Aus dem Department fiir Pathobiologie der

Veterinarmedizinischen Universitit Wien

Institut fiir Pathologie
(Leiter: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Herbert Weissenbock Dipl. ECPHM)

Untersuchung von Lungengewebsproben von Felidae auf das Vorkommen
von Pneumocystis spp. mittels In situ-Hybridisierung

Diplomarbeit

Veterinarmedizinische Universitat Wien

vorgelegt von

Magdalena Marie Klier

Wien, im April 2022



Betreuerin: Priv. Doz.™ Dr.™ Christiane Weissenbacher-Lang

Betreuende medizinisch-technische Assistentin: Dr. Julia Matt

Institut fiir Pathologie, Department fiir Pathobiologie

Gutachterin: Univ.-Prof." Monika Ehling-Schulz



Inhaltsverzeichnis

T EINIGITUNG ..o s e s s e e s e e s nneeee s 1
2. LiteraturiiberSiCht............cc.ooiiiiiiiii e e e e e e e 3
2.1. Historischer Hintergrund, Zuordnung und Taxonomie ...............cccoeeveiiiniireeniiiieeiniieeeenas 3
2.2. Wirtsspezifitit und Charakteristika von Preumocystis .............ccccccoovvveviiniiieiinniiieiiniieneenns 5
2.3. Klinik, Immunreaktion, Prophylaxe, Therapie.............ccc.cccccconiiiiiiiiiiii e 9
2.4. NachweiSmetROden ..............coooiiiiiiiiiiiii e e e e e 15
3o MIALETHAL ..o e e e s e e s s e e e 17
B MEtROAEN ...t e e s nnneee e eans 18
4.1. Herstellung histologischer Schnitte aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem .............. 18
Material mittels Schlittenmikrotom (Microm HM 400, Thermo Scientific) .................ccccceerennnnns 18
4.2. In Situ-HYDridiSIErUNE. ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e s s sbbaeeeeeeeessnanns 19
4.3. Himatoxylin & Eosin-FArbung .............ccccccooriiiiiiiiiiiiiiiiie it sirree e e e e s s 21
4.4. Beurteilung der hergestellten ISH-Schnittpraparate.............ccccccovviiiiiiiiiiiininiiiiii s 21
TR ) ¥ 1) 11 LY OO PP PPPPPPPPURN 23
5.1. Ergebnisse der ISH.............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e s rree e e e e e e s s ssaabbeeaeeeeessennnns 23
5.2. Ergebnisse der H&EE-FArDUNG.............cccccooiiiiiiiiiiiii ettt reeee e e e s s 24
5.3. Vorerkrankungen und KoinfeKtionen .................ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 27
5.4. Zusammenfiihrung der Ergebnisse der ISH und der H&E-Fiarbung...............cccccccceeeevnnnnnns 28
6. DHSKUSSION.........oiiiiiiiiiiie et st e e e e e e e 34
7. ZuSammMENTASSUIIG.......cocuoiiiiiiiiiiiiiiee ettt e st s e e s e e e 39
8. ANNANG e 42
T B 20/ 111D = | PP UPPUPTPN 42
9.  LiteraturverzZeiChnis...........ccooouiiiiiiiiiiiiiii e e 43



1. Einleitung

Bei Pneumocystis handelt es sich um eine Gattung von Pilzen, die zahlreiche wirtspezifische
Spezies dieser eukaryotischen Mikroorganismen umfasst, welche den unteren Atmungstrakt
von Land-, Luft- und Wassersdugern besiedeln (Aliouat-Denis et al. 2008, Dei-Cas et al.
2006). Alle Individuen konnen sich mit dem Pilz infizieren, eine Proliferation und eine damit
einhergehende klinische Erkrankung tritt gehduft unter immunsuppressiven Bedingungen auf,
weshalb der opportunistische Infektionserreger besonders in den 1980er Jahren im
Zusammenhang mit zunehmenden HIV-Infektionen grofle Bekanntheit erlangte (Calderdn-
Sandubete et al. 2002, Glatt und Chirgwin 1990, Selik et al. 1984, Selik et al. 1987, Working
Group on PCP Prophylaxis for Children 1995).

Auch in der Veterinirmedizin kann man ein wachsendes wissenschaftliches Interesse an
Pneumocystis erkennen, was die vergleichsweise gro3e Anzahl an Publikationen seit der
Entdeckung des Erregers belegt. Der Schwerpunkt dieser Studien liegt bei Labortieren,
Frettchen, Hunden und Wildtieren (Dei-Cas et al. 1998, Farrow et al. 1972, Keely et al. 2004,
Mazars et al. 1997b, Watson et al. 2006). Tierartliche Unterschiede zeigen sich in der
Charakterisierung und dem Schweregrad der verursachten Pneumonien. So zeigen infizierte
Schweine interstitielle und granulomatdse Pneumonien (Binanti et al. 2014), wéhrend es bei
Hunden zu einer Zerstérung des Lungenparenchyms kommen kann (Weissenbacher-Lang et
al. 2017a). Bei Wiederkduern konnten iiberwiegend milde Infektionen mit Dystelektasen,
Alveolarhistiozytosen =~ sowie  peribronchialen, interstitiellen und  perivaskuldren

Rundzellinfiltrationen nachgewiesen werden (Ergin 2018).

Die Anzahl an Studien zu Infektionen mit Prneumocystis bei Katzen ist sehr begrenzt und
reicht liber den Zeitraum von 1909-2019 (Danesi et al. 2019, Hagler et al. 1987, Settnes und
Hasselager 1984, Shiota et al. 1990, Yang et al. 1996, Zavala und Rosado 1972). Diese
Studien beschiftigten sich mit der Erhebung der Preumocystis-Priavalenz in
Katzenpopulationen (Zavala und Rosado 1972), der Annahme der Funktion von Katzen als
Erregerreservoir (Settnes und Hasselager 1984) sowie der Ubertragung des Erregers (Yang et

al. 1996), der Untersuchung des Einflusses von Immunsuppression auf das klinische Bild



(Hagler et al. 1987, Shiota et al. 1990) und molekulardiagnostischen Nachweismethoden
(Danesi et al. 2019).

In der vorliegenden Arbeit soll mittels /n situ-Hybridisierung (ISH) die Privalenz von
Pneumocystis spp. im Lungenparenchym von Felidae festgestellt werden. Danach erfolgt eine
Korrelation der mittels ISH erzielten Ergebnisse mit den in der Hdmatoxylin-Eosin (H&E)-

Férbung histologisch festgestellten Lungenldsionen sowie mit der Krankengeschichte.



2. Literaturiibersicht

2.1.  Historischer Hintergrund, Zuordnung und Taxonomie

Nach der Entdeckung von Preumocystis durch Carlos Chagas im Jahr 1909 und der
Identifikation als eigene Gattung durch Delanoé und Delano€ 1912 (Chagas 1909, Delanoé
und Delano€ 1912), deren Untersuchungen sich iiberwiegend auf tierisches Lungengewebe
beschrinkten, war das diesbeziigliche Forschungsinteresse zundchst limitiert (Calderon-
Sandubete et al. 2002). Erst 20 Jahre spéter konnte ein erster Zusammenhang zwischen
Pneumocystis und humanen Pathologien festgestellt werden. Hierbei handelte es sich um die
sogenannte interstitielle Plasmazell-Pneumonie, von der vor allem Frithgeborene und
untererndhrte Sduglinge wihrend des zweiten Weltkriegs betroffen waren (Ammich 1938,
Baar 1955, Freudenberg und Tobler 1950, Gajdusek 1957, Van der Meer und Brug 1942,
Vanek et al. 1953). Seit den 1980er Jahren ist zudem bekannt, dass Individuen, die sich einer
Organtransplantation oder Chemotherapie unterziehen sowie Personen, welche mit dem
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert sind, durch die damit einhergehende
Immunsuppression besonders anfillig fiir eine Infektion sowie eine klinische Erkrankung mit
Pneumocystis sind (Cardenal et al. 2001, Selik et al. 1987).

In einigen Studien konnte festgestellt werden, dass sich Pneumocystis-bedingte Pneumonien
nicht nur auf immunsupprimierte Patienten beschrinken. So konnten beispielsweise durch
molekulare Nachweismethoden Pneumocystis-Organismen im Probenmaterial gesunder oder
hospitalisierter Patienten ohne offensichtliche Immunsuppression nachgewiesen und das
Bestehen transienter und latenter Infektionen bestétigt werden (Calderon et al. 1996, Calderon
et al. 2004, Cano et al. 1993, Dei-Cas 2000, Jacobs et al. 1991, Peterson und Cushion 2005,
Vargas et al. 2005).

Die taxonomische Zuordnung von Pneumocystis stellt einen langwierigen Prozess dar, der
sich von der ersten Entdeckung durch Carlos Chagas (Chagas 1909) Anfang des

20. Jahrhunderts bis in die 1980er Jahre erstreckte (Edman et al. 1988, Stringer et al. 1989b).
Bei seinen Forschungen an mit Trypanosomen inokulierten Meerschweinchen entdeckte

Carlos Chagas 1909 im Lungengewebe der Tiere erstmals zystische Formen von



Pneumocystis, welche er félschlicherweise als neue Trypanosomen-Gattung identifizierte
(Calderon-Sandubete et al. 2002, Chagas 1909). Ahnliche Zysten fand Antonio Carini, damals
Direktor des Sao Paolo Pasteur-Instituts, ein Jahr spéter in den Lungen von Ratten, welche
mit Trypanosoma lewisi infiziert waren (Carini 1910).

Mit der Vermutung, die Zysten gehdrten zu einer bisher unbekannten Spezies, schickte er
Gewebeproben an das Pasteur-Institut in Paris, wo das Ehepaar Delanoé dhnliche Zysten im
Lungengewebe von Wanderratten gefunden hatte, welche nachweislich nicht mit
Trypanosomen infiziert waren. Sie folgerten aus ihrer Beobachtung, dass die zuvor von
Chagas und Carini beschriebenen zystischen Formen einem neuen Mikroorganismus
zugeordnet werden konnten, den sie Prneumocystis (P.) carinii nannten. Anstelle einer
Verwandtschaft mit Trypanosomen vermutete das Paar einen potentiellen Zusammenhang mit
Kokzidien (Delano€ und Delanoé 1912).

Der lateinische Name des neu entdeckten eukaryotischen Mikroorganismus, ,,Prneumocystis
carinii, setzt sich aus drei Teilen zusammen: ,,Pneumo-“ aufgrund des Tropismus zu
Lungengewebe, ,cystis“ infolge der charakteristischen Form und ,carinii“ zu Ehren
Dr. Antonio Carinis, welcher Gewebeproben nach Paris sandte (Delano€ und Delanoé 1912).
Der Genus Pneumocystis umfasst einzellige, an Sdugetierlungen angepasste Organismen
(Bartlett et al. 1994), unter welchen sechs Arten anerkannt sind. Neben den bereits bekannten
Arten P. jirovecii (Mensch) (Frenkel 1999), P. wakefieldiae (Ratte) (Cushion et al. 2004),

P. murina (Maus) (Keely et al. 2004), P. oryctolagi (Kaninchen) (Dei-Cas et al. 2006) und

P. carinii zahlt seit 2020 auch P. canis zu den anerkannten Arten (Cissé et al. 2021, Ma et al.
2020).

Die Einordnung der verschiedenen Preumocystis-Spezies erfolgt nach dem International Code
of Botanical Nomenclature (ICBN). Spezies ohne Eigennamen wurden frither nach dem
Forma specialis-Trinominalsystem bezeichnet (Bartlett et al. 1994). Inzwischen werden
solche Spezies nur mehr als Prneumocystis sp. und anschlieend der Tierart bezeichnet (Ma et
al. 2020). Der bei Katzen nachgewiesene Erreger wird daher mit Pneumocystis sp. felis

angesprochen.

