in den Versuch gelangten. Der
klinische Status der meisten in den Versuch gelangten Tierheimkatzen blieb unveréndert.
Ein Tier der Gruppe T3 entwickelte eine klinisch manifeste Coronavirus-Enteritis, an der es
in der Versuchswoche 16 verstarb. Eine weitere Tierheimkatze starb in der Versuchswoche
35 an der effusiven Form der FIP.

In der Versuchswoche 12 wurden alle Gruppen zusammengesetzt (Versuchsbeginn im
engeren Sinne = Challenge). Trotz des grofziigigen Platzangebotes kam es vermehrt zu
Rangkidmpfen, bei welchen die &lteren und schwereren Tierheimkatzen klar dominierten.
Aber auch zwischen den SPF-Katzen gab es erhebliche Auseinandersetzungen, was zu
verschiedenen Verletzungen fiihrte, die z. T. veterindrmedizinisch behandelt werden
mufiten (diverse HautriBwunden hauptsdchlich im Kopfbereich, Augenverletzungen). Bei
den SPF-Katzen fiel der Zahnwechsel und bei den médnnlichen SPF-Tieren die Kastration in
diese Zeit.

Bereits vor dem Auftreten der Felinen Infektiosen Peritonitis trat ca. eine Woche nach dem
Zusammensetzen aller Tiere, d.h. in der Versuchswoche 13, in allen drei Gruppen eine
“Katzenschnupfensymptomatik auf. Vorrangige Symptome waren Augen- und
Nasenausflul (anfangs serds, spiter sero-mukos), Lidschwellungen, Niesen sowie eine

Verschlechterung des Allgemeinbefindens (Inappetenz, Mattigkeit).

4.1 Gewichtsentwicklung der SPF-Tiere

Die Gewichtsentwicklung der SPF-Tiere war unabhdngig vom Impfstatus und insgesamt
ausgeglichen (Abb. 3). Die leichteste und die schwerste Katze der Jungtier-SPF-Population
starben am Anfang des Versuches (nicht an FIP, sondern an respiratorischen
Erkrankungen). Das Durchschnittsgewicht der am Versuchsende 12 Monate alten Tiere lag

bei 2,82 kg (3,17 kg bei den minnlichen und 2,63 kg bei weiblichen Tieren). Laut Harlan
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Sprague Dawley, Inc., Indianapolis, Indiana (USA), betrdgt das Durchschnittsgewicht der
SPF-Katzen schon nach 45 Wochen ca. 3,52 kg (4,25 kg bei den mannlichen und 2,8 kg bei
weiblichen Tieren).

Abb. 3
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Gewichtsentwicklung aller SPF-Katzen im Versuchszeitraum

4.2 Serologische und andere Testergebnisse

Alle Tiere zeigten im Laufe des Versuchs Serokonversion. Die Vakzine Primucell “FIP
induzierte CoV-Antikdrper-Titer von 1:50 bis 1:800. Nach einsetzendem Infektionsdruck
stiegen die CoV-Antikorper-Titer bei einzelnen Impf- und auch Kontrolltieren bis auf >
3200. Nicht alle Tiere, die hohe CoV-Antikorper-Titer aufwiesen, erkrankten auch an FIP.
Ebenso gab es im ELISA zeitweise positiv reagierende Tiere, die nicht an FIP erkrankten
und bei denen am Versuchsende auch keine FIP festgestellt werden konnte. Auf der
anderen Seite erkrankten und starben Tiere an FIP, die im ELISA negativ reagierten. Einige
Tiere, die an FIP erkrankten, waren niedrigtitrig und im ELISA negativ, andere wiederum
hochtitrig und positiv im ELISA. Eine GesetzméBigkeit oder Signifikanz konnte nicht
gefunden werden. Auffillig sind aber die dhnlichen Verldufe der CoV-Antikorper-Titer und
der ELISA-Ergebnisse (Vorhandensein 16slicher Immunkomplexe in Seren) in der
graphischen Auswertung (siehe 9.2 [Antikorper-Titer- und ELISA-Verldufe]) bei einigen
Tieren, eine GesetzmaBigkeit konnte aber auch hier nicht gefunden werden. Die Serologie
gab bei den SPF-Tieren keinen Hinweis fiir die Diagnose FIP oder fiir die Prognose, eine

FIP zu entwickeln.
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Der Nachweis der FCoV-Infektion erfolgte am lebenden Tier auch direkt mittels RT-PCT
zum Nachweis von FCoV-Genom in Monozyten nach deren Ko-Kultivierung mit felinen
Embryonalzellen (Gunn-Moore, 1997b; Gunn-Moore et al., 1998). Der Nachweis der
Monozyten-assoziierten Virdmie erfolgte ab Vorliegen des Infektionsdrucks fiir ca. 5
Monate zweimal im Abstand von ca. 10 Wochen bei allen Tieren, die den Versuch bis
dahin iiberlebt hatten. Simtliche Tierheimkatzen waren mindestens bei einem der Tests
positiv, von den 17 SPF-Katzen, die mindestens einmal untersucht wurden, waren 16
positiv. Am Versuchsende waren 20 von 23 iiberlebenden Tieren (SPF-Tiere und

Tierheimkatzen) in der RT-PCR positiv.

4.3 Klinisch unauffallige SPF-Tiere

Sieben SPF-Tiere (H6 1455, H6 1443, H6 1433, H6 1427, H6 1436, H6 1425 und H6 1432)
waren wahrend des gesamten Versuchszeitraumes klinisch unauftéllig und zeigten keinerlei
Symptome irgendeiner Erkrankung. Das sind 17,5 % aller SPF-Tiere. Davon waren 3 Tiere
(2 weiblich / 1 ménnlich) aus der Gruppe T1 (Kontrollgruppe) und 4 Tiere (3 weiblich / 1
méinnlich) aus der Gruppe T2 (Primucell®-Gruppe). Bei keinem dieser Tiere konnte am
Versuchsende in der Obduktion FIP diagnostiziert werden. Zwei Tiere wiesen CoV-
Antikdrper-Titer > 3200 in der Versuchswoche 22 (erste Blutentnahme nach Challenge)
auf. Am Versuchsende beliefen sich die CoV-Antikdrper-Titer auf maximal 1 : 400, im
kompetitiven ELISA reagierten alle negativ und in der RT-PCR zeigten 5 von den 7 Tieren

eine positive Reaktion.

4.4 Andere Todesursachen als FIP

In der Tabelle 11 findet sich eine Ubersicht iiber die anderen Todesursachen als FIP.
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Tabelle 11: Andere Todesursachen im Versuchszeitraum

Anzahl der im Befund Geschlecht
Versuch gestorbenen
Tiere
T1 (SPF-Kontrolltiere) 1 Kiimmerer weiblich
1 Pleuritis (Nokardiose) minnlich
T2 (Primucell®- 1 katarrhalisch-eitrige ménnlich
Gruppe) Pneumonie
1 Narkosezwischenfall bei ménnlich
Augenoperation

T3 (Tierheimkatzen) 1 Coronavirus-Enteritis minnlich

4.5 Chronologische Ubersicht der Todesfille

Abb. 4:

Chronologische Ubersicht der Todesfille (aller Ursachen) im Versuchszeitraum:

5
Fille
pro 4
Woche
3
2
1
0

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42

zusammengesetzt 7 Versuchszeitraum in Wochen

M Gruppe T1 (20 SPF-Kontrolltiere - 12 Tiere gestorben)
B Gruppe T2 (20 SPE-"Primucell®"-Impftiere - 14 Tiere gestorben)
L Gruppe T3 (11 FIP-positive Tierheimkatzen - 2 Tiere gestorben)

Die Versuchswoche 12 stellt den Versuchsbeginn im engeren Sinne dar (Zusammensetzen
aller Tiere, Beginn des natiirlichen Infektionsdrucks fiir die SPF-Primucell®-Tiere und die

SPF-Kontrolltiere, Challenge).
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4.6 FIP-Falle

Der erste FIP-Fall wurde ca. sechs Wochen nach Einbringen der Tierheimkatzen (T3) in
der Versuchswoche 18 (6 Wochen nach der Exposition) klinisch manifest. Es folgten
wenige Tage spiter eine Vielzahl von FIP-Erkrankungen bei den SPF-Tieren (Abb. 13 und
14, Anhang 9.1). Es handelte sich iiberwiegend um die effusive Form der FIP (Abb. 10-15,
Anhang 9.1). Ein SPF-Tier iiberlebte eine FIPV-Infektion mit klinischer Manifestation. Es
war nach abgeklungener Symptomatik (Abb. 16-18, Anhang 9.1) vollkommen genesen und
klinisch unaufféllig. Am Versuchsende war es in der Obduktion FIP-negativ. Im Verlauf
des Versuches starben bzw. wurden im Finalstadium der FIP oder anderer Erkrankungen 28
Tiere (Tabelle 12) euthanasiert. Zwolf Tiere stammten aus der Kontrollgruppe und vierzehn
aus der Primucell®-Impfgruppe. Zusitzlich starben 2 der Tierheimkatzen. Die Diagnose
einer FIP wurde post mortem durch den Sektionsbefund, den histopathologischen Befund
und den immunhistologischen Nachweis von FIPV-Ag in den Lisionen bestétigt. Die
verbleibenden SPF-Katzen wurden am Versuchsende zwecks Abkldrung einer FIP
euthanasiert. Es handelte sich um sechs SPF-Primucell®-Impftiere und acht SPF-
Kontrolltiere. Bei keinem dieser Tiere fanden sich Verdnderungen im Sinne einer FIP.
Auftillig waren bei fast allen dieser SPF-Tiere Verdnderungen der lymphatischen Gewebe
(follikuldre Hyperplasie und vergleichsweise verbreiterte T-Zell-Zonen in den Mesenterial-
lymphknoten und der Milz, sowie eine Thymushyperplasie).

Aufgrund der Tierversuchsauflagen (Vermittlung der T3-Tiere) konnten die
Tierheimkatzen am Versuchsende nicht untersucht werden. Alle vermittelten Katzen waren
bei Abgabe jedoch klinisch unauffillig. Zu fiinf der vermittelten Katzen existieren noch
Informationen nach Ablauf des Versuches: sie sind alle gesund bzw. klinisch unauffillig.
Keines der Tiere erkrankte klinisch manifest an FIP oder einer anderern Erkrankung oder
verstarb an FIP oder einer anderen Erkrankung (Stand 1.7.2001).