Die Kontroverse der taxonomischen Zuordnung von Pneumocystis, insbesondere die

Diskussion tiber die Zugehorigkeit zur Gattung der Pilze oder der Protozoen begann bereits



1913 (Aragao 1913), eine endgiiltige taxonomische Zuordnung war allerdings erst in den
1990er und 2000er Jahren nach zahlreichen Studien moglich. So konnten durch
phylogenetische Nachweismethoden einige Eigenschaften nachgewiesen werden, die eine
Zuordnung zum Reich der Pilze ermdglichten (Edman et al. 1988, Stringer et al. 1989a). Zum
einen wurde eine starke Affinitdt der 16S ribosomalen RNA (16S rRNA) von Preumocystis
carinii mit der small subunit rRNA (16S-like rRNA) von Ascomycota nachgewiesen (Edman
et al. 1988, Stringer et al. 1989a). Weiters konnten signifikante Parallelen zwischen fungalen
DNA-Sequenzen und dem Gen, welches fiir die mitochondrial large subunit (mtLSU) von
Pneumocystis kodiert (Sinclair et al. 1991), sowie weiteren sieben mitochondrialen
Gensequenzen festgestellt werden (Pixley et al. 1991, Wakefield et al. 1992). Pilze bendtigen
fiir die Proteinsynthese einen zusdtzlichen Elongationsfaktor (EF-3). Ein dem EF-3 von
Saccharomyces cerevisiae und Candida albicans strukturell dhnliches Protein kann von einem
Gen kodiert werden, welches in der RNA von Pneumocystis nachgewiesen wurde (Ypma-
Wong et al. 1992). Analysen im Rahmen des ,,Pneumocystis-Genomprojekts* zeigten, dass
68% der P. carinii-Transkripte Homologien zu fungalen Genen aufwiesen, besonders zu den
Hefepilzen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe sowie zu den

filamentosen Pilzen Aspergillus und Neurospora crassa (Cushion und Smulian 2006).

Insgesamt bewiesen Genomanalysen die Zugehorigkeit der Spezies Prneumocystis zum Reich
der Pilze, in enger Verwandtschaft zu den Abteilungen der Ascomycota und Basidiomycota

(Wakefield et al. 1992, Wakefield 2002).

2.2.  VWirtsspezifitit und Charakteristika von Pneumocystis

Bis zur Erfindung des Elektronenmikroskops 1931 (Ruska und Knoll 1932) konnte
lichtmikroskopisch  mittels ~ Grocott-Methenamin-Silberfairbung (GMS) und anderen
Spezialfarbungen nur das Vorhandensein reifer Zystenstadien beurteilt werden. Diese
entwickeln sich von einer diinnwandigen, mononukledren trophischen Form {iiber drei
aufeinanderfolgende sporozytische Stadien zu einer dickwandigen, 4-6 pm groBen Zyste

(Ascus) (Matsumoto und Yoshida 1984, Ramos Vara et al. 1998, Yoshida 1989). Multiple



Mitosen fiihren hierbei zur Bildung von acht Ascosporen (Matsumoto und Yoshida 1984),
welche die Zyste durch eine Pore in der Zellwand verlassen und an Typ-1-

Alveolarepithelzellen binden (Itatani 1994).

Mit einer Morbiditdt von 60-80% und einer Mortalitdt von schitzungsweise 20-25% (Dei-Cas
2000) weckte Pneumocystis als einer der hiufigsten und gefdhrlichsten opportunistischen
Infektionserreger bei HIV-Patienten besonders in den 1980er Jahren grofes
wissenschaftliches  Interesse. Neben  HIV  spielen  heutzutage auch  andere
immunsupprimierende Faktoren und Erkrankungen, wie beispielsweise
Organtransplantationen, Autoimmunerkrankungen, immunsupprimierende Medikamente und
Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle (Calderon-Sandubete et al. 2002, Danesi et al. 2019,
Hagler et al. 1987, Shiota et al. 1990)

Nachdem der Forschungsschwerpunkt vor allem auf den Auswirkungen -eines
Krankheitsausbruches durch bereits in der Lunge vorhandene FErreger lag und die
epidemiologische Rolle von Tieren bei der Ubertragung von Pneumocystis auf andere
Tierarten und Menschen weitestgehend ungeklért war, untersuchten chinesische Forscher
Mitte der 90er Jahre die Folgen einer Infektion mit exogen zugefiihrten Pathogenen. Den
untersuchten Katzen wurden hierfiir in unterschiedlich hohen Konzentrationen aus
Maiuselungen gewonnene P. carinii-Zysten inokuliert. Zusitzlich wurde den Tieren einer
Testgruppe Cortison verabreicht, um eine Immunsuppression hervorzurufen. Bei der
pathohistologischen Untersuchung der experimentell infizierten Tiere konnten Zysten im
Lungengewebe aller Tiere nachgewiesen werden, klinisch zeigten Katzen mit geschwéchtem
Immunsystem ein reduziertes Allgemeinverhalten, Anorexie, Husten, Tachypnoe und Fieber
(Yang et al. 1996). Eine Ubertragung von Pneumocystis von Miusen auf Katzen war also
moglich, wobei nur Tiere mit geschwichtem Immunsystem eine klinische Erkrankung
zeigten. Farrow et al. untersuchten 1972 eine mogliche Ubertragung der Organismen von
infizierten und klinisch erkrankten Dackeln auf Meerschweinchen, welche misslang. Auch die
Besitzer der Hunde, welche in engem Kontakt mit den Tieren lebten, zeigten keine klinischen
Symptome, weshalb eine Ubertragung ausgeschlossen wurde (Farrow et al. 1972). Derartige

Kreuzversuche unterstreichen die starke Anpassung an den Wirtsorganismus.



Auch auf molekularer Ebene ldsst sich eine solche Anpassung nachweisen. Hierfiir muss aber
zunichst auf die Charakteristika dieser Erregergruppe eingegangen werden. Durch molekulare
Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass der Genus Pneumocystis zahlreiche, hoch
differenzierte taxonomische Einheiten vereint (Aliouat-Denis et al. 2008), welche sich an
verschiedene Sdugetier-Spezies anpassten und genetisch voneinander unterschieden (Mazars
et al. 1997a, Mazars et al. 1997b). Genom-Sequenzierungen und phylogenetische Analysen
von P. carinii der Ratte, P. jirovecii des Menschen und P. murina der Maus zeigten die
Bildung eines Clusters mit Taphrina deformans, einer eng mit Schizosaccharomyces
verwandten Pilzart. Zudem wurde festgestellt, dass die genannten Spezies liber ein kleines
Genom und ein reduziertes Genset verfiigen (Ma et al. 2016). Weiters konnte im Gegensatz
zu anderen eukaryotischen Spezies nur eine Kopie der rRNA sowie wenig Transfer RNA
(tRNA) Gene und ein geringer Gehalt der Nucleobasen Guanin und Cytosin nachgewiesen
werden. Diese Eigenschaften fithren durch eine langsamere Transkription und Translation zu
einem langsamen Wachstum des Pilzes (Fischer et al. 2006, Ma et al. 2016). Dies stellt in
weiterer Folge eine mogliche Erklarung fiir die bisher nicht gelungene in vitro Anzucht dar
(Cushion et al. 2021).

Besonders im Aufbau der Zellwand unterscheidet sich Pneumocystis gravierend von anderen
Pilzen: in der Zellwand ist kein Chitin vorhanden, die flexible Zellwand der trophischen Form
besteht aus Cholesterol an Stelle von Ergosterol und die stabile Zellwand der Zysten enthélt
B-Glucan, weshalb Pneumocystis fir den Grofiteil antifungaler Wirkstoffe nicht empféanglich
ist (Ito et al. 2000, Powles et al. 1998, Utili et al. 2007). a-Glucan und N-Mannan-Molekiile
mit spezifischen Seitenketten, die ein Erkennen durch das angeborene Immunsystem
ermdglichen, fehlen bei beiden Formen (Ma et al. 2016). Durch die in der Zellwand
vorhandenen B-Glucane konnen die Organismen mit Calcofluor, Ortho-Toluidinblau, Periodic
Acid-Schiff Reaktion oder Grocott-Methenamin sowie weiteren Silberfarbungen angefarbt
werden (Dei-Cas et al. 2006).

Zur Energiegewinnung wird oxidative Phosphorylierung genutzt, da andere
Stoffwechselprozesse hochgradig reduziert sind und Enzyme fiir Glycosylierung,
Gluconeogenese und Pyruvatgidrung teilweise fehlen. Nachdem auch Transporter und
Rezeptoren fiir zahlreiche Metaboliten fehlen, scheint Endozytose zur Néhrstoffaufnahme zu

dienen (Ma et al. 2016).



Ein besonderes Alleinstellungsmerkmal und wichtiges Charakteristikum von Preumocystis
stellen die Major surface glycoprotein (Msg)-Gen-Familien dar. Diese kodieren fiir die
Zelloberfliche bendtigte Glykoproteine und spielen eine wichtige Rolle fiir die Pathobiologie
von Pneumocystis. Man geht davon aus, dass Msg eine wichtige Rolle in der Interaktion
zwischen Wirt und Pathogen spielt und das Umgehen von Immunantworten der Wirtszellen
durch antigenetische Variation erleichtert (Ma et al. 2016). Sie nehmen mit 3-6% einen
groflen Teil des Pneumocystis-Genoms ein, wo hingehen die Anzahl an Genen die fiir
Transport, Transkriptionsfaktoren und Enzyme kodieren, stark reduziert ist (Ma et al. 2016).
Die Msg lassen sich weiters in fiinf Gen-Familien namens Msg-A, Msg-B, Msg-C, Msg-D
und Msg-E einteilen und unterscheiden sich in der Anzahl weiterer Untergruppen, ihrer
Verteilung unter den verschiedenen Prneumocystis-Spezies, den Sequenzen und ihren
Expressionskontrollmechanismen.

Man geht davon aus, dass Msg eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen Wirt und
Pathogen spielen und das Umgehen von Immunantworten der Wirtszellen durch
antigenetische Variation erleichtern (Ma et al. 2016). Ma et al. untersuchten 2020 die
Charakteristika und phylogenetische Verwandtschaft der Msg-Doménen, wobei neun
konservierte Doménen identifiziert werden konnten. Es finden sich also an neun
verschiedenen Stellen des Msg-Gens in allen Prneumocystis-Arten sehr dhnliche Sequenzen
(Ma et al. 2020). Klassische Msg-Proteine (Msg-A1) enthalten fiinf Doménen, die vermutlich
durch Genduplikation entstanden. Diese Doménen formen unabhédngig vom Ursprung der
Spezies der Doméne eigene Cluster, was zu der Vermutung fiihrt, dass der phylogenetisch
jiingste gemeinsame Vorfahre bereits diese Strukturen aufwies. Folglich entwickelten sich die
Dominen ohne weitere Duplikation oder Rekombination unter den Doménen innerhalb
derselben, aber auch zwischen den Spezies. Innerhalb der fiinf Msg-A-Dominen bildeten sich
jedoch auch speziesspezifische Cluster, was eine Weiterentwicklung der Msg-Familie nach
Auftrennung in die einzelnen Pneumocystis-Spezies nahelegt. Zusétzlich bilden P. carinii und
P. murina zwei separate Cluster, von denen jeder beide Spezies enthilt, was die Annahme
untermauert, dass die beiden Cluster vor der Trennung der Spezies entstanden sein miissen
(Ma et al. 2016).

Eine weitere Besonderheit der Msg-A-Familie stellt der Expressionskontrollmechanismus der

Subfamilie Msg-A1l dar. Bestimmte Msg-A1-Gene (Msg-Al) werden nur exprimiert, wenn



sie an eine sogenannte Upstream Conserved Sequence (UCS) gekoppelt sind (Edman et al.
1996). Eine UCS konnte in Sequenzen von P. murina, P. carinii, P. wakefieldiae und
P. jirovecii nachgewiesen werden und wurde spéter auch bei Pneumocystis-Spezies detektiert,
welche Rhesuséffchen, Hunde, Hasen und verschiedene Rattenspezies infizieren (Edman et al.
1996, Ma et al. 2020). Zwischen den UCS der genannten Pneumocystis-Spezies konnten
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Die UCS aller untersuchten Tierarten zeigten
dieselbe Sequenzorganisation und beinhalteten zwei Exons, die durch ein in der Grofe
variierendes Intron unterbrochen werden. Exon 1 war bei allen UCS gleich lang, wohingegen
Exon 2 stark in der GroB3e variierte. Das kiirzeste Exon 2 mit 230 Basenpaaren (bp) konnte bei
P. oryctolagi, das lingste mit 314 bp bei P. murina nachgewiesen werden. Auch die Introns
wiesen eine Variabilitdt in der Grof3e auf, wobei P. carinii das kiirzeste (150 bp) und

P. oryctolagi (515 bp) das langste Intron besall. Die Liange der UCS-Protein-Sequenzen
unterschied sich und lag zwischen 110 und 138 Aminosiuren. Die Ubereinstimmung der
Sequenzen variierte zwischen 24 und 97%. Phylogenetische Untersuchungen zeigten
auBBerdem, dass die UCS von nagerspezifischen Prneumocystis spp. Merkmale aufwiesen, die
jenen von anderen Sdugetieren fehlten. Zudem zeigen die verschiedenen Spezies (P. carinii,
P. wakefieldiae, und P. oryctolagi) einen unterschiedlichen Grad an Sequenzvariationen,

wobei P. oryctolagi die hochste Variation aufwies (Ma et al. 2020).

2.3. Klinik, Immunreaktion, Prophylaxe und Therapie

Zavala und Rosado untersuchten 1972 die Verbreitung von Pneumocystis spp. in den
Katzenpopulationen der Stddte Mexiko und Yukatan. Mittels Giemsa-Farbung von
Lungenproben konnten in Mexiko Stadt bei 4% und in Yucatan bei 12,3% der untersuchten
Katzen Pneumocystis-Zysten nachgewiesen werden (Zavala und Rosado 1972). Eine dhnliche
Erhebung der Privalenz von Preumocystis-Infektionen bei Katzen fiihrten Settnes und
Hasselager in Dénemark durch. Bei weniger als einem Prozent der untersuchten
Gewebeproben konnte Pneumocystis histologisch in der Toluidinblau-Farbung (TBO)
festgestellt werden. Da die fiir die Studie ausgewihlten Tiere keine klinischen Symptome
einer Pneumozystose aufwiesen, kam man zu der Annahme, dass Katzen moglicherweise als

Erreger-Reservoir fungieren (Settnes und Hasselager 1984).
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Da bereits aus der Humanmedizin bekannt war, dass eine Infektion zwar bei allen Individuen
moglich ist, eine Proliferation und damit eine klinische Pneumozystose aber eine
Immunsuppression voraussetzen und daher Individuen mit geschwichtem Immunsystem
besonders haufig klinische Symptome entwickeln, stellte sich die Frage, ob dies auch auf
Katzen zutrifft. Hierfiir wurden Lungengewebsproben von mit felinem Leukdmievirus (FeLV)
infizierten (Hagler et al. 1987) sowie mit Corticosteroiden behandelten Katzen (Shiota et al.
1990) mit einer Gomori-Versilberung histologisch auf das Vorkommen von Pneumocystis-
Zysten untersucht. Bei den an FeLV erkrankten Katzen konnte der Erreger nicht detektiert
und somit als Komplikation einer FeLV-Infektion sowie als Ursache letaler interstitieller
Pneumonien bei Katzen ausgeschlossen werden (Hagler et al. 1987). Diese Hypothese
bestdtigten auch die Ergebnisse der Studie von Shiota et al., da unabhidngig von der
Therapiedauer 70% der mit Corticosteroiden behandelten Katzen histologisch nur eine leichte

Infektion zeigten (Shiota et al. 1990).

Da bisher keine spontane Erkrankung bei Katzen mit klinischer Symptomatik bekannt ist und
ein Grofteil der publizierten Studien auf eine latente Infektion von Katzen hinweisen, kann
hier nur auf Symptome und Pneumonieformen eingegangen werden, welche die Tiere bei
einer experimentellen Infektion zeigten.

Katzen, die experimentell mit Pneumocystis infiziert wurden, zeigten nach einer
Immunsupression durch die Gabe von  Glukokortikoiden ein  vermindertes
Allgemeinverhalten, Anorexie, Husten, Tachypnoe und Fieber. Zudem konnte festgestellt
werden, dass nicht die Menge an inokulierten Zysten, sondern der Immunstatus der Tiere
ausschlaggebend fiir die Auspridgung klinischer Symptome war (Yang et al. 1996). In den
postmortalen pathoanatomischen und -histologischen Untersuchungen zeigten die Tiere
Lungenschwellung, Epithelhyperplasie, interstitielle Pneumonie sowie mit schaumartigem
Exsudat gefiillte Alveolen, Bronchien und Bronchioli (Shiota et al. 1990, Yang et al. 1996).
Im Gegensatz zu Katzen konnten bei Hunden bereits spontane Erkrankungen mit klinischer
Symptomatik festgestellt werden. Besonders hdufig betroffen waren Zwergdackel (Lobetti et
al. 1996, Lobetti 2000, McCully et al. 1979) und Cavalier King Charles Spaniel (Ramsey et
al. 1997, Watson et al. 2006). Da Zwergdackel fiir eine B- und T-Zell assoziierte

Immunsuppression pradisponiert sind, entwickeln sie folglich hochgradige Infektionen des
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Respirationstrakts. Eine dhnliche Beeintridchtigung des Immunsystems wird bei Cavalier King
Charles Spaniels vermutet, konnte bisher allerdings nicht bewiesen werden (Lobetti 2000,
Watson et al. 2006). Auch andere Hunderassen ohne genetische Pridisposition, wie
beispielsweise Yorkshire Terrier (Cabafies et al. 2000), Deutscher Schiferhund (Sedlmeier
und Dahme 1955), Beagle und zahlreiche andere Rassen (Weissenbacher-Lang et al. 2018)
waren betroffen, das Auftreten klinischer Symptome wurde in diesen Fillen allerdings auf
eine Schwichung des Immunsystems durch vorhergehende Erkrankungen wie Demodikose
(Watson et al. 2006), chronische Diarrhoe (Farrow et al. 1972) oder andere chronische
respiratorische Erkrankungen (Cabafies et al. 2000) zuriickgefiihrt. Obwohl die Erkrankung
bei Hunden verschiedenen Alters nachgewiesen wurde, wird angenommen, dass eine
Infektion vor allem bei Junghunden auftritt (Farrow et al. 1972, Lobetti et al. 1996, Lobetti
2000, Weissenbacher-Lang et al. 2018).

Trotz des seltenen Auftretens einer klinisch apparenten kaninen Pneumozystose ist die
Erkrankung von schwerer Symptomatik und einer sehr geringen Uberlebensrate geprigt
(Cabanies et al. 2000, Farrow et al. 1972, Settnes und Hasselager 1984, Weissenbacher-Lang
et al. 2018). Bei spontan erkrankten Tieren wurden besonders unspezifische Symptome wie
Anorexie, Gewichtsverlust trotz normaler Futteraufnahme, und Leistungsintoleranz
regelmifBig beobachtet (Weissenbacher-Lang et al. 2018). Nur vereinzelt lag eine erhohte
innere Korpertemperatur vor. Mit dem Respirationstrakt assoziierte Symptome inkludieren
chronischen, nicht-produktiven Husten, Dyspnoe, Tachypnoe, verschirfte Lungengerdusche
in der Auskultation, Tachykardie, und je nach Schweregrad der respiratorischen Stérungen
Zyanose (Cabanes et al. 2000, Ramsey et al. 1997, Weissenbacher-Lang et al. 2018).
Vorhergehende antibiotische und antiinflammatorische Behandlungen waren meist erfolglos
oder fithrten nur zu einer temporiren Linderung (Cabaites et al. 2000).

Labordiagnostisch konnten Leukopenie, Lymphopenie, Neutropenie und Monozytose
nachgewiesen werden (Cabainies et al. 2000, Ramsey et al. 1997), allerdings sind diese
Parameter sehr unspezifisch fiir die Diagnosestellung einer Pneumozystose. Als diagnostisch
hilfreich konnte sich die Hypoglobulindmie erweisen (Watson et al. 2006, Weissenbacher-
Lang et al. 2018).

Bildgebende Verfahren sind aufgrund der inhomogenen Befunde diagnostisch unspezifisch,

leisten aber einen wichtigen Beitrag zur Diagnostik von in der Humanmedizin beschriebenen
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Komplikationen wie Pneumothorax und Pneumomediastinum (Cheng et al. 2014, Chow et al.
1993, Eng et al. 1987, Hosoda und Sakamoto 2019, Saleem et al. 2016, Sherman et al. 1986,
Suwanwongse und Shabarek 2020, Yee et al. 2020), welche auch beim Hund auftreten
konnen (Ramsey et al. 1997, Weissenbacher-Lang et al. 2018, Weissenbacher-Lang et al.
2017b). In der Sektion wurden bei den untersuchten Tieren meist dhnliche Verdnderungen
festgestellt. Die Lungen wurden als fest, verfarbt und gummiartig dargestellt (Farrow et al.
1972, Ramsey et al. 1997). Besonders schwere Verdnderungen beschrieben Weissenbacher-
Lang et al. (2017) bei einem Whippet-Mischlingshund. Das Lungengewebe zeigte neben den
fir Pneumocystis typischen histologischen Befunden wie interstitieller Pneumonie mit
Infiltration von Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen und mit eosinophilen,
schaumigen, kugelférmigen Strukturen gefiillten Alveolen hochgradige Verdnderungen der
Lungenarchitektur, perivaskuldre Manschetten sowie moderate, multifokale Blutungen im
Lungenparenchym. Ein im CT darstellbares Pneumomediastinum und ein Axillaremphysem
komplettierten die zahlreichen Verdnderungen im Respirationstrakt. Auch in den
mediastinalen und sternalen Lymphknoten konnten neben dem Erreger hochgradige
Verdanderungen der Gewebsarchitektur sowie Lymphozytendepletion und Blutresorption
festgestellt werden (Weissenbacher-Lang et al. 2017a).

Die Reaktion des Wirtsorganismus auf eine Pneumocystis-Infektion stellt ein Zusammenspiel
verschiedener humoraler und zelluldrer Immunmechanismen dar, in deren Zentrum die T-
Helferzellen stehen. Die CD4-positiven T-Zellen (CD4+) nehmen hierbei neben der
Regulation der Zytokinproduktion (Dubin und Kolls 2008) eine zentrale Rolle in der
Bekdampfung des Pilzes ein (Phair et al. 1990). Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt, in
Studien konnte jedoch festgestellt werden, dass ein Mangel an kostimulatorischen Molekiilen
bei normaler Anzahl an T-Zellen, ein Mangel an CD4+ T-Zellen oder deren komplette
Abwesenheit, wie sie bei einer Immunsuppression vorliegt, zu einer erhdhten Anfélligkeit fiir
Pneumocystis-Pneumonien fiihrt (Beck et al. 2003, Mansharamani et al. 2000, Phair et al.
1990, Rose et al. 2006). In Studien konnte zudem nachgewiesen werden, dass Individuen bei
einer alleinigen Depletion von CD4+ T-Zellen eine geringere Pilzkonzentration aufwiesen als
bei einem Mangel an CD4+ und CD8+ T-Zellen (Beck et al. 1996). Dieser partiell protektive
Effekt geht auf die hohe Anzahl dieser Zellen im Lungengewebe bei einer Pneumozystose mit

vorhergehender CD4+ Depletion (Beck et al. 1991) sowie auf die T zytotoxischen Typ 1
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CD8+ T-Zellen zuriick, welche ein durch Makrophagen vermitteltes Abtoten der Organismen
fordern. Im Gegensatz hierzu stehen die T zytotoxischen Typ 2 CD8+ T-Zellen, welche mit
pathologischen Verdnderungen des Lungengewebes assoziiert werden (Wright et al. 1999,
Wright et al. 2001). IgM-Antikorper, produziert von B-1 Zellen, tragen weiters zu einer
frithen Verteidigung gegen die Infektion bei (Rapaka et al. 2010).