Tabelle 12 und Abbildung 5 geben einen Uberblick iiber die FIP-Erkrankungen des
Versuchs. Es gab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,53) zwischen der SPF-
Primucell®-Impfgruppe und der SPF-Kontrollgruppe beziiglich der Anzahl der Tiere, die an
FIP erkrankt waren. Zur Anwendung kam der Mantel-Haenzsel Chi-Quadrat-Test.
Weiterhin ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Geschlechtsverteilung der an FIP
erkrankten Tiere (Abb. 6).
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Abb. 5: chronologische Ubersicht iiber das Auftreten der einzelnen Formen der FIP
bei den SPF-Katzen
5 Falle pro Woche
a4l L
Y S
3 |
T | N | O L
\ 1|
0 3 6 9 12 18 21 27
Versuchszeitraum in Wochen nach der Exposition
M Katze mit der trockenen Form der FIP - nur ZNS
OKatzen mit der effusiven Form der FIP
mEKatzen mit der trockenen Form der FIP
Tabelle 12
Gruppe Anzahl im davon Befund FIP FIP FIP
Versuch (Inzidenz in %) weiblich | ménnlich
gestorbener™® Tiere
T1 (SPF-Kontrolltiere) 12 10 (50% von T1) 7 3
T2 (Primucell”*- 14 12 (60% von T2) 3 9
Gruppe)
T3 (Tierheimkatzen) 2 1 (9%) 1 0
alle Gruppen zusammen 28 23 (45%) 11 12

*bzw. im Finalstadium der FIP oder anderer Erkrankungen euthanasiert

Abb. 6: Geschlechtsverteilung der an FIP erkrankten SPF-Tiere

10 weibliche SPF-Tiere

45 %

55 %

12 maénnliche SPF-Tiere
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4.7 Preventable fraction

Aus Tabelle 12 ergibt sich eine geschiitzte Fraktion (preventable fraction) von -20 %,
errechnet nach der Formel:

Inzidenz der Gruppe T1 - Inzidenz der Gruppe T2 % 100

Preventable fraction = -
Inzidenz der Gruppe T1

4.8 Formen der FIP

Die FIP trat bei den SPF-Tieren sowohl in der feuchten als auch in der trockenen Form auf
(Abb. 13, 14 und 16).

Die effusive Form lag in den meisten Fillen in typischer Auspriagung vor (Abb. 10-15,
Anhang 9.1). Die Aszitesmenge betrug im Durchschnitt 350 ml. Im Vergleich zu Tieren mit
der trockenen Form der FIP zeigten Tiere mit der effusiven Form der FIP einen
fulminanteren und kiirzeren Krankheitsverlauf, die Krankheitsdauer lag im Durchschnitt
bei 14 Tagen (anfinglich 7 Tage, spiter bis 33 Tage). Eine AuBlnahme bildeten eine
Tierheimkatze (Nr. 45) und wenige SPF-Katzen (H6 1431, H6 1444), bei denen sich die
Krankheitsdauer bei der effusiven Form der FIP iiber mehrere Wochen erstreckte. Tabelle
13 zeigt die Krankheitsformen und -verliufe der an FIP erkrankten SPF-Katzen in
chronologischer Reihenfolge mit Angabe der Aszitesmengen. Erstes wahrnehmbares
Symptom war stets die progressive Aszitesbildung. Das Allgemeinbefinden der Tiere war
haufig lange Zeit ungestort (Abb. 10-15, Anhang 9.1), der Appetit erhalten. Fieber bzw.
Korpertemperaturerhdhung konnten durch stichprobenartiges Messen nicht festgestellt
werden. Erst mit massiver Aszitesbildung kam es zur Beeintrachtigungen der Atmung und
der Bewegungsfreiheit des jeweiligen Tieres. Die Verdauung war nur in seltenen Fillen
gestort. Durch abdominale Punktion zu diagnostischen Zwecken lieen sich bis zu 250 ml
Aszites problemlos gewinnen. Das Punktat war in allen Féllen charakteristisch fiir die FIP.

Die Punktion hatte lediglich einen kurzfristigen therapeutischen Effekt.
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Abb. 7: Verteilung der FIP-Formen bei den 23 aufgetretenen Fillen (alle

Gruppen) im Versuchszeitraum

16 x effusive Form
70%

7 x trockene Form
30%

Tiere mit der trockenen Form der FIP zeigten iiberwiegend unspezifische Symptome.
Daraus resultierte das Problem, dafl der Zeitpunkt der klinischen Manifestation nur schwer
oder gar nicht zu bestimmen war. Die durchschnittliche Krankheitsdauer lag bei 17 Tagen
(anfénglich 4 Tage, spater 42 Tage). Tiere mit der trockenen Form der FIP waren iiber den
gesamten Versuchszeitraum anzutreffen. Vorrangige klinische Symptome waren der
Gewichtsverlust bzw. die verminderte Gewichtszunahme, der wechselnde Appetit, Habitus-
(Abb. 16, Anhang 9.1) und Wesensverdanderungen, Kontaktscheue zum Pflegepersonal und
zu anderen Tieren, Augenverdnderungen (Abb. 18, 19 und 21-26, Anhang 9.1 und Tabelle
14) und ZNS-Storungen (Ataxien, Tremor, Nystagmus etc.). Ein Tier entwickelte eine
ausschlieBlich zentralnervose klinische Symptomatik (Tier-Nr.: H6 1451, Sektions-Nr.:
433/97).

Durch symptomatische Therapie war eine Beeinflussung der Krankheitsdauer und des
Krankheitsverlaufes nicht feststellbar. Es wurden keine Kortikoide, Immunmodulatoren,
Paramunititsinducer, Zytostatika oder antivirale Medikamente eingesetzt, weil dies mit

dem Versuchsaufbau und der GCPV-Richtlinie nicht in Einklang zu bringen gewesen wire.
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Tabelle 13:  Krankheitsformen und -verldufe, chronologisch, bei der effusiven Form der
FIP mit Angabe der Aszitesmengen
Tier-Nr. |Sex |Gruppe Todestag FIP-Formen Krankheits- | Tage seit
des Tieres |(A: Aszites [ml], |dauer in Infektions-
T: Trocken) Tagen beginn
H6 1451 |F "Primucell" |05.03.1997 [T, nur ZNS 8 43
H6 1410 [M "Primucell" | 08.03.1997 |A (200 ml) 4 46
H6 1411 |F "Primucell" | 10.03.1997 | T mit Diarrhoe |4 48
H6 1400 |[M "Primucell" | 10.03.1997 [A (300 ml) 7 48
H6 1402 |M Kontrolle |12.03.1997 |A (400 ml) 6 50
H6 1452 |M Kontrolle |[12.03.1997 |A (400 ml) 8 50
H6 1446 (M "Primucell" | 16.03.1997 |A (300 ml) 10 54
H6 1401 |F Kontrolle |18.03.1997 |A (400 ml) 10 56
H6 1464 |M "Primucell" | 26.03.1997 [A (50 ml), ZNS |12 64
H6 1434 |M "Primucell" | 26.03.1997 |A (400 ml) 7 64
H6 1397 |F Kontrolle 29.03.1997 |T 13 67
H6 1391 |F Kontrolle |29.03.1997 [A (500 ml) 23 67
H6 1395 |F "Primucell" | 03.04.1997 [A (400 ml) 16 72
H6 1437 |F Kontrolle |[03.04.1997 |A (400 ml) 27 72
H6 1399 |F Kontrolle |07.04.1997 |T 6 76
H6 1404 |M "Primucell" | 08.04.1997 [A (400 ml) 14 77
H6 1409 |F Kontrolle [01.05.1997 | T incl. Augen 20 103
H6 1431 |F Kontrolle |05.05.1997 |A (300 ml) 33 107
H6 1424 |M Kontrolle [05.05.1997 |T 33 107
H6 1450 |[M "Primucell" | 30.06.1997 [T incl. ZNS 12 132
H6 1466 |M "Primucell" |02.07.1997 [T incl. Augen |42 134
H6 1444 (M "Primucell" | 18.07.1997 |A (400 ml) 11 150
4.8.1. Augenverdinderungen

Bei fiinf (12,5 %) der 40 SPF-Tiere (mit und ohne FIP) traten Augenverédnderungen im

Versuchszeitraum auf, bei denen die Ursache durch die FIPV-Infektion vermutet wurde

(Tab. 14).
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Tabelle 14: Augenverdnderungen

Tier Gruppe klinischer ophthalmologischer Befund FIP-Form

H6 1466 |Primucell® |Irisverfirbungen beidseits von leuchtend gelb (Abb. trocken
20, Anhang 9.1) nach orange, rechts: Uveitis anterior,
streuende GefdBinjektionen (Abb. 21 und 22, Anhang
9.1) und endotheliale Prazipitate, Fundus: scharf

umrissene lokale Retinaatrophie

H6 1453 | Primucell® |temporirer bilateraler Nickhautvorfall (Abb. 16 und kein
17, Anhang 9.1), Kammerwassertriibung, Uveitis Ergul3*
anterior, Fibrinpréizipitate frei schwebend in der
vorderen Augenkammer (Abb. 18, Anhang 9.1) - nach
3 Wochen wieder vollkommen aufgeklart, [risodem,
Fundus: chorio-retinitische Narben,

Irishinterflichenpigmentstrang (Abb. 19, Anhang 9.1)

H6 1451 |Primucell® |Nystagmus trocken

H6 1450 |Primucell® Irisverfarbungen, Drohreflex &, Miosis, Augen trocken
vollkommen starr (unbeweglich, folgen nicht der

Finger-bewegung oder sich bewegenden Objekten)

H6 1448 |Kontrolle | Anisokorie (Abb. 23, Anhang 9.1), rechts: kein
Enophthalmus, Bulbusverkleinerung, Rubiosis iridis Erguf3*
(Abb. 24, Anhang 9.1), Irisddem, Neovaskularisationen
(Abb. 25, Anhang 9.1), chronische Uveitis, Uveitis
posterior, Miosis, Pupillenddem, Chorioretinitis,
Fundus: Hyporeflexien, Infiltrate subretinal (Abb. 26,
Anhang 9.1)

* trotz deutlicher klinischer FIP-Symptomatik (vorrangig ZNS-Symptome [und Titer >
3200 bzw. positive Reaktion im ELISA]) widhrend des Versuchszeitraumes am

Versuchsende kein FIP-Befund in den Sektionen
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4.9 FIP und andere Erkrankungen in der Population

Abb. 8: Hiufigkeiten von Katzenschnupfen bei den 22 an FIP erkrankten SPF-Katzen

FIP-Katzen, die 18

zeitgleich oder 82%
vorher an

Katzenschnupfen

erkrankten

18%

4 FIP-Katzen ohne
andere
Erkrankungen

Abb. 9: Haufigkeiten von Katzenschnupfen bei den 18 nicht an FIP erkrankten Katzen

10 Tiere ohne Katzenschnupfen

56 %

44 %

8 Tiere mit Katzenschnupfen
4.10 Rohdaten in Tabellenform

Die Tabellen geben einen Uberblick iiber die Ergebnisse der angewandten diagnostischen
Tests fiir jedes Tier und iiber die Diagnose FIP am Versuchsende.

Tabelle 15 Ubersicht iiber die Gruppe T1 (Kontroll-Gruppe) S. 68

Tabelle 16  Ubersicht iiber die Gruppe T2 (Primucell®-Gruppe) S. 69

Tabelle 17 Ubersicht iiber die Gruppe T3 (Tierheimkatzen) S. 70



Tabelle 15: Ubersicht iiber die SPF-Kontrolltiere (T 1), chronologisch geordnet

Tier-Nr. Tier- | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer PCR PCR ELISA ELISA ELISA ELISA Sex | Todestag Sektions- Sektionsbefund (Diagnose)
(Tat.-Nr.) Nr. vom vom vom vom vom (Bristol) | (Bristol) vom vom vom vom des Tieres Nr.
It.Pfizer |01.11.1996| 24.01.1997 |04.04.1997|16.06.1997 [ 25.08.1997| 16.06.1997|25.08.1997 | 24.01.1997 | 04.04.1997 | 16.06.1997 | 25.08.1997 | F/M Vet.pathologie
H6 1435 14 negativ * * * * * * negativ * * * F 29.12.1996 2562/96 "Klimmerer"
H6 1402 20 negativ 1:50 * * * * * negativ * * * M 12.03.1997 498/97 FIP
H6 1452 7 1:25 negativ * * * * * negativ * * * M 12.03.1997 499/97 FIP
H6 1401 9 1:25 negativ * * * * * negativ * * * F 18.03.1997 536/97 FIP
H6 1397 27 negativ 1:50 * * * * * negativ * * * F 29.03.1997 607/97 FIP (in der Virdmie), Pneumonie
H6 1391 34 negativ negativ * * * * * negativ * * * F 29.03.1997 608/97 FIP
H6 1437 15 negativ 1:50 * * * * * negativ * * * F 03.04.1997 644/97 FIP
H6 1430 26 negativ negativ 400 * * * * negativ positiv * * M 07.04.1997 669/97 Pleuritis (Nocardiose)
H6 1399 13 negativ negativ >3200 * * * * negativ positiv * * F 07.04.1997 688/97 FIP
H6 1409 17 negativ negativ 100 * * * * negativ negativ * * F 01.05.1997 881/97 FIP
H6 1431 24 negativ 1:25 400 * * * * negativ negativ * * F 05.05.1997 900/97 FIP
H6 1424 38 negativ 1:25 >3200 * * * * negativ. | grenzwertig * * M 05.05.1997 901/97 FIP
H6 1405 19 1:25 1:25 800 200 50 negativ + negativ negativ grenzwertig | negativ F 26.08.1997 1760/97 obB.
H6 1441 25 negativ negativ 25 200 25 negativ (+) negativ positiv positiv negativ F 26.08.1997 1765/97 obB.
H6 1448 28 negativ 1:25 100 800 400 + ++ negativ negativ positiv negativ M 26.08.1997 1769/97 obB., trotz voriibergehender Symptome (ZNS, Auge)
H6 1456 12 negativ negativ 100 100 50 negativ +++ negativ negativ positiv negativ M 27.08.1997 1778/97 obB.
H6 1432 39 negativ 1.25 400 400 400 + negativ negativ negativ positiv negativ M 27.08.1997 1781/97 obB.
H6 1425 37 negativ negativ >3200 25 50 + ++ negativ negativ negativ negativ F 27.08.1997 1782/97 obB.
H6 1442 23 negativ negativ >3200 400 400 negativ negativ negativ positiv positiv negativ M 28.08.1997 1788/97 obB.
H6 1455 5 negativ negativ 25 100 negativ negativ (+) negativ._ | grenzwertig positiv negativ F 28.08.1997 1789/97 obB.

Ergebnisse: 10 x FIP = 50 % (davon 3 mannlich, 7 weiblich), * = Exitus letalis
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Tabelle 16: Ubersicht iiber die SPF-(Primucell®-) Impftiere (T2), chronologisch geordnet

Tier-Nr. Tier.- | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer PCR PCR ELISA ELISA ELISA ELISA Sex | Todestag Sektions- Sektionsbefund (Diagnose)
(Tat.-Nr.) Nr. vom vom vom vom vom (Bristol) | (Bristol) vom vom vom vom des Tieres Nr.
It.Pfizer |01.11.1997| 24.01.1997 | 04.04.1997|16.06.1997 [ 25.08.1997 | 16.06.1997|25.08.1997 | 24.01.1997 | 04.04.1997 | 16.06.1997 | 25.08.1997 | F/M Vet.pathologie
H6 1408 3 negativ 1:200 * * * * * negativ * * * M 08.02.1996 251/97 Pneumonie ("Katzenschnupfen")
H6 1451 6 1:25 1:200 * * * * * negativ * * * F 05.03.1997 433/97 FIP (ausschlieflich ZNS-Form)
H6 1410 4 1:25 1:50 * * * * * negativ * * * M | 08.03.1997 457/97 FIP
H6 1411 29 negativ 1:100 * * * * * negativ * * * F 10.03.1997 472/97 FIP (in der Viramie)
H6 1400 10 negativ 1:400 * * * * * negativ * * * M 10.03.1997 473/97 FIP
H6 1446 36 negativ 1:100 * * * * * negativ * * * M 16.03.1997 524/97 FIP
H6 1464 30 negativ 1:400 * * * * * negativ * * * M | 26.03.1997 587/97 FIP
H6 1434 31 negativ 1:200 * * * * * negativ * * * M | 26.03.1997 588/97 FIP
H6 1395 1 negativ 1:400 * * * * * negativ * * * F 03.04.1997 639/97 FIP
H6 1404 2 negativ 1:400 100 * * * * negativ negativ * * M 08.04.1997 699/97 FIP
H6 1440 40 negativ 1:800 200 * * * * negativ positiv * * M 10.06.1997 1172/97 Narkosezwischenfall
H6 1450 22 negativ 1:100 50 25 * + * negativ positiv negativ * M 30.06.1997 1342/97 FIP (inklusive ZNS, Auge)
H6 1466 35 negativ 1:100 800 25 * + * negativ positiv positiv * M 02.07.1997 1353/97 FIP (inklusive Auge)
H6 1444 32 negativ 1:100 800 >3200 * ++ * negativ negativ_ | grenzwertig * M 18.07.1997 1508/97 FIP
H6 1443 8 negativ 1:100 25 negativ 100 negativ + negativ negativ positiv negativ F 25.08.1997 1755/97 obB.
H6 1436 33 negativ 1:100 200 100 50 + (+) negativ negativ negativ negativ M 26.08.1997 1759/97 obB.
H6 1449 16 negativ 1:100 50 100 200 + + negativ negativ negativ negativ F 26.08.1997 1768/97 obB.
H6 1427 21 negativ 1:200 200 1600 200 negativ (+) negativ positiv negativ negativ F 27.08.1997 1779/97 obB.
H6 1433 18 negativ 1:50 >3200 100 400 + negativ negativ negativ negativ negativ F 27.08.1997 1780/97 obB.
H6 1453 11 negativ 1:400 >3200 800 100 negativ ++ negativ negativ negativ negativ F 28.08.1997 1787/97 obB., trotz voriibergehender Symptome (ZNS, Augen)

Ergebnisse: 12 x FIP = 60 % (davon 9 mannlich, 3 weiblich), * = Exitus letalis
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Tabelle 17: Ubersicht iiber die Tierheimkatzen (T3) = Infektionsgruppe

Tier-Nr.| AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer | AK-Titer PCR PCR ELISA bei ELISA ELISA ELISA ELISA Sex | Todestag Sektions- Sektionsbefund (Diagnose)
(Tat.-Nr.)) vom vom vom vom vom (Bristol) (Bristol) [Ubernahme aus vom vom vom vom des Tieres Nr.
01.11.1996 | 24.01.1997 |04.04.1997|16.06.1997|25.08.1997|16.06.1997 | 25.08.1997 | dem Tierheim | 24.01.1997 | 04.04.1997 | 16.06.1997 | 25.08.1997 | F/M Vet.pathologie

41 1:400 1:800 400 25 25 + (+) positiv negativ grenzwertig positiv grenzwertig M nach Versuch vermittelt

42 1:200 1:100 400 100 400 + ++ positiv positiv positiv positiv positiv M nach Versuch vermittelt

43 1:200 1:200 800 25 100 + + positiv negativ positiv positiv negativ M nach Versuch vermittelt

44 1:200 1:100 * * * * * positiv negativ * * * M 24.02.1997 378/97 Coronavirus-Enteritis

45 1:100 1:800 >3200 100 * + * positiv negativ negativ negativ * F 09.07.1997 1425/97 FIP

46 1:6400 * * * * * * positiv * * * * F 20.01.1997 152/97 FIP (kurz vor Versuchsbeginn verendet)

47 1:400 1:400 400 800 100 negativ +++ positiv positiv positiv positiv negativ F nach Versuch vermittelt

48 1:400 1:800 100 neg. 400 negativ +++ positiv negativ negativ positiv positiv F nach Versuch vermittelt

49 1:200 1:200 100 25 100 negativ + positiv positiv positiv positiv negativ M nach Versuch vermittelt

50 1:200 1:800 200 800 400 ++ ++ positiv positiv negativ positiv negativ F nach Versuch vermittelt

51 1:50 1:800 >3200 400 100 negativ + positiv positiv negativ grenzwertig negativ F nach Versuch vermittelt

52 1:200 1:400 100 400 100 + + positiv negativ negativ positiv negativ F nach Versuch vermittelt

* = Exitus letalis
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5. Diskussion

5.1 Versuchsbedingungen

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirksamkeit des Impfstoffes PrimucellFIP im Tierversuch unter
Tierheimbedingungen zu untersuchen. Die Haltung unter Tierheimbedingungen erfolgte auf
dem Geldnde der Lehr- und Versuchsstation Liebertwolkwitz der Universitit Leipzig
entsprechend den Anforderungen einer artgerechten Haltung von Katzen (Goldhorn, 1987;
Mertens und Schar, 1988; Schmitz, 1990; Mertens, 1994; Schér, 1997). Die Tiere wurden als
eine Gruppe in einem grofBen Gebédude, einem ehemaligen Gewichshaus, gehalten. Die Tiere
konnten FreBnédpfe, Katzentoiletten und Spiel- oder Liegeplitze frei wihlen, so dass ein
ungehinderter Kontakt der Tiere untereinander sowie Kontakt mit den Ausscheidungen (Fizes,
Urin, Speichel) anderer Tiere mdglich war, wie es auch in groBeren Gruppenhaltungen in
Tierheimen erfolgt. Jeder Katze stand auch ein Versteck zur Verfiigung, in das sie sich vor
Artgenossen, dem Betreuer oder fremden Personen zuriickziehen konnte. Da es sich bei den
SPF-Katzen um Tiere handelte, die in innerartlich sozialisierten Gruppen herangewachsen
waren, entstanden zundchst kaum Probleme. Nach dem Zusammensetzen von SPF-Tieren (zu
dem Zeitpunkt 21 Wochen alt) und Tierheimkatzen kam es vermehrt zu Rangkdmpfen mit
Dominanz der dlteren und schwereren Tierheimkatzen. Dies fithrte zum Auftreten teils
behandlungsbediirftiger Haut- und Augenverletzungen. Aulerdem erfolgte in dieser Zeit der
Zahnwechsel bei den SPF-Katzen. Die Kater wurden kastriert. Die SPF-Tiere waren vor dem
Zusammensetzen der Tiere einer zusitzlichen Belastung ausgesetzt (Prozedur der Impfung mit
Primucell®FIP), von der die Kontrolltiere verschont blicben. Samtliche Tiere machten nach
dem Zusammensetzen eine Phase erhohten sozialen und psychischen Stresses durch (Schir,
1998a, b).