Eine sofortige Behandlung ist, besonders bei der kaninen Pneumozystose, essenziell fiir eine
vollstindige Genesung. Antimykotische Wirkstoffe mit weitem Wirkspektrum wie
Ketokonazol oder Amphotericin B sind aufgrund des besonderen Aufbaus der Zellwand von
Pneumocystis spp. gegen diesen Pilz unwirksam (Hughes 1989, Schmatz et al. 1990). Nach
dem Einsatz von 1,3 B-Glucan Synthese Inhibitoren aus der Familie der Echinocandine und
der Papulacandine hingegen erfolgte eine rasche Elimination der adulten Erregerstadien
(Schmatz et al. 1990). Als besonders wirksam hat sich Trimethoprim-Sulfonamid erwiesen,
die Uberlebensrate bei Hunden lag in einer Metaanalyse von publizierten Fillen bei einem
Durchschnitt von ca. 65% (Weissenbacher-Lang et al. 2018). Da eine Erkrankung des
Respirationstrakts und die Letalitit eher mit dem Ausmal} und der Intensitét der entziindlichen
Verdanderungen des Lungengewebes zusammenhingen als mit der Erregerlast (Limper und
Merali 2003), ist bei schweren Féllen die Verabreichung einer Kombination aus
antimikrobiellen und antiinflammatorischen Wirkstoffen angezeigt (Moon et al. 2011). Die
Dosierung der Glukokortikoide sollte hierbei sehr niedrig ausfallen, um ein weiteres
Wachstum des Pilzes zu verhindern (Anonymous 1990). Patient:innen profitieren besonders
von deren Wirkung, sofern die Gabe innerhalb von 72 Stunden nach Therapiebeginn erfolgt
(European AIDS Clinical Society 2021). Zur Therapie moderater bis schwerer Preumocystis-
Erkrankungen bei HIV-positiven Personen empfiehlt die European AIDS Clinical Society
(EACS) folgendes Therapieschema: Mindestens 21 Tage lang dreimal tdglich (TID) 5 mg/kg
Trimethoprim in Kombination mit 25 mg/kg Sulfonamid, i. v. oder p. o. sowie die Gabe von
Prednison. An Tag 1 bis 5 werden zweimal tiglich (BID) 40 mg Prednison p. o. verabreicht,
an den Tagen 6 bis 10 viermal téglich (QID). Die Dosis wird nun auf 20 mg halbiert und fiir
zehn weitere Tage verabreicht (European AIDS Clinical Society 2021). Im Gegensatz zur
Humanmedizin gibt es in der Tiermedizin keine einheitliche Dosierung fiir Glukokortikoide

bei einer Pneumocystis-Erkrankung, da bisher sehr wenige Studien vorliegen und die
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Dosierungen, besonders bei Hunden, sehr inhomogen ausfielen (Sukura et al. 1996, Watson et
al. 2006, Weissenbacher-Lang et al. 2017a). Eine unterstiitzende, symptomatische Therapie
in Form einer exogenen Sauerstoffzufuhr oder assistierter Ventilation ist aufgrund des
gestorten alveoldren Gasaustausches von besonderer Bedeutung, weiters konnen

Bronchodilatatoren unterstiitzend wirken (Lobetti 2006).

Ein Schutz vor einer Pneumocystis-Infektion ist, sowohl bei gesunden als auch
immunsupprimierten Individuen, moglicherweise durch eine aktive Immunisierung
erreichbar. Experimentell konnte ein Antikorper-vermittelter Schutz gegen Pneumocystis
sowohl durch eine passive als auch eine aktive Immunisierung demonstriert werden (Bartlett
et al. 1998, Gigliotti et al. 2002, Roths und Sidman 1993). Eine experimentelle, aktive
Immunisierung fithrte bei Mausen zu hohen Antikorpertitern und CD4+ T Zell-Depletion,
sowie einem Schutz vor einer (experimentellen) Infektion mit P. carinii (Harmsen et al.
1995). Um die Entwicklung eines Impfstoffes vorantreiben zu kdnnen, miissen zunédchst die
spezifischen protektiven Antigene definiert werden. Msg ist hierzu aufgrund seiner hohen
antigenetischen Variabilitdt nicht geeignet (Stringer und Keely 2001). Kex1, eine vermutlich
intrazelluldre, bei Pneumocystis vorkommende Protease (Lee et al. 2000), und ein verwandtes
Antigen (Gigliotti et al. 1998, Lee et al. 2000) erwiesen sich experimentell besonders durch
ihre hohe Produktion an Anti-Preumocystis-1gG-Titern als geeignet (Wells et al. 2006, Zheng
et al. 2005). Besonders fiir immunsupprimierte Individuen mit einer Preumocystis-
Koinfektion spielt die Hohe der Antikorpertiter moglicherweise eine wichtige Rolle (Kling et
al. 2009, Kling et al. 2010), da diese nachweislich mit dem Schutz vor einer Prneumocystis-
Infektion nach Immunsuppression und experimenteller Infektion mit Pneumocystis
korrelieren (Kling et al. 2010).

Im Allgemeinen konnte sich eine Impfprophylaxe vor allem in der Humanmedizin, besonders
bei  HIV-Infektionen oder langwierigen  Tumorerkrankungen sowie  weiteren
immunsupprimierenden Umstidnden in Zukunft als Prophylaxe durchsetzen (Morris und
Norris 2012). Aufgrund der oben beschriebenen, noch nicht etablierten Immunisierung und
des bei Katzen seltenen Vorkommens einer klinischen Pneumozystose stellt sich die Frage

nach der Sinnhaftigkeit einer Infektionsprophylaxe bei dieser Spezies.
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2.4. Nachweismethoden

Als Standardmethode zum Nachweis von Pneumocystis spp. hat sich seit der Entdeckung des
Pilzes zunichst die histologische Untersuchung der Lungenproben mittels Spezialfirbungen
wie der Grocott-Methenamin-Silberfirbung, Giemsa- oder Toluidinblau-O-Féarbung etabliert.
Hierbei werden Polysaccharide der Zellwand angeférbt, was zwar die Detektion von Pilzen
ermOglicht, jedoch eine Differenzierung verschiedener Pilze und deren Entwicklungsstadien
erschwert (Jensen et al. 2001).

Methoden, die die Markierung des Erregers direkt am histologischen Schnittpréparat
erlauben, wie die ISH, die Fluoreszenz-ISH (FISH) und die Immunhistochemie (IHC), haben
den Vorteil gegeniiber anderen molekularen Techniken, dass das Vorhandensein von
Pneumocystis spp. mit den histologisch beschriebenen Lungenldsionen korreliert werden
kann. In hochgradigen Fillen konnten Binanti et al. (2014) Pneumocystis-Aggregate beim
Schwein sogar bereits in H&E-gefarbten Gewebeschnitten nachweisen. Die in der ISH
detektierten violetten bis schwarz-braunen Signale stellten sich in der H&E-Farbung als
honigwabenartige, schaumige, eosinophile Aggregate in den Alveolarlumina dar (Binanti et
al. 2014). Durch Untersuchungen wie diese konnten bereits einige tierartliche Unterschiede
beziiglich der Erregerkonzentration und -Verbreitung sowie den assoziierten Lungenldsionen
erkannt werden. So zeigte sich unter anderem, dass beim Hund auch extrapulmonale
Pneumozystosen vorkommen koénnen. Bei einem Whippet-Mischling konnten neben
hochgradigen Verdnderungen der Lungenstruktur freie oder von Makrophagen phagozytierte
Pneumocystis-Stadien in den Alveolen sowie im Lymphknoten detektiert werden
(Weissenbacher-Lang et al. 2017a). Auch bei experimentell infizierten Katzen konnte man —
allerdings mittels GMS-Fiarbung — eine Ausbreitung des Pilzes in verschiedene Organe
feststellen, die Tiere zeigten einen unterschiedlichen Ausprigungsgrad der Pneumonien
(Yang et al. 1996). Im Gegensatz zum Hund war die Preumocystis-Pneumonie beim Schwein
nur mit geringgradigen Lungenldsionen im Sinne einer interstitiellen oder granulomatdsen
Pneumonie vergesellschaftet (Weissenbacher-Lang et al. 2016).

Die indirekte Immunfluoreszenz lieferte im Vergleich zu anderen molekularen Techniken

dhnlich gute Ergebnisse (Tamburrini et al. 1993).
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Mit der Weiterentwicklung diagnostischer Methoden verénderte sich auch das Probenmaterial
und die Forschung an Pneumocystis spp. erfuhr einen Aufschwung (Tamburrini et al. 1993).
Nun wurden vermehrt Brochoalveolarlavage-Flissigkeit (BALF) und Speichel auf den Pilz
untersucht, welcher 1990 erstmals durch Wakefield et al. mittels PCR nachgewiesen werden
konnte (Wakefield et al. 1990, Wakefield et al. 1993). Ein Forschungsteam um Patrizia
Danesi untersuchte 2019, ob der Erreger mittels nested PCR und Real-time-PCR im
Lungengewebe verstorbener, chronisch erkrankter und in der BALF lebender Katzen mit
Atemwegssymptomatik nachweisbar war. Bei 29% der Katzen konnte Prneumocystis-DNA
trotz fehlender histologischer Verdnderungen des Lungengewebes in diesem detektiert
werden, sdmtliche BALF-Untersuchungen fiihrten jedoch zu einem negativen Ergebnis

(Danesi et al. 2019).
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3. Material

Um das Vorkommen von Pneumocystis bei Katzen genauer zu eruieren, wurden im Rahmen
dieser Arbeit retrospektiv 76 formalinfixierte und paraffineingebettete Lungenproben aus der
Familie der Felidae, welche aus dem Archiv des Instituts fiir Pathologie stammen,
histologisch sowie mittels [/n situ-Hybridisierung (ISH) untersucht. Bei dem
Untersuchungsmaterial handelt es sich um fiir die Routinediagnostik eingeschickte Proben aus
den Jahren 1997-2020. Die Tiere wurden, wie in der nachfolgenden Tab. 1 ersichtlich, nach
Unterfamilie, Gattung und Art eingeteilt:

Tab. 1: Anzahl der Proben (n) pro Unterfamilie, Gattung und Art

Grolikatzen Kleinkatzen
Pantherartige (n=13) | Echte Katzen (n=53) | Luchse (n=7) Pumas (n=3)
Tierart n Tierart n Tierart n Tierart n
Lowen Hauskatze Eurasischer Puma
(Panthera | 6 (Felis 46 Luchs 7 (Puma 3
leo) catus) (Lynx lynx) concolor)
. Europdische
Tiger
Wildkatze
(Panthera | 6 7
(Felis
tigris)
silvestris)
Leoparden
(Panthera | 1
pardus)
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4. Methoden

4.1. Herstellung histologischer Schnitte aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem

Material mittels Schlittenmikrotom

Da Lungengewebe und das dieses umgebende Paraffin unterschiedlich hart sind, wurden die
Paraffinblocke vor dem Schneiden auf eine Kiihlplatte gelegt, um eine dhnliche Hérte, einen
Zusammenhalt der beiden Komponenten und somit eine gute Schnittqualitit zu erreichen.
Wihrenddessen wurde der Arbeitsplatz vorbereitet. Hierbei wurde ein Wasserbad mit
entmineralisiertem Wasser (WEK-Wasser) befiillt und auf 45 °C vorgeheizt. Daneben wurde
ein kleineres kaltes Wasserbad bereitgestellt und das Filterpapier darin befeuchtet. Nachdem
alles vorbereitet wurde, konnte mit dem Schneiden begonnen werden. Zunichst wurde der
Paraffinblock in die Kassettenklammer des Mikrotoms (Microm HM 400, Thermo Scientific)
eingespannt und der Schlitten, zu welchem die Messerhalterung und Klinge gehdren, langsam
an den Block gefiihrt. Im nichsten Schritt musste der Block getrimmt werden, um eine ebene
Flache zu schaffen und das Gewebe soweit offenzulegen, dass ein repridsentativer Schnitt
erzeugt werden konnte. Hierbei wurden pro Schlittenzug zwischen 10 und 20 pm Material
abgetragen. AnschlieBend wurde die Oberfliche durch mehrere 2 um dicke Schnitte
vollstindig geglattet. Durch gleichméBige, langsame Schneidebewegungen konnten nun circa
2 um dicke Schnitte gewonnen werden. Um einer Gewebekomprimierung oder einem
Einrollen der Schnitte entgegenzuwirken, konnte der Schnitt leicht von unten angeblasen
werden, wodurch das bereits geschnittene Material leicht vom Mikrotom abgehoben war und
seltener hdngen blieb. Der angefertigte Schnitt wurde anschlieBend mit Hilfe eines Pinsels
vorsichtig von der Klinge gelost und in das kalte Wasserbad gelegt, welches sauber und frei
von Luftblasen und Schnittresten war. Durch vorsichtige Bewegungen konnte der Schnitt nun
unter Zuhilfenahme von Pinseln gegebenenfalls auseinandergerollt werden und auf einen
Objekttrager gelegt werden. Mit diesem wurden die Schnitte in das warme Wasserbad
verbracht, wo sie sich auf ihre urspriingliche Grofe ausdehnten. Um eine zu starke
Ausdehnung des Gewebes zu verhindern, wurden die Schnitte schnellstmdglich wieder aus
dem Bad genommen. Die vollstindig gestreckten Schnitte wurden senkrecht aus dem Wasser

auf die Objekttrager gezogen, liberschiissiges Wasser abgetropft, mit dem angefeuchteten
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Filterpapier abgepresst, beschriftet und kurz zum Trocknen auf den Rand des Wasserbads
gelegt.