Die Rahmenbedingungen des Versuchs waren durch das Protokoll 2184D-10-95-155 der Firma
Pfizer, die GCPV-Richtlinie und die Tierversuchsgenehmigung definiert. Die GCPV-Richtlinie
und das Protokoll 2184D-10-95-155 der Firma Pfizer machten den Einsatz von SPF-Tieren
unerléBlich, was eine moglichst weitgehende Standardisierung der Versuchsbedingungen und
eine wissenschaftliche ErfaBBbarkeit und Verwertbarkeit ermoglichte. Die Anzahl der in den
Versuch eingebrachten SPF-Katzen entpricht der Populationsgréf3e anderer Vakzinations- und
Infektionsversuche sowie anderer unter SPF-Bedingungen gehaltenen Tiergruppen, in denen
Untersuchungen zur FIPV-Vermehrung erfolgten (Hoskins et al., 1994; Poland et al., 1996;
Foley et al., 1997b; Herrewegh et al., 1997).
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Die aus Tierheimen stammenden Katzen wurden im Anschlufl an den Versuch vermittelt und
standen dementsprechend nicht mehr fiir eine abschlieBenden Untersuchung in Form einer
Sektion zur Verfiigung. Simtliche SPF-Katzen wurden am Versuchsende euthanasiert, seziert

und pathologisch-histologisch untersucht.

5.2. Infektionsstatus der SPF-Katzen und der Tierheimkatzen vor Beginn des

Versuchs

Bei den Tierheimkatzen wurde lediglich der FeLV-, FIV- und FCoV-Infektionsstatus
bestimmt. Der Nachweis von FeLV-p27-Antigen und von FIV-Antikérpern mittels
kommerziellem Schnelltest (Snap™, IDEXX, Worrstadt) verlief durchweg mit negativem
Ergebnis. Der bei sidmtlichen sezierten Katzen des Versuchs routineméfig erfolgte
immunhistologische Nachweis von FeLV-Antigen an formalin-fixierten und paraffin-
eingebetteten Geweben (Milz, Mesenteriallymphknoten, Knochenmark und Jejunum
[Kovacevic et al., 1997]) zeigte ebenfalls durchweg ein negatives Ergebnis, so dass sich kein
Hinweis auf FeLV-Infektionen bei den Tierheim- und SPF-Katzen ergibt. Desweiteren waren
samtliche SPF-Katzen zusétzlich gegen FeLV geimpft (Leukocell™2, Pfizer, Karlsruhe).

Vier der insgesamt 15 mittels des kompetitiven ELISA zum Nachweis FIPV-spezifischer
Immunkomplexe (Pfeiffer, 1991; Schroo, 1994) selektierten Katzen starben bereits vor dem
eigentlich Versuchsbeginn, d.h. wihrend die Tiere in Gruppen zu 5-6 Tieren gehalten wurden,
an FIP. Im Laufe des Versuchs entwickelte ein Teil der SPF-Katzen eine FIP, ein anderer Teil
wurden lediglich FCoV-infiziert und schied Virus aus. Somit erwies sich der kompetitive
ELISA als geeignet fiir ein Screening von Katzen, um mogliche FCoV-Infektionsquellen als
Tréger des FIPV-Biotyps von FCoV ohne Virusisolierung zu identifizieren.

Die SPF-Tiere waren spezifisch pathogenfrei. Dies beinhaltete das garantierte Freisein von
Antikorpern gegen felines Calicivirus, Chlamydien, FCoV, felines Herpesvirus (FVR/FHV-1),
FIV/FTLV, FeLV, felines Parvovirus, felines Synzytialvirus und Toxoplasmen. Vor dem
eigentlichen Versuchsbeginn waren die Katzen entsprechend den Herstellerangaben gegen
felines Herpesvirus, felines Calicivirus und felines Parvovirus geimpft worden
(Felocel™CVR; Pfizer, Karlsruhe). Es traten ab ca. 1 Woche nach dem eigentlichen
Versuchsbeginn, d.h. dem Zusammensetzen von Tierheim- und SPF-Katzen, in allen
Tiergruppen eine “Katzenschnupfensymptomatik mit Augen- und Nasenausfluf,
Lidschwellungen, Niesen und gestdrtem Allgemeinbefinden auf. Eines der Tiere starb 3
Wochen nach Versuchsbeginn und wies eine katarrhalisch-eitrige Pneumonie auf. Knapp 82%

der Tiere, die an FIP starben, wiesen zeitgleich oder vorher Symptome des Katzenschnupfens
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auf. Mogliche Ursachen fiir die Erkrankungen trotz Impfung konnten eine Immunsuppression
durch den Strel des Zusammensetzens der Tiere, ein erhohter Infektionsdruck fiir
entsprechende virale Erreger (Calici- und Herpesvirus) sowie bakterielle Erreger und
Clamydien durch die Tierheimkatzen, und eine mdgliche Immunsuppression durch den
gleichzeitigen FCoV-Infektionsdruck darstellen (Haagmans et al., 1996). Auch eine geringe
Schutzwirkung der jeweiligen Impfstoftkompomente gegen die vorhandenen Virusstimme ist

moglich.

53 Impfung

Das FIP-Impfvirus (Primucell®-FIP; Pfizer, Karlsruhe), das lebendes, sich bei der normalen
Korpertemperatur der Katze von ca. 39°C nicht vermehrendes, avirulentes FIPV (DF2) enthélt
(Christiansen et al., 1989), wurde in Impfdosen mit einem Titer von 5,5 log;(CCIDs¢/Dosis
beidseitig intranasal appliziert. Die Tiere wurden zweimal gemil3 Herstellerangaben im
Abstand von 3 Wochen geimpft (Erstimpfung und Boosterung). Zusitzlich erfolgten jeweils
Riicktitration und Priifung der frischen Vakzine-Chargen. Der Antigengehalt/Titer lag im
Mittel bei 10>* CCIDso/ml bzw. 10> CCIDso/ml. Das Impfvirus vermehrte sich bei 31°C 2000
bis 3000-fach stirker als bei 39°C. Die Suche nach Fremdviren verlief negativ, der
Sterilitdtstest positiv. Der Impfstoff entsprach somit den erforderlichen Bedingungen. In der
Literatur wird die Unbedenklichkeit des Impfvirusstammes beschrieben, Angaben iiber FIP-
Induktion durch die Impfung oder anderweitige Gefdhrdungen oder Nebenwirkungen sind
nicht bekannt (Gerber, 1995).

Die Vakzinierung induzierte eine Serokonversion mit CoV-Antikorper-Titern von 1:50 bis
1:800, nachgewiesen am 13. Tag nach der Boosterung, so dass sie prinzipiell als erfolgreich
anzusehen ist (Gerber et al., 1991; Gerber, 1994). Die erfolgreiche Riicktitrierung und Priifung
der Vakzine bestitigte, dass es sich beim Virus in den Impfchargen um vermehrungsfihiges

Virus handelte.

5.4 FCoV/FIPV-Infektionsdruck

Es ist davon auszugehen, dass der FCoV-Infektionsdruck auf die SPF-Katzen, der mit dem
Hinzusetzen der Tierheimkatzen einsetzte, sehr hoch gewesen ist, da 20% der
Katzenpopulation (d.h. die 10 Tierheimkatzen unter den insgesamt 50 Katzen) aufgrund des
positiven Ergebnisses im kompetitiven ELISA zum Nachweis von zirkulierenden FCoV-

spezifischen Immunkomplexen als potentielle Virusausscheider angesehen werden miissen.
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Der Anteil an Tieren, die als Infektionsquellen einzuschdtzen sind, lag in diesem Versuch
demnach etwas hoher als durchschnittlich in den Tierheimen, aus denen die selektierten Katzen
stammten, in denen der Anteil an Tieren, die im kompetitiven ELISA zum Nachweis FCoV-
spezifischer Immunkomplexe ein positives Ergebnis hatten, bei maximal 16 % und im
Durchschnitt bei 7 % lagen.

Mit den ungeimpften SPF-Katzen wurde eine FCoV-naive Tierpopulation der Infektion
ausgesetzt. Es ist bekannt, dass empfingliche Katzen nahezu unmittelbar infiziert werden und
innerhalb von 7-14 Tagen eine Serokonversion durchmachen (Pedersen et al., 1981a). Sechs
Wochen nach dem Zusammensetzen waren bereits 14 SPF-Katzen an FIP erkrankt und
gestorben oder euthanasiert und seziert worden. Untersuchungen in Katzenzuchten ergaben,
dass eine positive Korrelation besteht zwischen der Anzahl an empfénglichen nichtinfizierten
Tieren, die neu in einen Bestand mit FCoV-Ausscheidern kommen, und der “Schwere der
Infektion“ (Kass und Dent, 1995).

Ein Teil der Tiere dieses Versuchs wurde im Rahmen zusitzlicher Untersuchungen auf eine
Virusausscheidung mittels Elektronenmikroskopie (Negativ-Staining-Technik) und RT-PCR
zum Nachweis von Virusgenom in den Fizes untersucht (Kipar et al., 1999b). Hier zeigte sich,
dass ein Teil der Tiere, die spéter an FIP starben, sowie ein Teil der SPF-Katzen, die bis zum
Ende des Versuchs iiberlebten, CoV ausschieden (Kipar et al., 1999b), was sowohl deren
Empfinglichkeit fiir die Infektion als auch deren mdgliche Rolle als sekundire
Infektionsquelle unterstreicht. Auch in anderen Untersuchungen mittels RT-PCR zum
Nachweis von FCoV-Genom in den Fézes wurde bei natiirlich infizierten Katzen eine
allerdings intermittierende Ausscheidung iiber einen ldngeren Zeitraum (untersucht wurden
Katzen tliber einen Zeitraum von bis zu 13 Monaten) festgestellt (Addie et al., 1996; Foley et
al., 1997b; Herrewegh et al., 1997; Harpold et al., 1999). Harpold et al. (1999) konnten zeigen,
dass in einer FCoV-durchseuchten Katzenpopulation % der Tiere iiber 75% der Zeit eines
Jahres FCoV ausschieden.

CoV haben generell eine sehr hohe Mutationsrate. Man kann davon ausgehen, dass mit jeder
RNA-Replikation mehrere Punktmutationen in der genomischen RNA akkumulieren, so dass
sogar ein aus einem Plaque gewonnenes CoV-Isolat eine Population aus verwandten
Quasispezies reprasentiert (Holmes und Lai, 1996). Dies bestdtigen Ergebnisse von Gunn-
Moore et al. (1999), die mittels denaturierender Gradientengelektrophorese im Blut FCoV-
infizierter Katzen mit und ohne FIP nachweisen konnten, dass im hochvariablen S-Gen von
FCoV eine deutliche Variation zwischen verschiedenen Tieren, aber auch im Einzeltier zu
verschiedenen Zeitpunkten besteht. Dies zeigt, dass FCoV im Einzeltier als komplexe

Viruspopulationen vorkommen (Quasispezies).
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Berticksichtigt man, dass die als Infektionsquellen fungierenden Katzen aus verschiedenen
Bestidnden stammten, ist davon auszugehen, dass hier eine gute Voraussetzung fiir das
Auftreten eines sehr breiten Quasispezies-Spektrums in den infizierten Katzen gegeben ist.
Dies konnten Gunn-Moore et al. (1999) bei Welpen aus Bestdnden mit unterschiedlichen
Zulieferern belegen, die ebenfalls die groBte Variabilitdt an FCoV aufwiesen, was die Autoren
auf eine Ko-Infektion der Tiere mit mehreren FCoVs zuriickfiihren.

Untersuchungen zum FIP-Vorkommen in einer geschlossenen Katzenpopulation deuten auch
darauf hin, dass die entscheidende Infektionsquelle flir empfangliche Katzen chronisch

infizierte asymptomatische Tiere sind (Herrewegh et al., 1997).

5.5 Nachweis der FCoV-Infektion

Der Nachweis der FCoV-Infektion erfolgte am lebenden Tier indirekt {iber Serologie (FCoV-
Antikorpertiter-Bestimmung, kompetitiver ELISA zum Nachweis zirkulierener FIPV-
spezifischer Immunkomplexe) und direkt mittels RT-PCT zum Nachweis von FCoV-Genom in
Monozyten nach deren Ko-Kultivierung mit felinen Embryonalzellen (Gunn-Moore, 1997a,b;
Gunn-Moore et al., 1998). Der Nachweis der Monozyten-assoziierten Virdmie erfolgte ab
Vorliegen des Infektionsdrucks fiir ca. 5 Monate zweimal im Abstand von ca. 10 Wochen bei
allen Tieren, die den Versuch bis dahin uberlebt hatten. Sdmtliche Tierheimkatzen waren
mindestens bei einem der Tests positiv, von den 17 SPF-Katzen, die mindestens einmal
untersucht wurden, waren 16 positiv. Gunn-Moore et al. (1998) wiesen in Katzenbestéinden mit
endemischer FCoV-Infektion bei 80-90% der Tiere eine FCoV-Virdmie nach, die auch lber
einen Zeitraum von 12 Monaten bestehen blieb. Diese Ergebnisse bestitigen, dass auch der
Nachweis einer FCoV-Virdmie keine Aussage dariiber zuldft, ob ein Tier fiir die Entwicklung
einer FIP pradisponiert ist (Gunn-Moore et al., 1998). Allerdings findet sich eine Korrelation
zwischen dem Nachweis einer Monozyten-assoziierten Virdmie und FCoV-Antikorpertitern

(Gunn-Moore et al., 1998).

5.6 FIP-Falle

Die aufgetretenen FIP-Fille entsprachen klinisch und pathologisch weitgehend dem
klassischen Bild der FIP bei der effusiven und der trockenen Form (Kriegleder und Geyer,
1984; Rohrer et al., 1993; Hirschberger et al., 1995). Es trat vorrangig die effusive Form der
FIP auf, was die Ergebnisse von Hirschberger et al. (1995) bestitigt, die die exsudative

Verlaufsform als ausgesprochene Jungtiererkrankung identifizierten. Die Krankheitsdauer war
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zu Beginn des Versuchs kiirzer, der klinische Verlauf fulminanter. Spatere FIP-Erkrankungen
im Versuch zeigten einen subakuten Verlauf. ZNS-Symptome und Augenverinderungen
fanden sich nur bei einem geringeren Teil (12,5%) der SPF-Tiere. Die charakteristischen
Augenveranderungen wie Iritis, Uveitis, Trilbbungen des Augenkammerwassers (Krebiel et al.,
1974; Kellner u. Litschi, 1989, Shell, 1997) berechtigen aber die Augenuntersuchungen zur
FIP-Diagnostik, da sie ein wichtiges Leitsymptom sein kann (Rohrer et al., 1993; Weber,
2000). Es ergab sich keine Geschlechtsdisposition; die zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns
erfolgte Kastration der Kater schien keine direkte Disposition fiir die Erkrankung darzustellen.
Das Auftreten mehrerer FIP-Fille praktisch gleichzeitig bereits kurze Zeit (6 Wochen) nach
Beginn des Infektionsdrucks spricht dafiir, dass ein hochvirulentes FIPV in die SPF-Population
eingebracht und {ibertragen wurde, da sonst eine praktisch gleichartige und gleichgerichtete
Mutation zum gleichen Zeitpunkt in verschiedenen Tieren angenommen werden miif3te.
Anderseits spricht das Auftreten von Peaks an Krankheitsfillen (Abb. 4, 5) dafiir, dass
hochvirulente Varianten neu entstanden sind. In jedem Fall deutet die Hiufung von Féllen
innerhalb kurzer Zeitspannen darauf hin, dass eine Virusiibertragung von Tier zu Tier
zumindest in diesen Fillen eher wahrscheinlich ist als die Entstehung und Vermehrung der
hochvirulenten FIPV-Mutante jeweils neu im infizierten Einzeltier, wie sie in anderen
durchseuchten Populationen beobachtet wurde (Hickman et al., 1995; Herrewegh et al., 1997;
Vennema et al., 1998). Hier konnte der Unterschied zwischen einer naiven, wenn auch zur
Halfte geimpften SPF-Katzenpopulation und einer durchseuchten Hauskatzenpopulation
pathogenetisch und epizootiologisch eine wesentliche Rolle spielen. Fiir das Einbringen eines
hochvirulenten FIPV-Stammes in die Population spricht auch der insgesamt sehr hohe
Prozentsatz an FIP-Féllen (45%) in dieser Studie im Vergleich zu anderen Untersuchungen

(Postorino Reeves et al., 1992; Hoskins et al., 1994, 1995b).

5.7 Beurteilung anderer pathogenetischer relevanter Faktoren

Hier ist zum einen an Faktoren zu denken, die eine mogliche Immunsuppression induziert
haben konnten, zum anderen an mogliche Koinfektionen mit anderen Erregern. Beide Arten
von Faktoren kommen in jedem Tierheim mit Gruppenhaltung vor, so dass man sie in diesem
Versuch zur Belastungsprobe des Impfstoffes unter Tierheimbedingungen dazugehdrend
ansehen muB}. Anders als bei dem Versuch von Hoskins et al. (1994), fand sich kein
signifikanter Unterschied in der Gewichtzunahme zwischen Impf- und Kontrollgruppe

zugunsten der vakzinierten Tiere .



Diskussion 77

5.7.1 Psychischer und sozialer Stref}

Im vorliegenden Versuch waren die Tiere verschiedensten StreBfaktoren ausgesetzt. Hier sind
zunidchst der Abtransport der SPF-Tiere aus steriler Umgebung {iber zwei Tage mit
nachfolgendem neuen Umfeld, Futterumstellung und dem Weiterleben in groflen Tiergruppen
zu nennen. Auch die Tierheimkatzen waren durch den Wechsel der Umgebung und das
Weiterleben in neuen Tiergruppen einer vergleichbaren Situation ausgesetzt. Mit dem
Zusammensetzen aller Tiere begann die zweite Strelphase. Massive Rangkdampfe lieBen sich
nicht vermeiden. Zusétzlich fiihrten die Blutentnahmen mit vorherigem Fangen der Tiere zu
wiederholtem Stre8. Wie auch Untersuchungsergebnisse von Rohrer et al. (1993), bei denen
ca. 50 % der FIP-Katzen vor Krankheitsbeginn einer StreBsituation wie Besitzerwechsel,
Verbringen in eine fremde Umgebung oder Tierheim- bzw. Klinikaufenthalt ausgesetzt waren,
andeuten, konnten diese StreBsituationen sowohl die vermehrte Ausscheidung von FCoV bei
den bereits infizierten Tierheimkatzen als auch die Entwicklung einer FIP bei den neu und den
bereits ldnger infizierten Tierheimkatzen (vier Tiere starben vor Versuchsbeginn und eines
dieser Tiere starb wéhrend des Versuchs an FIP) begiinstigt haben. Psychischer und sozialer
Strel3 ist durchaus ein Faktor, der eine zeitweilige Immunsuppression bewirken kann (Weiss

und Scott, 1981a).

5.7.2 Koinfektionen

Wie bereits oben diskutiert, ist aufgrund der aufgetretenen Katzenschnupfensymptomatik
davon auszugehen, dass die SPF-Tiere sich nicht nur mit FCoV auseinandersetzen mufiten,
sondern auch mit respiratorischen Erregern wie dem felinen Herpesvirus (FHV) und dem
felinen Calicivirus (FCV), ubiquitéren Bakterien und Clamydien. Es wére moglich, dass diese
Infektionen die Schleimhautbarriere gegen FCoV geschwicht und moglicherweise somit den

nasopharyngealen Infektionsweg des FCoV begiinstigt hat.

5.7.3 Immunsuppression durch andere Ursachen

Der Zahnwechsel sowie die Kastration der ménnlichen Tiere um den Zeitraum des
Versuchsbeginns konnten neben den oben genannten psychischen und sozialen Stre3faktoren
sowie moglichen Koinfektionen ebenfalls immunsuppressiv gewirkt haben.

Die Ergebnisse einer experimentellen Infektion von FIV-infizierten Katzen mit FCoV vom

Biotyp FECV lassen vermuten, dass eine Immunsuppression die FIP-Erkrankung von Katzen
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iber eine vermehrte Bildung und Selektion von FIPV-Mutanten des FCoV begiinstigt (Poland
et al., 1996). So zeigten FIV-infizierte Katzen eine hohe FCoV-Replikationsrate mit 100-fach
stiarkerer und ldnger andauernder Virusausscheidung iiber die Fézes als FIV-negative Tiere
(Poland et al., 1996). Katzen mit einem intakten Immunsystem konnen vermutlich zahlreiche
FIPV-Mutanten enthalten, ohne FIP zu entwickeln (Pedersen, 1995). Poland et al. (1996)
gehen davon aus, dass die beobachtete erhohte Virusreplikation zusammen mit der
Immuninkompetenz der FIV-infizierten Tiere die Bedingungen fiir die Entstehung der FIPV-
Mutanten und die Krankheitsauslosung durch FIPV-Mutanten begiinstigen. In unserer

Population kam allerdings keine FIV-Infektion vor.

5.8 Beurteilung der Serologie

Wie bereits erwédhnt, ist der kompetitive ELISA zum Nachweis FIPV-spezifischer
Immunkomplexe (Schroo, 1994) fiir die Selektion FCoV-infizierter Katzen und moglicher
Ausscheider des FIPV-Biotyps geeignet. Man erfalit Katzen, bei denen hochstwahrscheinlich
eine FIPV-Infektion vorliegt (Pfeiffer, 1991). An FIP klinisch erkrankte Tiere zeigten in
diesem ELISA zum Teil wéihrend der Erkrankung und auch zum Todeszeitpunkt, ein negatives
Ergebnis. Ahnliche Ergebnisse erhielt Schroo (1994). Sie sah einen Zusammenhang zwischen
dem Testergebnis und der Phase der Erkrankung, da offensichtlich nicht stindig
Immunkomplexe in Serum und Exsudat vorliegen. Bei von Jacobse-Geels et al. (1982)
durchgefiihrten experimentellen Untersuchungen war ein deutlicher Anstieg der
Immunkomplexkonzentration ab dem 25. Tag post infectionem zu erkennen. Sie beobachteten
die hochsten Konzentrationen bei moribunden Tieren, was in der Arbeit von Schroo (1994)
nicht bestitigt wurde. Allerdings wiesen Jacobse-Geels et al. (1982) sdmtliche im Serum
vorhandenen Immunkomplexe nach und nicht nur die FIPV-spezifischen. Nicht zuletzt ist es
moglich, dass das ELISA-Ergebnis bei Vorliegen nur geringer Mengen an FIPV-spezifischen
Immunkomplexen negativ ausfallen kann, da mit Polyethylenglykol nur ein relativ geringer
Anteil der vorhandenen Immunkomplexe ausgefdllt und somit gewonnen wird (Jones und
Orlans, 1981). Ein Teil der Tiere, die nicht an FIP erkrankten, zeigten ein positives Ergebnis
im ELISA. Diese Ergebnisse bestitigen die Aussage, dass der positive kompetitive ELISA
keine Aussage dariiber zuldft, ob ein Tier eine klinisch manifeste FIP entwickeln wird oder
nicht (Pfeiffer, 1991; Reinacher, 1994; Schroo, 1994; Kipar et al., 1999b). Es ist davon
auszugehen, dass solche ELISA-positiven Tiere zum einen Katzen sein kdénnen, die die
Infektion spiter aufgrund einer starken zelluldren Immunantwort beenden konnen (Pedersen

und Black, 1983), zum anderen in seltenen Fillen solche Tiere, die lediglich eine Infektion mit
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dem FECV-Biotyp des FCoV durchmachen, da auch bei diesen Katzen, wenn auch nach
experimenteller Infektion nur einmalig 3 Wochen p.i., ein positives Ergebnis im ELISA
beobachtet werden kann (Pfeiffer, 1991).