Da von jeder Gewebeprobe eine Hédmotoxylin & Eosin (H&E)-Farbung sowie eine ISH
angefertigt werden sollten, mussten stets zwei Schnitte hergestellt werden, wofiir
unterschiedliche Objekttrager benotigt wurden. Die angefertigten Schnitte fiir die H&E-
Féarbung wurden auf unbeschichtete (Menzel Gliser, Braunschweig, Deutschland) und die fiir
die ISH bestimmten Schnitte auf beschichtete Objekttriger (Super Frost® Plus) aufgezogen.
AnschlieBend wurden die Objekttriager bei 60 °C fiir eine Stunde getrocknet.

4.2.  In situ-Hybridisierung

Die Durchfiihrung einer ISH ermoglicht den direkten Nukleinsdure-Nachweis eines
Pathogens, in diesem Fall Prneumocystis spp., am Paraffinschnitt mittels eines Digoxigenin-
markierten Oligonukleotids, welches als Sonde bezeichnet wird. Das Detektionssystem
besteht aus einem Anti-Digoxigenin-Antikorper, der an ein Enzym gekoppelt ist, das einen
enzymatischen Farbumschlag des in weiterer Folge aufgetragenen Chromogens bewirkt. Die
Auswertung der schwarz-violetten Signale erfolgt mit dem Lichtmikroskop. Das Verfahren
ermdglicht den Erregernachweis auf subzelluldrer Ebene, die Semiquantifizierung und die
Korrelation des Erregers mit pathohistologischen Lasionen.

Die Durchfiihrung der Methode dauert zwei Tage. Den ersten Arbeitsschritt stellte das
Entparaffinieren mit (R)-(+)-Limonen ((R)-(+)-Limonen zur Synthese, Merck, Wien,
Osterreich) der bereits angefertigten Schnitte und das Rehydrieren in einer absteigenden
Alkoholreihe (2x 100%, 1x 96%, 1x 70%) dar. Wahrenddessen wurde eine Proteolyseldsung
aus Aqua destillata (Aqua dest.), Tris-Puffer 0,5 M pH 7,4 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
und Proteinase K (2,5 pg/mL; Roche, Wien, Osterreich) hergestellt und in einer Kiivette im
Wasserbad auf 37 °C vorgewidrmt. Nach dem Rehydrieren wurden die Schnitte in diese
Losung verbracht und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dadurch wurde die Nukleinsdure
freigelegt. Nach der erfolgten Proteolyse wurden die Objekttriger einzeln zweimal in
entsalztem Wasser gesplilt, kurz in 96%igen Alkohol getaucht und fiir 5 Minuten in 100%igen
Alkohol gestellt. AnschlieBend wurden die Objekttrager auf einer dunklen Unterlage

luftgetrocknet. Damit die in weiterer Folge aufgetragenen Losungen nicht vom Objekttriger
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tropfen, wurden mit einem Fettstift (ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP Pen, Vector Lab,
Burlingame, CA, USA) an den Enden der Objekttriger nahe der Lungenproben Linien
gezogen, die im weiteren Verlauf als Barriere dienten.

Danach erfolgte die eigentliche Hybridisierung, bei welcher sich die Sonde an der
Zielsequenz anlagert. Hierfiir wurden wihrend der Proteolyse zwei Losungen vorbereitet,
Losung 1, bestehend aus Heringssperma-DNA (Merck, Darmstadt, Deutschland), Formamid
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und der Oligo-Sonde (lokalisiert am 18S rRNA-Gen, Lange
40 bp, Sequenz: 5'-gga acc cga aga ctt tga ttt ctc ata aga tgc cga gcg a-3’, Microsynth AG,
Wien, Osterreich) sowie Losung 2 aus Formamid (Merck, Darmstadt, Deutschland) , SSC
20x, Denhardt 50x (VWR, Wien, Osterreich), Dextransulfat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
und Aqua dest. Die beiden Losungen wurden kurz vor Gebrauch vermischt und anschlieBend
auf den Objekttragern verteilt. Diese kamen im Anschluss auf einer Metalltasse fiir 6 Minuten
in ein 96 °C heiles Wasserbad und wurden anschlieend fiir einige Minuten auf Eis gestellt.
Dies diente der Denaturierung der Nukleinsdure. Die Schnitte wurden in einer feuchten
Kammer tiber Nacht bei ca. 40 °C inkubiert.

Am nichsten Morgen wurden die Objekttriger aus der Feuchtkammer genommen, die
Hybridisierungslosung entfernt und Stringenzwaschungen durchgefiihrt, welche der
Entfernung nicht oder ungebundener Sondenmolekiile dienten. Hierfir wurden die
Objekttrager jeweils 10 Minuten in Kochsalz-Natriumzitrat-Losung (Saline Sodium Citrate,
SSC) in drei verschiedenen Konzentrationen (SSC 2x, SSC 1x und SSC 0,1x) verbracht. Um
die nun mit Digoxigenin markierten Hybride sichtbar zu machen, wurden die Schnitte im
nichsten Schritt mit einem Aquilibrierungspuffer, der einen gegen die Sonde gerichteten
Antikorper (Anti-Digoxigenin-AP; Verdiinnung 1:200; Roche, Wien, Osterreich) enthielt, fiir
ca. 60 Minuten inkubiert. Nicht oder unspezifisch gebundene Antikdrper wurden im
Anschluss durch zwei 15miniitige Waschungen mit Puffer I (1x) und dem anschlieBenden
Einstellen in Puffer III entfernt.

Mithilfe eines Farbreagenz bestehend aus Puffer III, 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
(BCIP; Roche, Wien, Osterreich), Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT; Roche, Wien,
Osterreich) und Levamisol (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde der spezifisch
gebundenen Antikorper nach einstiindiger Inkubation der Schnitte in der feuchten Kammer

sichtbar gemacht.
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Es wurde bei jedem Durchgang eine Positivkontrolle fiir Preumocystis spp. mitgefiihrt,
anhand welcher auch tiberpriift werden konnte, ob die Signalintensitét bereits ausreichte. Die
Reaktion wurde mit TE-Puffer (1x) pH 8,0 gestoppt. Danach erfolgte die Gegenfiarbung der
Schnitte mit Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland), welches anschlieBend abgespiilt
wurde. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Aquatex (Merck, Darmstadt, Deutschland)

eingedeckt.

4.3. Himatoxylin & Eosin-Firbung

Zu Beginn wurden die Schnitte getrocknet, entparaffiniert und mittels einer absteigenden
Ethanolreihe rehydriert. Die eigentliche Firbung erfolgte danach durch 10miniitiges
Einstellen in Hamatoxylin nach Ehrlich (Merck, Darmstadt, Deutschland). Nach dem
Abspiilen der Férbelosung mit Leitungswasser, dem Differenzieren in HCl-Alkohol und
10miniitigem, flieBendem Wiéssern in Aqua. dest. erfolgte die Farbung mit Eosin (0,5-1 %;
Merck, Darmstadt, Deutschland). Hierbei wurden die Objekttrager kurz in das Féarbemittel
getaucht und mit Leitungswasser abgespiilt. Im Anschluss erfolgte eine Dehydrierung der
Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe, eine Uberfiihrung in (R)-(+)-Limonen ((R)-(+)-
Limonen zur Synthese, Merck, Darmstadt, Deutschland) und abschlieBend das Eindecken mit

Eukitt® (Sigma-Aldrich, Wien, Osterreich).

4.4. Beurteilung der hergestellten ISH-Schnittpriparate

Die Auswertung der H&E gefdarbten Lungengewebsproben sowie der ISH-Signale erfolgte
lichtmikroskopisch.
Die Abstufung des Vorkommens der Mikroorganismen im ISH-Schnittpriparat erfolgte nach

dem Beurteilungsschema von Jensen et al. (2001):

(+)  — Geringstgradiges Auftreten von Prneumocystis spp.

(Vereinzelte Mikroorganismen im Lungenparenchym)
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+ — Geringgradiges Auftreten von Pneumocystis spp.

(Einzeln oder in Gruppen an die Alveolarwénde angelagerte Organismen)

++  — Mittelgradiges Auftreten von Prneumocystis spp.

(Diffus verteilte Gruppen oder einzelne groBBere Aggregate von Organismen)

+++ — Hochgradiges Auftreten von Prneumocystis spp.
(Kontinuierliche Auskleidung des Alveolarepithels tiber gro3ere Bereiche bis hin zu

kompletter Fiillung der Alveolen)

Mittels H&E-Fiarbung wurden die histologischen Lésionen der Lungengewebsproben
analysiert. Um eine mdgliche Korrelation des Vorliegens verschiedener Lungenldsionen mit
dem Vorhandensein von Pneumocystis spp. darzustellen, wurden die Ergebnisse der H&E
Féarbung und der ISH zusammengefiihrt. Im Rahmen der Routinediagnostik wurden bereits
vorhandene Vorerkrankungen unterschiedlicher Atiologie, welche im Zusammenhang mit

einer Pneumozystose stehen konnten, erfasst und untersucht.



23

5. Ergebnisse

5.1. Ergebnisse der ISH

Fiinf (n) der insgesamt 76 Lungengewebsproben zeigten in der Auswertung ein positives
Signal fiir Preumocystis spp. Dies entspricht einem Anteil von 6,6%. Alle Pneumocystis spp.-
positiven Tiere gehdren der Familie der Hauskatzen an. Bei vier der insgesamt fiinf (n)
positiven Tiere konnten eine geringstgradige, bei einem Tier (n) eine geringgradige

Pneumocystis spp.-Konzentration nachgewiesen werden.

In Tab. 2 sind die semiquantitativen Ergebnisse der ISH tabellarisch aufgefiihrt.

Tab. 2: Anzahl der Pneumocystis-positiven und -negativen Lungengewebsproben sowie

semiquantitative ISH-Ergebnisse

GrofB3katzen (n = 13) Kleinkatzen (n = 63)
Lowe | Tiger Panther | Hauskatze | Europ. Euras. | Puma
Wildkatze | Luchs

Mm=6) [ (n=6) [(n=1) | (n=46) mn=17) m=7) | (n=3)
N (n) 6 6 1 41 7 7 3
P (n) - - - 5 - - -
(+) () |- - - 4 - - -
NONEE : : 1 : : :
++(n) |- - - - - - -
+++ (n) | - - - - - - -

n = Anzahl der Lungengewebsproben; N = Anzahl der negativen Fille; P = Anzahl der
positiven Fille, (+) = geringstgradiges Auftreten von Pneumocystis spp.; + = geringgradiges
Auftreten von Pneumocystis spp.; ++ = mittelgradiges Auftreten von Pneumocystis spp.; +++

= hochgradiges Auftreten von Pneumocystis spp.)