Die FCoV-Antikorpertiter-Verldufe waren sehr unterschiedlich. Es ist bekannt, dass die Hohe
des Ak-Titers weder einen diagnostischen noch einen prognostischen Wert hat, weil daraus
nicht geschluf3folgert werden kann, daB3 die Katze eine FIP hat oder entwickeln wird (Rohrer et
al., 1993; Addie und Jarrett, 1994; Sparkes et al., 1994; Kipar et al., 1999b; Addie et al., 2000).
Dementsprechend ist die Ak-Titer-Bestimmung beim gesunden Tier wenig sinnvoll (Lutz,
1992). Unsere Ergebnisse bestitigen die vergleichender Untersuchungen verschiedener
Testsysteme zur FIP-Diagnostik, die keine Signifikanz fiir serologische FCoV-Ak-Tests
feststellen konnten (Troy et al., 1996; Kennedy et al., 1998). Serologische Methoden auf der
Basis des Ak-Nachweises eignen sich lediglich fiir Bestands- und Verlaufsuntersuchungen,
unabhéngig von der Art des FCoV-Biotyps.

Im Rahmen unseres Versuches wiren zur Untersuchung des FCoV-Antikorpertiter-Verlaufs
kiirzere Intervalle bei den Blutentnahmen vorteilhaft gewesen. Allerdings hétten solche
Blutentnahmen in einer solch groBen frei laufenden Katzengruppe zu anderen Belastungen
(FangstreB3, gesteigerte Hamatopoese) gefiihrt, wie sie bei Tierheimkatzen, deren Situation ja
nachgestellt werden sollte, nicht in diesem Ausmal} vorkommen.

Im vorliegenden Versuch iiberlebten Tiere mit einem FCoV-Antikorpertiter von >3200, andere
Katzen mit einem solchen Titer entwickelten in unserem Versuch eine letale FIP. Addie et al.
(2000) beobachteten eine Korrelation zwischen der Ausscheidung von FCoV mit den Fézes
und hohen FCoV-Antikérpertitern. Dieser Zusammenhang 148t sich in unserem Versuch nur
zum Teil bestitigen (s. Tab. 15-17).

Die oben genannte Serokonversion bei den SPF-Tieren nach der Impfung mit Primucell “FIP

entspricht den beschriebenen Befunden (Christianson et al. 1989; Gerber et al. 1989).

5.9  Uberleben einer klinisch manifesten FIP

Lutz et al. (1985) und Lutz (1992) gingen davon aus, dal} ein Tier mit den Symptomen einer
FIP praktisch keine Aussicht auf eine definitive Heilung haben kann. Die verschiedenen
beschriebenen Therapieversuche (Lutz et al., 1985; Kitchen, 1988; Weiss et al., 1993; Bolcskei
u. Bilkei 1995a,b) fiihrten nicht zum Uberleben der Katzen. Berichte iiber die Heilung von
Katzen sind generell vorsichtig zu werten, da eine eindeutige FIP-Diagnose nicht vorlag

(Bilkei, 1988).
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Das im Versuch mit Primucell“FIP vakzinierte Tier H6 1453 zeigte iiber mehrere Wochen eine
deutliche neurologische und ophthalmologische Symptomatik. Hinzu traten Gewichtsverlust,
Inappetenz, und Apathie. Die FCoV-Antikorpertiter betrugen zwischenzeitlich >3200 und
fielen nach der Genesung wieder auf 1:100 ab. Die Augenverinderungen und die
neurologischen Symptome traten zeitgleich und gleichartig auf, wie bei anderen Katzen (H6
1466, H6 1451, H6 1450), die spiter an FIP starben und die histologisch sowie
immunhistologisch FIP-typische Augenverdnderungen aufwiesen (Weber, 2000). Bei der
Katze H6 1453 verschwanden die Symptome allerdings wieder fast vollstindig, bis auf
geringradige Augenverdnderungen (Irishinterflichenpigmentstrang, Abb. 19). Die ZNS-
Storungen klangen vollstindig wieder ab. Bei der Sektion konnten keine Granulome oder
andere auf FIP deutende Verdnderungen festgestellt werden. Die intra vitam-Diagnose FIP
zum Zeitpunkt der klinischen  Manifestation erscheint akzeptabel, da viele
Differentialdiagnosen entfallen, es sich nicht um die Frithphase der Erkrankung handelte und
alle Symptome der trockenen Form der FIP, wie sie auch bei an FIP gestorbenen Tieren
auftraten, massiv ausgeprigt waren. Daraus ergibt sich die Uberlegung, ob eventuelle
Therapieerfolge nicht auch auf Spontanheilungen zuriickzufiihren sein konnen. Moglich ist,
dass das Tier mit einer starken zellvermittelten und humoralen Immunantwort auf den
Infektionsdruck, eventuell auch als Folge der Impfung reagierte, so dal es nach der

iirspriinglichen Entwicklung von FIP-Lasionen rekonvaleszierte.

5.10 FIPV-Infektion ohne Entwicklung einer FIP

Auch die Katzen (insgesamt 17%), die nicht klinisch erkrankten, jedoch nachweislich FIPV-
infiziert waren (Monozyten-assoziierte FCoV-Virdmie, FCoV-Ausscheidung, FCoV-
spezifische systemische Immunantwort [Kipar et al., 1999b]) sowie die Tierheimkatzen
konnten eine effektive Immunantwort gegen FCoV/FIPV entwickelt und diese iiber die Dauer
des Versuchs aufrechterhalten haben (Kipar et al., 1999b). Ungewi3 bleibt, ob die
iiberlebenden Tierheimkatzen schon zu Versuchsbeginn eine natiirliche Immunitit ausgebildet
hatten, oder ob dieser Status erst im Laufe des Versuchs erreicht wurde. Eine zwischenzeitliche
Eliminierung der Infektion, das Vorliegen inapparenter Infektionen sowie regelméfige
Reinfektionen, die letztendlich zu einer natiirlichen Immunitdtsausbildung fiihrt, sind
vorstellbar. In einer Langzeitstudie iiber 10 Jahre wurde dhnliches beobachtet, wobei nur ein
geringer Prozentsatz seropositiver Tiere nach langer Inkubationszeit eine FIP entwickelte

(Addie et al., 2000). Nach 36 Monaten sind die iiberlebenden Tierheimkatzen durchweg
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klinisch unauffillig. Weitergehende Untersuchungen zum FCoV-Infektionsstatus sind leider
nicht mehr moglich, da die Tiere den Untersuchungen nicht mehr zugénglich sind.

Das Uberleben eines Teils der FCoV-infizierten SPF-Katzen unabhingig vom Impfstatus iiber
den gesamten Versuchszeitraum ohne klinische Symptomatik deutet darauf hin, daB die
Konstitution und Kondition des einzelnen Tieres sowie andere Faktoren einen entscheidenden
Einflu auf die Disposition fiir die Entwicklung einer FIP haben. Am Versuchsende wiesen
diese Tiere niedrige FCoV-Antikorpertiter auf und zeigten im kompetitiven ELISA zum
Nachweis zirkulierender FCoV-Immunkomplexe ein negatives Ergebnis, was auf ein Abflauen
der Infektion hindeutet (Addie et al., 1996; Gunn-Moore et al., 1998). Solche Tiere konnten fiir
ein Tierheim ein Problem darstellen, da sie kaum als potentielle FCoV-Infektionsquellen zu
erkennen sind, Virus mit dem Kot aber noch ausscheiden kénnen, wie unser Versuch zeigt (s.

Tab. 15-17).

5.11 Auswertbarkeit des Versuches

Versuchautbau und Versuchsdurchfithrung erwiesen sich als fiir die Zielstellung geeignet. Die
Untersuchungen lieferten eindeutige Ergebnisse. Fiir den Fall von nicht signifikanten
Tendenzen war eine Wiederholung des Versuches unter gleichen Bedingungen unmittelbar im
Anschlul vorgesehen (2. Versuchsdurchlauf); dies erfolgte aufgrund der eindeutigen
Ergebnisse aber nicht.

Um der Fragestellung gerecht zu werden, kamen nur natiirlich infizierte Katzen aus

Tierheimen als Infektionsquelle in Betracht. Eine Sektion der tiberlebenden Tierheimkatzen am
Ende des Versuchs erfolgte gemédl3 der Tierversuchsgenehmigung nicht, da diese Tiere an neue

Besitzer weitervermittelt wurden.

5.12 Beurteilung der Wirksamkeit des FIP-Impfstoffes

Im Rahmen dieses Versuchs erwies sich der eingesetzte FIP-Impfstoff (Primucell®FIP) als
nicht protektiv. Die hohe Inzidenz der FIP war iiberraschend. Bei &hnlich aufgebauten
Versuchen (Hoskins et al., 1994) wurde durch die Vakzination mit Primucell“FIP ein Schutz
von 50 % erreicht und die Vakzine mit “Gut* bewertet. Fehr et al. (1995) konnten in
Felduntersuchungen einen gerade noch signifikanten Impfschutz nachweisen.

Die Vakzine Primucell®FIP beinhaltet nur einen FIPV-Stamm. (ts-FIPV isoliert aus Norden
DF 2 wild-type FIPV [Gerber et al., 1990]). Moglich ist, daB3 unter Feldbedingungen, so wie

eventuell auch in diesem Versuch, eine viel hohere Infektionsdosis die Belastungsinfektion
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darstellt, als von den Impfstoffherstellern bei der Belastungsinfektion damals verwendet
wurde. Scott et al. (1992, 1995) stellten fest, da3 der Schutz vor experimentellen Infektionen
entscheidend vom Virusstamm und der Virusdosis abhédngig ist. Aullerdem ist moglich, daf3
mehrere FIPV-Stdmme mit unterschiedlichen virulenten und antigenen Eigenschaften durch
die Tierheimkatzen aus den verschiedenen Tierheimen in den Versuch eingebracht wurden. Es
ist wahrscheinlich, daB3 in dieser Studie die Belastungsinfektion nicht durch den gleichen
FIPV-Stamm verursacht wurde, wie bei den Wirksamkeitspriifungen damals von SmithKline
Beecham. Dieser Sachverhalt ist aber auch notwendig, um einen Schutz unter
Feldbedingungen beweisen zu kdnnen.