Bei fiinf Lungengewebsproben sowie den jeweils mitgefithrten Positivkontrollen konnten
mittels ISH Pneumocystis spp. in Form eines ausgeprigten, violett bis braun-schwarzen

Signals in den Alveolen nachgewiesen werden.
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Nur in einem Fall konnte eine geringgradige (+) Besiedelung des Lungengewebes mit
Pneumocystis spp. identifiziert werden. Im Gewebeschnitt waren fokale Signale entlang der
Alveolarwinde, sogenanntes ,,Alveolar lining* sowie diffus verteilte Einzelsignale an den
Alveolarwianden zu erkennen. Diese Probe bestand aus insgesamt drei Lungenstiicken, wobei

alle Signale in einem Lungenstiick zu finden waren.

In den vier weiteren positiven Proben konnte ein geringstgradiger ((+)) Befall mit
Pneumocystis spp. mit jeweils ein bis vier Signalen im gesamten Schnittpréparat festgestellt
werden. Es handelte sich hierbei in erster Linie um Einzellokalisationen, die vor allem an den
Alveolarwidnden sichtbar waren. In einem dieser Gewebeschnitte waren die Signale im
Gegensatz zu den anderen Prdparaten nicht nur an der Alveolarwand, sondern auch im

Alveolarlumen, im entziindlichen Exsudat, zu sehen.

5.2.  Ergebnisse der H&E-Firbung

Folgende pathologische Verdnderungen des Lungengewebes wurden in der H&E-Firbung
beurteilt:

- Interstitielle Pneumonie

- Alveolarhistiozytose

- Granulomatdse Pneumonie

- Purulente Pneumonie

- Gemischtzellige Entziindung

- Nekrotisierende Pneumonie

- Bronchitis

- Bronchus-associated lymphatic tissue (BALT)-Hyperplasie
- Alveolédres Lungenddem

- Emphysem

- Hyperémie

- Fibrin

- Perivaskuldre und peribronchiale Rundzellinfiltration

- Anthrakose
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- Blutung

Die am héufigsten vertretene Pneumonieform war die interstitielle Pneumonie. Diese stellte
sich durch den Verlust von Typ-I-Pneumozyten bei gleichzeitiger Proliferation der Typ-II-
Pneumozyten, Dystelektasen sowie einer bei knapp der Hélfte der untersuchten
Gewebeproben nachgewiesene Einwanderung von Makrophagen in die Alveolen
(Alveolarhistiozytose) dar. Zusitzlich kann eine lymphozytdre Infiltration des
Lungengewebes auftreten. Weitere Entziindungsformen des Lungengewebes, wie
granulomatdse, nekrotisierende, purulente sowie gemischtzellige Entziindungen konnten in
moderater Anzahl festgestellt werden. Bei ca. zwei Drittel der untersuchten Préparate konnte
eine Bronchitis nachgewiesen werden. Auch das Auftreten von Lungenddemen konnte in
dhnlichem Umfang beobachtet werden, trat im Vergleich zu Lungenemphysemen dennoch
seltener auf. Besonders hidufig zeigte das untersuchte Lungengewebe eine mittelgradige
Hyperdmie. Bei knapp der Hilfte aller Schnittprdparate wurden zudem perivaskulidre und
peribronchiale Rundzellinfiltrate sowie Fibrin im Gewebe nachgewiesen. Anthrakose, BALT-
Hyperplasie und Blutung traten nur vereinzelt auf. Als Nebenbefund konnte bei zwei Tieren
ein Lungenabszess und bei sechs Tieren eine Pleuritis festgestellt werden. Etwaige fokale
Pleuralédsionen fiihrten weiters bei sechs Tieren zu einem Pneumothorax.

Die detaillierte Auflistung der pathologischen Verdnderungen ist in Tab. 3 aufgefiihrt.
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Tab. 3: Verteilung der pathohistologischen Verdnderungen unter allen Proben

Summe (n= 76) GrofB3katzen (n = 13) | Kleinkatzen (n = 63)
Pathohistologie n % n % n %
Interstitielle 71 93,4 11 14,4 60 78,9
Pneumonie
Alveolar- 64 84,2 7 9,2 57 75,0
histiozytose
Granulomatose 34 44,7 5 6,6 29 38,2
Pneumonie
Purulente 11 14,4 1 1,3 10 13,2
Pneumonie
Gemischte 23 30,3 5 6,6 18 23,7
Entziindung
Nekrotisierende 30 39,5 4 5,3 26 34,2
Pneumonie
Bronchitis 49 64,5 5 6,6 44 57,9
BALT 7 9,2 0 0 7 9,2
Hyperplasie
Alveolares 46 60,5 7 9,2 39 51,3
Lungenddem
Emphysem 71 93,4 11 14,4 60 78,9
Hyperdmie 67 88,2 10 13,2 57 75,0
Fibrin 36 47,4 6 7,9 30 39,5
Perivaskulére/- 41 53,9 9 11,8 32 42,1
bronchiale
Rundzellinfiltration
Anthrakose 9 11,8 3 3,9 6 7,9
Blutung 3 3,9 0 0 3 3,9
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5.3. Vorerkrankungen und Koinfektionen

Da diese Studie retrospektiv durchgefiihrt wurde, sind die verfiigbaren Befunde sehr
inhomogen. Die Erfassung der Koinfektionen hat einen besonders hohen Stellenwert, da diese
eine Schwichung des Immunsystems und damit eine Proliferation von Pneumocystis
begiinstigen konnen. Den Grofiteil der Koinfektionen machten bakterielle Infektionen aus,
gefolgt von viralen Erkrankungen. Parasitosen und Mykosen traten in moderater Menge auf.
Vereinzelt lagen nicht infektiose Erkrankungen vor und begiinstigten moglicherweise

Sekundarinfektionen.

Besonders hiufig konnten bakterielle Infektionen, sowohl solitér als auch in Kombination mit
viralen, parasitdiren und mykologischen Befunden, nachgewiesen werden. Zu den am
hiufigsten detektierten bakteriellen Erregern zéhlten E. coli, Streptokokken, Staphylokokken
und Clostridien. Weiters konnten Enterokokken, Enterobacter agglomerans und
Pseudomonaden identifiziert werden. Die Erreger traten in Form von Abszessen,
Bakterienrasen, Kolonien oder auch vereinzelt, neben der Lunge und den Bronchien, in
verschiedenen Geweben wie der Trachea, Larynx, Pleura, Osophagus und Darm sowie in
Blutgefden auf. Auch Sepsis und Septikdmie kamen vor.

Die am haufigsten vorkommende virale Koinfektion stellte die durch das feline Parvovirus
verursachte Panleukopenie oder Parvovirusenteritis dar. Diese war grofBtenteils mit
bakteriellen Infektionen sowie vereinzelt mit Mykosen vergesellschaftet. Weiters konnte das
feline Leukdmievirus in moderater Menge nachgewiesen werden, besonders héufig in
Gesellschaft bakterieller Kolonisation und vereinzelt mit Mykosen und Parasitosen. Bei
einzelnen Individuen wurde zudem eine infektiose Peritonitis ausgelost durch das feline
Coronavirus nachgewiesen.

Rein parasitidre Infektionen kamen vereinzelt vor, sowie in Kombination mit bakteriellen,
viralen und mykotischen Erregern. Besonders héufig trat Toxoplasmose auf, in gleichen
Anteilen als singulédre Infektion oder mit bakterieller Koinfektion. Bei zwei Tieren konnte des
Weiteren ein hochgradiger Lungenwurmbefall mit reaktiver Pneumonie nachgewiesen

werden. Weiters zdhlten zu den parasitologischen Befunden Protozoen (Giardia spp.,
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Trichomonas spp.), Spulwurm- (Toxocara spp., T. transfuga), Haarwurm- (Capillaria spp.)
sowie Bandwurmbefall (Taenia taeniaeformis).

Mykosen kamen auBerhalb des Atmungstraktes in sehr geringer Anzahl vor. Leider liegen
keine Informationen vor, welche Pilze diese Dermatomykosen verursacht haben.
Pilzorganismen traten im Lungen- und Bronchialgewebe iiberwiegend mit anderen
Infektionen, meist bakterieller oder viraler Art, auf. Sofern angegeben, waren drei
verschiedene Pilzklassen vertreten: Zygomycota (Jochpilze), Ascomycota (Schlauchpilze, u.a.
Aspergillus spp.) und Hefen (Sprosspilze).

Auch nicht infektiose Erkrankungen, welche das Immunsystem beeintrdchtigen kénnen, wie
Felines Asthma, Feline urinary tract disease (FLUTD) und ein metastasierendes
Mammakarzinom wurden diagnostiziert. Diese Erkrankungen waren mit keinen spezifischen

Koinfektionen korreliert.

5.4. Zusammenfiihrung der Ergebnisse der ISH und der H&E-Firbung

Im Folgenden wird genauer auf die in der ISH Pneumocystis-positiven Fille eingegangen:

Fall 1

Nationale: Europdisch Kurzhaar, minnlich, Alter unbekannt, Kérpergewicht 3,5 kg, Wien
Sektionsjahr: 2005

Koinfektionen: Parvovirusenteritis

Pathohistologischer Befund:

In der pathohistologischen Untersuchung fiel eine eitrige Bronchitis auf. Zudem konnten in
den H&E-Schnittpriparaten in geringgradigem Ausmal} eine interstitielle Pneumonie, eine
Alveolarhistiozytose und ein Lungenddem festgestellt werden. Weiters waren Anzeichen von
Gewebsnekrose, Bronchitis und Hyperdmie erkennbar. Die prignantesten Verdnderungen
stellten ein mittelgradiges Lungenemphysem sowie perivaskuldre und -bronchiale

Rundzellinfiltrate dar.

ISH: Geringstgradiges Auftreten von Pneumocystis spp. ((+))
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In der ISH war ein Einzelsignal an der Alveolarwand erkennbar. Das benachbarte Gewebe
zeigte in geringgradigem Ausmal} eine interstitielle Pneumonie, eine Alveolarhistiozytose

sowie ein Lungenddem.

Fall 2

Nationale: Europidisch Kurzhaar, weiblich, Alter zwei Monate, Korpergewicht 1,4 kg,
Niederosterreich

Sektionsjahr: 2011

Koinfektionen: FeLV-Virdmie, E. coli +++ und Clostridium perfringens +++
Pathohistologischer Befund:

In den oberen und unteren Atemwegen waren histologisch zahlreiche Bakterien und
stellenweise Fremdmaterial erkennbar, die Verdnderungen der Lunge wurden als
mittelgradige fibrinds-eitrige, interstitielle Pneumonie mit begleitenden Blutungen beurteilt.
Weiters wurde ein herdformiges alveolares Lungenemphysem festgestellt. Die Alveolen
waren moderat mit Alveolarmakrophagen infiltriert und es lag eine mittelgradige Bronchitis
vor. Histologisch waren zudem in geringem AusmalBl ein Lungenddem, Hyperdmie und

gemischtzellige Entziindungen zu erkennen.

ISH: Geringstgradiges Auftreten von Pneumocystis spp. ((+))

Mittels ISH konnten vier Einzellokalisationen detektiert werden. Zwei positive Signale
konnten an der Alveolarwand in unmittelbarer Umgebung der interstitiellen entziindlichen
Infiltrate lokalisiert werden. Die beiden anderen Signale befanden sich lose im Lumen einer
leeren Alveole sowie einem mit Odemfliissigkeit und Alveolarmakrophagen gefiilltem

Alveolarlumen.

Fall 3

Nationale: Britisch Kurzhaar, weiblich, 6 Jahre alt, Korpergewicht 4,8 kg, Wien
Sektionsjahr: 2012

Koinfektionen: Systemische Mykose



30

Pathohistologischer Befund:

Das Lungengewebe zeigte eine hochgradige diffuse desquamativ-interstitielle bis fibrinds-
eitrige Pneumonie, eine Hyperplasie der Typ II Pneumozyten und ein mittelgradiges
interstitielles Odem. Neben den bereits genannten Befunden konnte eine moderate Bronchitis
mit peribronchialen sowie perivaskuldren Infiltrationen sowie hochgradige Gewebsnekrosen
festgestellt werden. In den Lungenbldschen und Alveolarmakrophagen waren zahlreiche

Pilzorganismen darstellbar.