Die Wirksamkeit der Vakzine soll gewihrleistet werden {iber eine starke Immunantwort in der
Nasen-Rachen-Mukosa, vorrangig iiber eine zellvermittelte Immunitit und nicht iiber eine
humorale Immunitdt und durch die Verhinderung der systemischen Ausbreitung des Virus
(Christianson et al., 1989; Gerber et al., 1989; Gerber et al., 1991). Der Aspekt der zelluldren
Immunitit neben der humoralen Immunitét ist interessant, wenn man von der These (Pedersen
und Boyle, 1980; Walter und Rudolph, 1989; McReynolds und Macy, 1997) ausgeht, daf
Katzen mit einer ausgepragten humoralen und zelluldren Immunitdt keine FIP entwickeln und
Katzen mit partieller zellulirer bzw. ohne zelluldre Immunitit neben der vorhandenen
humoralen Immunitét eine trockene bzw. effusive FIP entwickeln.

Letztendlich mufl man davon ausgehen, dafl die Impfung je nach Situation nicht geeignet ist,
um potentiell empfingliche Tiere in einer gemischtaltrigen Mehrfachhaltung, wie sie in
Tierheimen immer wieder vorkommt, bei hohem Infektionsdruck vor der FIP zu schiitzen.

Da zwischen der Impf- und der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied beziiglich der
FIP-Erkrankungen im Versuch auftrat, kann man also auch bei ungiinstigen Bedingungen
davon ausgehen, daB sich die Vakzine Primucell®FIP nicht nachteilig auf die
immunulogischen Prozesse der Katzen auswirkt. Dieses Ergebnis unterstiitzt also ebenfalls
nicht die von experimentellen Infektion abgeleitete These, da3 geimpfte Katzen sensibilisierte
Katzen sind, die bei Infektion mit dem FIPV sehr schnell an FIP erkranken und hochgradige
klinische Symptome zeigen (ADE) (Hohdatsu et al., 1991; Olsen et al., 1992; Corapi et al.,
1992, 1995; Scott et al., 1995).

Abschlieend seien noch einige Konsequenzen und Empfehlungen aus den Ergebnissen und
der Diskussion fiir Tierheime zusammengefaft:

Aufgrund dieser Studie und der betridchtlichen Kosten, die bei der routineméfBigen
konsequenten Impfung mit Primucell®FIP fiir ein Tierheim anfallen, ist diese Variante der
Privention in einer Situation, wie sie im Versuch vorlag, ungeeignet. Man bedenke dabei auch,

daB Primucell“FIP einer der teuersten veterinirmedizinischen Impfstoffe ist. Um das Problem



Diskussion 83

der FIP in den Tierheimen anzugehen, scheinen die Empfehlungen von Addie und Jarrett
(1990, 1995) sowie Pedersen et al. (1995) noch am effektivsten, die auf einem konsegenten
Hygieneregime (minimale fikale Kontamination), der Quarantéine sowie dem frithen Absetzen
der Welpen (mit 4 bis 6 Wochen) basieren. Die Hauptinfektionsquelle der Felinen CoV sind
die Faeces infizierter Katzen. Aufgrund des fikal-oralen Ubertragungsweges der CoV
(McReynolds u. Macy, 1997) wird der Katzentoilette eine Schliisselrolle zugeschrieben, weil
hier die Mdglichkeit besteht, Einflul auf die fdkale Kontamination zu nehmen. Es wird
empfohlen, eine leicht zu reinigende und gut zu desinfizierende Katzentoilette fiir nicht mehr
als zwei Katzen weit ab des FreB- und Wasserplatzes aufzustellen. Eine StreBminimierung
sollte auch im Hinblick auf andere Katzenkrankheiten angestrebt werden. Demzufolge sollte
die GruppengrdBe nicht mehr als 10 Tiere betragen. Das Trennen von CoV-Ak seronegativen
und -positiven Tieren erscheint sinnvoll, wird aber unter Praxisbedingungen nur schwer zu
realisieren sein. Insgesamt mul} es das Ziel sein, alle fiir die FIP pradisponierenden Faktoren

auszuschalten.

5.13  AbschlieBende Bemerkungen

Die angewandten diagnostischen Methoden im Rahmen eines Feldversuches wurden
ausgeschopft. Kiirzere Untersuchungsintervalle wiren wissenschaftlich interessant gewesen,
hitten sich aber mit den Kriterien eines Feldversuches bzw. den Bedingungen eines
Tierheimes, dem Protokoll sowie der Tierversuchsgenehmigung nicht vereinbaren lassen.
Beziiglich der Infektionsquelle, des Impfregimes, des Stresses und der Betreuung der Tiere
lassen sich realitdtsndahere Bedingungen zu einem Tierheim kaum schaffen.

Dies ergibt, dass die FIP-Inzidenz direkt abhingig sein muB3 von der FECV/FIPV-
Mutationsrate, die wiederum beeinflut wird von der FECV-Replikationsrate, der
erworbenen/angeborenen Resistenz der Einzelkatze gegeniiber den FIPV-Mutanten und der
Mutationsrate des jeweiligen FECV-Stammes (Vennema et al., 1998).

Um eine Population vor der FIP zu schiitzen, muB3 man auch eine Elimination des FECV
erreichen, das heif3t, dass man die chronischen FCoV-Ausscheider erfassen und eliminieren
mulB} (Foley et al., 1997a). Das sollte ein wichtiger praktischer Ansatzpunkt fiir Tierheime und
andere Mehrfachhaltungen sein, der sicherlich nur {iber ein generelles CoV-Screening zu

erreichen ist.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirksamkeit einer Vakzine (Primucell®FIP) im
Tierversuch unter den Bedingungen eines Tierheimes zu untersuchen.
Zehn Tierheimkatzen, die mit Hilfe des kompetitiven ELISA zum Nachweis 16slicher FIPV-
spezifischer Immunkomplexe in Seren und Exsudaten als Virustrdger ohne klinische FIP
identifiziert wurden, wurden mit 20 geimpften und 20 ungeimpften SPF-Katzen
zusammengesetzt.
Im Versuchszeitraum erkrankte der liberwiegende Teil der SPF-Tiere an FIP. Ein SPF-Tier
tiberlebte eine vermutliche FIPV-Infektion mit klinischer Manifestation. Sie genas nach
abgeklungener Symptomatik vollkommen und blieb klinisch unauffillig. Die Sektion am
Versuchsende ergab keine FIP-spezifischen Befunde.
Sieben SPF-Tiere (17,5 %) zeigten wihrend des gesamten Versuchszeitraumes keinerlei
Symptome irgendeiner Erkrankung. Keines dieser am Ende des Versuchs euthanasierten SPF-
Tiere wies eine FIP auf.
Der klinische Status der meisten Tierheimkatzen, die in den Versuch gelangten, blieb
unverdndert. Eines der Tiere entwickelte allerdings eine klinisch manifeste Coronavirus-
Enteritis, an der es verstarb.
Im Verlauf des Versuches erkrankten und starben (bzw. wurden im Finalstadium der
Erkrankung euthanasiert) 23 Tiere (45%) an FIP.

10 Tiere stammten aus der Kontrollgruppe,

12 Tiere aus der Primucell®-Impfgruppe,

und ein Tier aus der Tierheimgruppe.
Beziiglich der Anzahl der an FIP erkrankten Tiere ergab sich kein signifikanter Unterschied (p
=0,53) zwischen der SPF-Primucell®-Impfgruppe und der SPF-Kontrollgruppe. Es gab keinen
signifikanten Unterschied in der Geschlechtsverteilung der an FIP erkrankten Tiere.
Im Versuch ergab sich eine geschiitzte Fraktion (preventable fraction) von -20 %, also kein
Schutz durch die Impfung.
Die FIP prisentierte sich tiberwiegend in der feuchten (65%), aber auch in der trockenen Form.
Die effusive Form lag in den meisten Fillen in klassischer Ausprigung vor. Der
Krankheitsverlauf war i.a. fulminant bei kurzer Krankheitsdauer. Erstes wahrnehmbares

Symptom war stets die Aszitesbildung, die rasant voranschritt.
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Bei den Féllen der trockenen Form der FIP waren die Symptome {iberwiegend unspezifischer
Natur. Die trockene Form wurde wéhrend des gesamten Versuchszeitraums beobachtet. Ein
Tier entwickelte eine ausschlieBlich zentralnervose klinische Symptomatik.

Durch symptomatische Therapie war eine BeeinfluBung der Krankheitsdauer und des
Krankheitsverlaufes nicht feststellbar.

Uber 80% der Tiere, die an FIP erkrankt waren, hatten zeitgleich oder kurz davor eine Katzen-
schnupfenproblematik, wahrend dies bei den nicht an FIP erkrankten Katzen nur fiir 44 %
zutraf.

Alle Tiere zeigten im Laufe des Versuchs eine Serokonversion. Die Vakzine Primucell“FIP
induzierte CoV-Antikorpertiter von 1:50 bis 1:800. Nach einsetzendem Infektionsdruck stiegen
die CoV-Antikorpertiter bei einzelnen Tieren bis auf > 3200, sowohl bei den Impf- als auch bei
den Kontrolltieren. Nicht alle Tiere, die hohe CoV-Antikorpertiter aufwiesen oder im ELISA
positiv reagierten, erkrankten auch an FIP.

Katzen, die im kompetitiven ELISA zum Nachweis von l9slichen Immunkomplexen in Seren
und Exsudaten positiv reagieren, auch wenn sie keine klinische Symptomatik aufweisen,
miissen als potentielle Infektionsquelle fiir empfangliche Tiere betrachtet werden. Die CoV-
Antikorpertiter erlauben keine Aussage dariiber, ob eine Katze eine FIP entwickeln wird und
sind deshalb zur Prognose eines Infektionsverlaufs ungeeignet.

Am Versuchsende wurde bei fast allen Tieren (20 von 23), die den Versuch iiberlebten, mittels

RT-PCR eine Monozyten-assoziierte FCoV-Virdmie nachgewiesen.
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7. Summary

The study aimed at the evaluation of the efficacy of the Primucell®FIP vaccine in an animal
experiment. The experiment was set up under conditions simulating those of an animal shelter.

The natural source of FIPV was represented by a group of 10 clinically healthy cats from
animal shelters which were tested positive for circulating FCoV immune complexes by means
of a competitive ELISA.

During the experiment, most of the 40 SPF cats developed FIP. One SPF cat survived a
presumed FIPV infection with clinical manifestation and remained clinically healthy after the
symptoms had resolved. Necropsy at the end of the experiment did not reveal any FIP-specific
lesions.

During the experiment, seven SPF cats (17.5%) did not show any clinical symptoms. None of
these animals who all were necropsied at the end of the experiment, exhibited FIP.

The clinical status of most cats originating from animal shelters, remained unaltered
throughout the experiment. One of these cats, however, developed and died of coronavirus
enteritis.