ISH: Geringstgradiges Auftreten von Prneumocystis spp. ((+))
An der Alveolarwand waren drei positive Einzelsignale sichtbar. Neben einer hochgradigen
Nekrose waren im umgebenden Gewebe vermehrt Alveolarmakrophagen und neutrophile

Granulozyten vorhanden.

Fall 4

Nationale: Europdisch Kurzhaar, weiblich, 7 Monate alt, Korpergewicht 1,4 kg,
Niederdsterreich

Sektionsjahr: 2012

Koinfektionen: keine Koinfektionen

Pathohistologischer Befund:

Pathohistologisch fiel eine hochgradige diphteroid-nekrotisierende Laryngitis mit massenhaft
Bakterien sowie eine hochgradige hamorrhagische Pneumonie mit Bakterienbeteiligung auf.
Das Lungengewebe zeigte in geringem Ausmall neben 0dematdsen und emphysematdsen
Arealen granulomatds entziindetes Gewebe sowie perivaskuldre und peribronchiale Infiltrate
und nekrotisierendes Gewebe. Weiters waren interstitielle Pneumonie, Alveolarhistiozytose

und Bronchitis in einem moderaten Umfang erkennbar.

ISH: Geringstgradiges Auftreten von Pneumocystis spp. ((+))
In dem ISH-Schnittpriparat wurde ein positives Signal an der Alveolarwand gefunden.
Das umgebende Gewebe stellte sich hochgradig interstitiell entziindet dar, allerdings

waren keine Alveolarmakrophagen sichtbar.
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Fall 5

Nationale: Européisch Kurzhaar, weiblich, 8 Monate alt, Koérpergewicht 0,628 kg, Steiermark
Sektionsjahr: 2012

Koinfektionen: Toxoplasmen-Enzephalitis

Pathohistologischer Befund:

Das Lungengewebe zeigte eine hochgradige, nahezu generalisierte fibrinds-eitrige bis
stellenweise hdmorrhagische Pleuro- und Bronchopneumonie sowie nekrotisierende
Bronchiolitis unter Beteiligung von Bakterien. Das Interstitium sowie das perivaskuldre und
peribronchiale Gewebe wiesen eine Infiltration mit Entziindungszellen auf. Weiters war eine
deutliche Hyperplasie von Typ II Pneumozyten erkennbar. Neben den oben genannten
Entziindungsformen waren granulomatés und gemischtzellig entziindete sowie

emphysematose, 6dematdse und hyperdmische Gewebsareale auffillig.

ISH: Geringgradiges Auftreten von Pneumocystis spp. (+)

In diesem Fall konnten in einem Lungenstiick fokal Signale entlang der Alveolarwand,
sogenanntes ,,Alveolar lining* festgestellt werden. Weiters konnten diffus verteilte positive
Einzelsignale an den Alveolarwéinden detektiert werden. Das Gewebe wies eine hochgradige
interstitielle Pneumonie sowie eine geringgradige Alveolarhistiozytose auf. Zwei weitere
untersuchte Lungenstiicke dieses Tieres zeigten zwar ebenfalls eine hochgradige Pneumonie,

allerdings lagen keine positiven ISH-Signale vor.
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Européisch Kurzhaar, weiblich, 8 Monate, Steiermark

Koinfektionen: Toxoplasmenencephalitis

Abb. 1a: Geringgradiger (+) Befall mit Pneumocystis spp. (ISH 20x); 1b: Das histologische Bild zeigt eine
mittel- bis hochgradige interstitielle Pneumonie. Die Alveolen sind zu einem geringen Teil mit Makrophagen (=

Alveolarhistiozytose) infiltriert. (H&E 20x)

Die Korrelation der ISH-Ergebnisse mit den histologischen Lungenbefunden zeigte, dass in
den Pneumocystis-positiven Fillen vorrangig Bronchitis, interstitielle Pneumonie,
Lungenemphysem, Hyperdmie und perivaskuldre sowie -bronchiale Rundzellinfiltrate
auftraten. Die verschiedenen Schweregrade der Veriinderungen sind als Ubersicht in Tab. 4

dargestellt.
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Tab. 4: Schweregrad der pathohistologischen Verinderungen in den Pneumocystis spp.
positiven Fillen
(0 = nicht vorhanden; 1 = geringgradig ausgeprigt; 2 = mittelgradig ausgeprigt; 3 =

hochgradig ausgeprégt; Bei Féllen mit mehreren Lungengewebsstiicken wurde der Mittelwert

errechnet)

Falll (+) | Fall2 (+) | Fall3 (+) | Fall4 (+) | Fall5+
Interstitielle Pneumonie 1 2 0 2 2,5
Granulomatése Pneumonie 0 0 0 0,6 2,5
Purulente Pneumonie 0 1 3 0 0
Gemischtzellige Entziindung 0 1 3 0 1
Nekrotisierende Pneumonie 1 0 3 1 1,5
Bronchitis 1 2 2 2 3
Alveolédres Lungenddem 0 1 0 1 0,5
Emphysem 2 2 0 1,3 1
Hyperédmie 1 1 0 1 1
Alveoldre Histiozytose 1 2 0 2 1
Fibrin 0 0 0 0 0,5
Perivaskuldre/-bronchiale 2 0 2 1.3 0,5
Rundzellinfiltration
Anthrakose 0 0 0 0 0
BALT — Hyperplasie 0 0 0 0 0
Blutung 0 0 0 0 1
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6. Diskussion

Die in dieser Studie erhobene Privalenz von Pneumocystis spp. im Lungenparenchym von
Felidae mittels In situ-Hybridisierung ist mit einem Wert von 6,6 % sehr gering.
Vergleichbare Studien wiesen eine relativ inhomogene Prévalenz zwischen 0 % und 100 %
auf (Danesi et al. 2019, Hagler et al. 1987, Shiota et al. 1990, Yang et al. 1996). Hierbei ist zu
beachten, dass sich die genannten Studien beziiglich Methodik und Probenmaterial erheblich
unterschieden. Shiota et al. konnten Preumocystis spp. mit einer Priavalenz von 70,6 % im
Lungengewebe als auch in Abklatschpriparaten von Lungen immunsupprimierter Katzen
mittels Giemsafarbung als auch GMS nachweisen (Shiota et al. 1990). Das Forschungsteam
um Yang et al. untersuchte, im Gegensatz zu Shiota, Katzen, die mit aus Méause-Lungen
gewonnenen Pneumocystis-Organismen inokuliert wurden. Die Organismen konnten
ebenfalls durch GMS und Giemsafirbung in 100 % der untersuchten Lungengewebsproben
detektiert werden (Yang et al. 1996). Im Kontrast hierzu stehen die Studienergebnisse von
Hagler et al. (1987). Er untersuchte Gewebeproben von an FeLV vorerkrankten Katzen
mittels GMS auf das Vorkommen von Pneumocystis spp., der Erreger konnte allerdings bei
keinem Tier nachgewiesen werden (Hagler et al. 1987). Danesi et al. (2019) nutzte anstelle
von lichtmikroskopischen Verfahren den direkten molekularbiologischen Nachweis von
Erreger-DNA mittels PCR. Die Untersuchung von Lungengewebe als auch BALF von Katzen
auf das Erbgut des Pilzes ergab, dass die aus den unteren Atemwegen gewonnene Fliissigkeit
keine Pneumocystis-DNA enthielt, die Prdvalenz im Lungengewebe allerdings mit 29%
relativ  hoch war. Von 15 PCR-positiven Lungengewebsproben wurden zusitzlich
Gewebeschnitte angefertigt, die mit Spezialfairbungen gefarbt wurden. Keine dieser 15 Proben
wies histologische Verdnderungen auf, die in Einklang mit einer Pneumocystis-Pneumonie
stehen. In den mit GMS und TBO gefdrbten Priparaten gab es keinen Hinweis auf Zysten
oder Trophozoiten (Danesi et al. 2019).

Der mikroskopische Erregernachweis im paraffinfixierten Schnittpraparat nach Applikation
von diversen Spezialfarbungen ist ein praktisches diagnostisches Tool, es gilt jedoch Vor- und
Nachteile abzuwidgen. Die Interpretation dieser Fiarbungen bedarf viel Erfahrung und birgt
einige potentielle Fehlerquellen (Walker et al. 1989). Die gingigen Methoden GMS,
Giemsafarbung und Toluidinblau O unterscheiden sich neben der Farbgebung besonders in

den Strukturen, die sie farben. Der Vorteil der Giemsafarbung liegt darin, mit einer einzelnen,
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weit verbreiteten Fiarbung sowohl Trophozoiten als auch Zysten anfirben zu konnen,
allerdings bendtigt man fiir die Auswertung eine hohe Expertise, da die Zellwédnde der Zysten
ungefarbt bleiben (Walker et al. 1989). Fiir eine Farbung der zystischen Stadien sind daher
GMS und TBO besser geeignet (Thomas und Limper 2004). Sowohl bei der Giemsafarbung
als auch bei TBO kann es jedoch durch die Anfirbung von Hefepilzen zu falsch positiven
Resultaten kommen, da die Farbstoffe nicht wie bei der ISH gegen das Erbgut eines
bestimmten Erregers, sondern Zellbestandteile gerichtet sind (Walker et al. 1989). Der
molekulardiagnostische Nachweis von Preumocystis-DNA weist daher im Vergleich eine
hohere Sensitivitdt auf, wobei die PCR aufgrund der Amplifizierung von Genmaterial und der
maschinellen Untersuchung und Auswertung nochmals sensitiver ist als die ISH.

Die rein morphologische Lokalisation und Anordnung von Pneumocystis spp.-Organismen
spielt bei der Auswertung der ISH eine wichtige Rolle. Binanti et al. beschrieben 2013 die
Verteilung der positiven Signale in Schweinelungen. Multiple Organismen verursachten hier
iiber groflere Areale hinweg eine fast kontinuierliche Auskleidung der Alveolarwénde
(,,Alveolar lining*). Bei Proben mit einer geringgradigen Konzentration von Pneumocystis
spp. stellten sich die Signale vereinzelt oder in Gruppen an der Oberfldche der Alveolen dar
(Binanti et al. 2014). Ein dhnliches Bild zeigte der in dieser Studie detektierte, geringgradig
positive Fall in der ISH, weshalb dieser rein morphologisch als glaubwiirdig einzustufen ist.
Die vier verbleibenden Gewebeproben mit geringstgradiger Pneumocystis-Konzentration
missten mit anderen molekulardiagnostischen Verfahren bestétigt werden. Neben einer PCR
wire eine anschlieBende Sequenzierung der detektierten DNA empfehlenswert. Da bisher nur
drei Pneumocystis sp. felis-Sequenzen des mtLSU rRNA-Gens publiziert wurden
(Nukleotiddatenbank des National Center for Biotechnology Information, Accession numbers
MHS818398-MH818400), widre eine Sequenzierung von hochstem wissenschaftlichem
Interesse. Auch die in dieser Studie als positiv befundeten Proben wurden im Anschluss am
Institut fiir Pathologie mittels PCR und Sequenzierung untersucht, jedoch ohne Erfolg. Dies
konnte moglicherweise an einer zu niedrigen Erreger-DNA-Menge in den Gewebeschnitten
liegen. RoutinemédBig durchgefiihrte Untersuchungen mittels PCR und Sequenzierung setzen
voraus, dass das Genom des Erregers bereits bekannt ist. Die de novo-Sequenzierung von
noch unbekannten Pathogenen bleibt Forschungseinrichtungen vorbehalten. Auch fiir

Pneumocystis spp. gibt es bislang nur wenige publizierte Sequenzen bzw. vollstindig
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sequenzierte Genome und weitere Untersuchungen sind daher mit viel Aufwand verbunden.
Das Whole Genome Sequencing von unbekannten Genomen setzt zudem eine grof3e fachliche
Expertise voraus, die Daten in weiterer Folge durch eine:n Bioinformatiker:in mit Erfahrung

fiir diesen speziellen Erreger bearbeitet werden miissen.