Twenty-three cats (45%) died of or were euthanatized in the final stage of FIP during the
experiment.Ten of these animals were control SPF cats, 12 animals were Primucell*FIP
vaccinated SPF cats, and one animal was originating from an animal shelter.

Concerning the number of cats developing FIP, there was neither a significant difference
between Primcell®-vaccinated and control SPF cats (p=0.53) nor with regards to the sex
distribution. The experiment yielded a protected/preventable fraction of —20%, that is to say,
no protection by Primcell “FIP vaccination occurred.

Pathologically, FIP was mainly represented by the effusive form (65%) which mostly appeared
in the classical form. The clinical course was often fulminant with short duration of disease. In
general, ascites represented the first symptom and showed fast progression.

With the dry form of FIP which occurred throughout the whole experiment, symptoms were
mainly non-specific. In one animal, clinical signs were restricted to CNS symptoms.

Neither duration nor the course of disease were affected by symptomatic therapy.

At the same time as the clinical signs of FIP or prior to their development, more than 80% of
the animals had clinical signs of upper respiratory disease, where as only 44 % of the FIP-
negative cats developed such symptoms.

During the experiment, all SPF cats showed seroconversion. The vaccine Primucell*FIP
induced CoV anitbody titres of 1:50 up to 1:800. With the onset of infectious pressure, CoV

antibody titres rised to >3200 in some animals. Animals who developed high CoV antibody
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titres or showed a positive result in the competitive ELISA for circulating FCoV immune
complexes did not necessarily develop FIP.

Regardless of the presence of clinical symptoms, cats with a positive result in the competitive
ELISA for circulating FCoV immune complexes in sera or exudates have to be regarded as
potential source of FCoV infection for susceptible animals. CoV antibody titres do not allow a
prognosis concerning the development of FIP.

At the end of the experiment, monocyte-associated FCoV viraemia was identified by RT-PCR

in nearly all animals who had survived (20 of 23).
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9. Anhang
9.1 Abbildungen
Abb. 1: Geschlechtsverteilung der SPF-Tiere nach randomisierter
Einteilung in T1 und T2 (3.2.1; S. 35)
Abb. 2: FCoV und Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) Primer (3.5.3.5; S. 52)
Abb. 3: Gewichtsentwicklung aller SPF-Katzen im Versuchzeitraum
(4.1; S. 58)
Abb. 4: Chronologische Ubersicht der Todesfille (aller Ursachen) im
Versuchszeitraum (4.5; S. 60)
Abb. 5: chronologische Ubersicht iiber das Auftreten der einzelnen
Formen der FIP bei den SPF-Katzen (4.6; S. 62)
Abb. 6: Geschlechtsverteilung der an FIP erkrankten SPF-Tiere
(4.6; S. 62)
Abb. 7: Verteilung der FIP-Formen bei den 23 aufgetretenen Fillen
(alle Gruppen) im Versuchszeitraum (4.8; S. 64)
Abb. 8: Haufigkeit von Katzenschnupfen bei den 22 an FIP
erkrankten SPF-Katzen (4.9; S. 67)
Abb. 9: Haufigkeit von Katzenschnupfen bei den 18 nicht an FIP

erkranken Katzen (4.9; S. 67)
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Abb. 10, 11:

effusive Form der FIP bei
einer SPF-Katze mit
ausgepragter Aszitesbildung
ohne Beeitrachtigung des
Allgemeinbefindens

Abb. 12:

Vergleich SPF-FIP-Katze
mit Aszites mit SPF-Katze

ohne Symptomatik
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Abb. 13: Vergleich SPF-FIP-Katze mit Aszites mit SPF-Katze ohne Symptomatik
Abb. 14, 15: ungestortes Fre3- und Trinkverhalten bei SPF-FIP-Katzen mit Aszites
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Abb. 16: SPF-Katze (Primucell®-Gruppe, H 6 1453) mit Symptomatik der nichteffusiven
FIP

Abb. 17: gleiche Katze wie Abb. 16 mit Nickhautvorfall und Augenverdnderungen

Abb. 18: gleiche Katze wie Abb. 16 mit frei schwebenden Fibrinpréizipitaten in der
vorderen Augenkammer
Abb. 19: gleiche Katze wie Abb. 16 nach iiberstandener FIP-Symptomatik mit

bleibendem Irishinterflichenpigmentstrang
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Abb. 20: SPF-Katze (Primucell®-Gruppe, H 6 1466) vor der FIP-Erkrankung
'y : . N

.

Abb. 21: gleiche Katze wie Abb. 20 mit Augenverdnderungen

Abb. 22: gleiche Katze wie Abb. 20 mit Irisverfarbungen und streuenden
GefaBinjektionen
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Abb. 23: SPF-Katze (Kontroll-Gruppe, H 6 1448) mit Anisokorie

-

Abb. 24: gleiche Katze wie Abb. 23 mit Rubiosis iridis
-

-
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Abb. 26: gleiche Katze wie Abb. 23: Fundus: Hyporeflexien, subretinale Infiltrate
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9.2 Diagramme
Titerverlaufe CoV-Ak und ELISA (> 25% Hemmung = positiv)
FIP-Vakzine: 1. Impfung 7. Woche, 2. Impfung (Boosterung) 10. Woche
Zusammensetzen mit Tierheimkatzen 12. Woche
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SPF-"Primucell®"-Katze Nr. H6 1408
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9.3 Losungen, Puffer und Bezugsquellen

9.3.1 ELISA

Fiir den ELISA benétigte Losungen, Seren und Antikérper

CoatingBuffer (fiir die Verdiinnung des FIP-Antigens; pH 9,4)
Natriumtetraborat x 10 H,O 38,12 g
Aqua bidest. ad 1000,00 ml

Die Losung ist mehrere Wochen bei Raumtemperatur haltbar.

Prizipitationsreagenz (zur Ausfillung der Inmunkomplexe, pH 8,3-8,5)

Polyethylenglykol (PEG; MW 8000) 25,00 g
Borséure 6,18 g
Natriumtetraborat x 10 954 ¢
NaCl 049 ¢
Aqua bidest. ad 1000,00 ml
Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,2)

NaCl 750 g
KCl 020 g
KH,PO4 020 g
Na,HPO, x 2 H,0 1,40 ¢
Aqua bidest. ad 1000,00 ml
Blockierungslosung (pH 7,1-7,2)

Polyvinyl-Alkohol (PVA; MW 13000-23000) 10,00 g
PBS 1000,00 ml

Zum Losen des PVA empfiehlt sich eine konstante Erwédrmung auf einem beheizbaren

Magnetriihrer. Die Losung wird anschlieBend durch einen 0,45 pm Filter filtriert.
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Verdiinnungslosung

(Verdiinnung von prézipierten Serum- bzw. Exsudatproben und Antikorperlosungen)

Blockierungslosung 950 ml
Fetales Kélberserum (FKS) 50 ml
Waschlosung (10 x)

NaCl 75,00 g
KCl 2,00 g
KH,PO4 2,00 g
Na,HPO, x 2 H,0 14,40 g
Tween 20 5,00 g
Aqua bidest ad 1000,00 ml

Verdiinnte Waschlosung sollte einen pH-Wert von 7,2 aufweisen.

FIPV-Antigen (FIP-Virus gereinigt von W. Herbst, Giellen)
Verdiinnung 1:300

Positiv-Kontrollserum
Die Positiv-Kontrollseren wurden von Katzen gewonnen, die an FIP erkrankt waren
(Hemmung > 25 %) und wurde vom Institut fiir Veterindr-Pathologie der Universitit Leipzig

zur Verfiigung gestellt.

Negativ-Kontrollserum

Als Negativ-Kontrollserum diente gepooltes Pferdeserum.

Monoklonaler Antikorper (mAk) gerichtet gegen das E1-Protein des FIPV (IgG1)

Der monoklonale Antikorper sollte bei < -20°C gelagert werden.

Peroxidase-gekoppeltes Ziege anti Maus-IgG
Das Enzymkonjugat sollte bei < -20°C gelagert werden.
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ABTS/H,0,-Loésung (Peroxidase-Substrat fiir ELISA)

Zitronensiure LI5S g
Aqua bidest ad 38,00 ml
Der pH-Wert wird mittels 40%iger NaOH auf 4,2 eingestellt.

ABTS (2°,2"-Azino-bis-(3-Ethylbenz-Thiazolin-Sulfonsdure)) 4,4 mg

Unmittelbar vor Gebrauch 5,6 pl 30%iges H,O, zugeben

Stop-Losung

Zitronensaure 1,92 g
NaN; 0,01 g
Aqua bidest 100,00 ml
Tween 20 0,10 ml
9.3.2 PCR

50 x TAE

Tris 242 g
Essigsédure conc. (Eisessig) 57,1 ml
EDTA 372 g

ad 11 Aqua bidest

Fiir den Gebrauch 1 : 50 in Aqua bidest verdiinnen.
9.3.4 Bezugsquellen

Aldrich GmbH & Co. KG, Steinheim
Polyethylenglycol (PEG) MW 8000

Polyvinylalkohol (PVA) MW 13000-23000

American National Can™, Greenwich, C.T. 06836, USA
Parafilm, Laboratory film

Binding-site, Heidelberg
Fluoreszein-Isothyocyanat [FITC]-markiertes Anti-Katzen-IgG
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Carl Roth KG Chemische Fabrik, Karlsruhe
Roti-Histol®

Citronensaure

Customs Monoclonals International, Sacramento, USA

Maus anti-felines Coronavirus (clone FCV 3-70)

DIANOVA GmbH, Hamburg
Maus Peroxidase anti-Peroxidase
Ratte anti-Maus IgG

Target unmasking fluid

E. Merck, Darmstadt

Borsaure krist., reinst

Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm
Haematoxylin
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
NaCl

KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth

Kabevette®

Life Science International, Frankfurt/Main

Coverplates™

Menzel Gliser, Braunschweig

SuperFrost*/Plus-Objekttrager

Nunc GmbH, Wiesbaden

Immunoplatten
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SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht

Monovette®, Multivette®

Serva Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg
Tween 20

Sigma-Aldrich Vertriebs GmbH, Deisenhofen
ABTS, kristallin

Vogel GmbH & Co KG,Gieflen
Vogel-Histo-Comp®
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9.5

ADE

Ag
Ak
BCV
CCV
CvV
DIC
DNase
FECV
FeLV
FIV
FIPV
GCPV

HCV
HEV
IBV
MHV
RbCV
RECV
SDAV
TCV
TGEV
PFU

Abkiirzungen

Antibody-dependent enhancement
(Antikorpervermittelte Verstarkung)
Antigen

Antikorper

Bovines Coronavirus

Canines Coronavirus

Coronavirus

disseminierte intravasale Koagulopathie
Desoxyribonuklease

Felines enterales Coronavirus
Felines Leukdmievirus

Felines Immundefizienzvirus

Felines Infektioses Peritonitisvirus

Good Clinical Practice for Conduct of Clinical Trials for Veterinary Medicinal

Products

Humanes Coronavirus

Hamagglutinierendes Enzephalomyelitisvirus

Infektiose Bronchitisvirus
Mausehepatitisvirus

Kaninchen Coronavirus
Enterales Kaninchen Coronavirus
Sialodakryadenitisvirus

Turkey Coronavirus

Transmissibles Gastroenteritisvirus des Schweines

plaque forming units
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