Das alleinige Vorhandensein von Preumocystis-Organismen fiihrt nicht zwingend zu einer
klinischen Erkrankung (Settnes und Hasselager 1984). Es zeigen sich erhebliche Unterschiede
in der Pravalenz spontaner klinischer Erkrankungen zwischen verschiedenen Tierarten. So
konnte in einer Studie bei 51 % von an Pneumonie erkrankten Schweinen das Auftreten von
Pneumocystis nachgewiesen werden (Kureljusi¢ et al. 2016). Die bei Hunden vorkommende,
meist drastisch verlaufende Pneumozystose tritt nur sporadisch auf (Weissenbacher-Lang
2019). Bei Katzen wurde bisher keine spontane Erkrankung beschrieben, ein klinisches Bild
konnte nur experimentell durch eine exogene Immunsuppression ausgelost werden (Shiota et
al. 1990, Yang et al. 1996). Ein geschwéchtes Immunsystem scheint die Grundvoraussetzung
fiir die Proliferation des Pilzes und die Entstehung einer klinischen Pneumozystose zu sein. Es
ist jedoch noch unklar, ob zum Beispiel das Vorliegen von Koinfektionen bereits ausreicht,
um ein Pilzwachstum zu ermdglichen oder ob die Immunmodulation in jedem Fall
entscheidend ist.

Dem Zusammenhang zwischen einer Pneumocystis-Infektion und anderen respiratorischen
Pathogenen bei Schweinen gingen Weissenbacher et al. (2017) mittels vergleichender
Untersuchungen verschiedener Altersgruppen von Schweinen nach. Bereits in der ersten
Lebenswoche konnte bei Ferkeln, welche bereits mit anderen respiratorischen Erregern
belastet waren, Pneumocystis-DNA nachgewiesen werden. Aufgrund ihres unreifen
Immunsystems sind Saugferkel trotz maternaler Antikdrper fiir schwere Infektionen und eine
Proliferation des Pilzes empfanglicher als andere Altersgruppen (Weissenbacher-Lang et al.
2017b). Trotz einer besonders hohen Privalenz bei Saugferkeln scheint eine Erkrankung nicht
altersabhingig zu sein und ein gemeinsames Auftreten des Erregers mit anderen
Lungenpathogenen stellt keinen Beweis fiir seinen Einfluss auf multifaktoriell bedingte
respiratorische Erkrankungen dar (Kureljusi¢ et al. 2016, Weissenbacher-Lang et al. 2017b).
So stieg der Anteil serologisch positiver Tiere mit dem Alter von 16% in der ersten

Lebenswoche auf bis zu 87% im dritten Lebensmonat und nahm ab dem vierten Lebensmonat
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ab (Blasi et al. 2021, Weissenbacher-Lang et al. 2017b). Dies konnte zum einen durch die
Reifung des Immunsystems und dadurch effizientere Bekdmpfung von Preumocystis sowie
die geringe Durchsetzungsfihigkeit des Pilzes gegeniiber anderen Lungenpathogenen in der
Konkurrenz um Néhrstoffe und Platz bedingt sein. Das von verschiedenen Pneumonien
betroffene Lungengewebe zeigt auch in der ISH nur wenige Signale und Lésionen, was die
Vermutung nahelegt, dass es aufgrund von suboptimalen Konditionen wie Hypoxie oder
mangelhafter Nahrstoffversorgung durch Gewebeschiadigung zu schlechtem Wachstum und
Proliferation im Lungengewebe kommt (Blasi et al. 2021).

Ob und welche Art einer Immunsuppression der caninen Pneumozystose bei Cavalier King
Charles Spaniel zugrunde liegt, erforschten im Jahr 2000 Watson et al. Sie untersuchten die
Leukozyten-Anzahl im peripheren Blut, sowie die Serumkonzentration von IgG und IgM bei
erkrankten und nicht erkrankten Hunden. Erkrankte Hunde wiesen eine signifikant niedrigere
[gG- und eine hohere IgM-Konzentration auf als die Kontrollgruppe. Die Lymphozytenzahlen
waren im Referenzbereich oder erhoht (Watson et al. 2006, Weissenbacher-Lang et al. 2018).
Da das Durchschnittsalter der Tiere bei 3,5 Jahren lag und es keine signifikanten
Altersunterschiede zwischen den beiden Gruppen gab, konnten die Verdnderungen weder auf
das Alter der Tiere oder noch eine Einschrinkung der zelluldren Immunitit zuriickgefiihrt
werden. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass ein selektiver Defekt der IgG-Produktion mit
niedrigen Serum-Konzentrationen bei an Pneumozystose erkrankten Hunden und
unterdurchschnittlichen Konzentrationen bei klinisch gesunden Tieren vorliegen muss. Die
erhohten IgM-Konzentrationen sowie die auch nach Impfung und Therapie niedrig bleibenden
IgG-Konzentrationen fiihrten zu dem Schluss, dass es sich um einen Defekt der Antigen-
aktivierten B-Lymphozyten mit resultierender Unfidhigkeit zur effektiven IgG-Produktion
handeln muss. Infolgedessen werden ersatzweise IgM produziert (Watson et al. 2006).

Um festzustellen, ob allen klinischen Pneumozystosen eine Immunsuppression zugrunde
liegt, um welche Art der Suppression es sich dabei handelt und ob dies fiir die Erkrankung bei
Katzen eine Rolle spielt, miissten Lymphozyten sowie Immunglobuline M und G sowohl bei
erkrankten als auch gesunden Individuen bestimmt und charakterisiert werden. Da in HIV-
Infizierten und in murinen Modellen CD4+ Zellzahlen unter 200 Zellen/ul mit der
Entwicklung einer Pneumocystis-Pneumonie assoziiert sind, sollten auch diese in

Untersuchungen mit einbezogen werden (Phair et al. 1990).
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Vier aus fiinf ISH-positiven Katzen wiesen Vorerkrankungen auf, zeigten allerdings keine
klinischen Symptome einer spontanen Pneumozystose. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
unterstiitzen die These, dass Katzen asymptomatisch mit Pneumocystis spp. kolonisiert sein
konnen (Casadevall und Pirofski 2000). Eine Kolonisierung verlduft, im Gegensatz zu einer
Pneumocystis-Infektion, ohne die Entstehung von Symptomen einer akuten Pneumonie
(Morris et al. 2008). Die Besiedelung konnte bisher bei Tieren wie beispielsweise
Kleinsdugern und Affen (Kling et al. 2009, Laakkonen et al. 2001) als auch bei gesunden
Kindern (Vargas et al. 2001), immunkompetenten Erwachsenen (Medrano et al. 2005),
Schwangeren (Vargas et al. 2003) und immunsupprimierten Populationen sowie an
Lungenerkrankungen wie COPD und zystischer Fibrose vorerkrankten Personen beschrieben
werden (Mekinian et al. 2011, Nevez et al. 1999, Sing et al. 2001). Ein weiteres Merkmal zur
Unterscheidung zwischen infizierten und kolonisierten Individuen stellt die Ermittlung des so
genannten Cycle Threshold (Ct) in der quantitativen PCR dar. Dieser ist definiert als der
PCR-Zyklus, bei dem die durch die Spaltung der Sonde erzeugte Reporterfluoreszenz einen
festgelegten Schwellenwert iiber der Basislinie tliberschreitet und die Reaktion in die
exponentielle Phase eintritt (Fujimaki et al. 2000). Der Ct-Wert ist daher von der in der Probe
enthaltenen Pneumocystis-DNA-Menge abhédngig. Die Anzahl an Zyklen, die benétigt
werden, um den festgelegten Schwellenwert zu iiberschreiten liegt bei infizierten Hunden bei
<26, eine Cr-Spanne von > 26 bis < 35 spricht fiir eine Kolonisierung. Werte > 35 werden als
negativ interpretiert (Danesi et al. 2017). Dieser Cut-off-Wert konnte auch fiir Katzen
angewandt werden, was auch eine Erkldrung dafiir wire, warum in den in dieser Studie
vorliegenden ISH-positiven Féllen keine klinischen Symptome auftraten und die PCR
ergebnislos war. Moglicherweise lag hier eine beginnende Kolonisierung und infolgedessen
zu wenig Pneumocystis-DNA vor, da eine Immunsuppression aufgrund von kurzer
Infektionsdauer noch nicht weit genug fortgeschritten und somit die Bedingungen fiir eine
Proliferation des Pilzes suboptimal waren. Aufgrund des retrospektiven Charakters dieser
Studie und der heterogenen, wenigen Vorinformationen zu den Tieren, sowie der geringen
Anzahl an vergleichbaren Studien bei Katzen kann demnach keine eindeutige Aussage

getroffen werden.
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7. Zusammenfassung

Der Genus Prneumocystis spp. umfasst einzellige, an zahlreiche Sdugerlungen angepasste
Pilze, welche besonders im Zusammenhang mit Immunsuppression zu schwerwiegenden
klinischen Erkrankungen fithren kdnnen. Da bisher wenige Studien zum Vorkommen des
Erregers bei Katzen vorliegen, wurde in der vorliegenden Untersuchung die Pridvalenz von
Pneumocystis spp. im Lungenparenchym von Felidae mittels /n situ-Hybridisierung ermittelt,
sowie eine Zusammenfithrung der erzielten Ergebnisse mit den in der Hdmatoxylin-Eosin-
Farbung histologisch festgestellten Lungenldsionen und der Krankengeschichte der Tiere
durchgefiihrt.

Auswertungen der retrospektiv untersuchten 76 in Formalin fixierten und in Paraffin
eingebetteten Lungengewebsproben ergaben 6,6% Pneumocystis spp.-positive Tiere, wovon
100% zur Art der Hauskatzen zdhlen. Bei einer der insgesamt fiinf positiven Katzen konnte
eine geringgradige, bei den restlichen vier Tieren nur eine geringstgradige Pneumocystis spp.-
Konzentration festgestellt werden. Das histologische Bild war vorrangig von interstitieller
Pneumonie, Bronchitis, Lungenemphysem, Hyperdmie, Gewebsnekrosen und perivaskulidren
sowie -bronchialen Rundzellinfiltraten gepriagt. Weiters waren vier von fiinf Tieren
nachweislich vorerkrankt. So wurden Koinfektionen mit dem felinen Parvovirus, dem felinen
Leukémievirus, E. coli und Clostridium perfringens, anderen Pilzen und Toxoplasmen
festgestellt.

Eine durch Pneumocystis spp. ausgeloste klinische Erkrankung konnte bei Katzen bisher nur
experimentell nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Studie belegen die Hypothese,
dass spontane klinische Erkrankungen bei infizierten Katzen selten bis gar nicht vorkommen.
Allerdings ist dieser Pilz besonders bei Katzen noch wenig erforscht, weshalb weitere

Untersuchungen erforderlich sind, um Preumocystis spp. bei Katzen zu beschreiben.
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Summary

TITLE Analysis of lung tissue samples of Felidae for the presence of Pneumocystis spp.

by in situ hybridization

The genus Pneumocystis spp. comprises unicellular fungi adapted to numerous mammalian
lungs, which can lead to serious clinical diseases, especially in the context of
immunosuppression. Since few studies on the occurrence of the pathogen in cats are available
so far, the present study determined the prevalence of Pneumocystis spp. in the lung
parenchyma of Felidae by in sifu-hybridization and merged the obtained results with the lung
lesions histologically detected in hematoxylin-eosin staining and the medical history of the
animals.

Evaluation of the 76 formalin-fixed paraffin-embedded lung tissue samples retrospectively
examined revealed 6.6% Pneumocystis spp. positive animals, 100% of which were of the
domestic cat species. One of the total five positive cats showed a mild Prneumocystis spp.
concentration, and the remaining four animals were only suspicious for Prneumocystis spp.
The histopathological examination revealed mainly interstitial pneumonia, bronchitis,
emphysema, hyperemia, tissue necrosis and perivascular and bronchial round cell infiltrates.
Furthermore, four out of five animals had a history of pre-existing diseases. Thus, co-
infections with feline parvovirus, feline leukemia virus, E. coli and Clostridium perfringens,
other funghi, and Toxoplasma spp. were detected.

Clinical disease caused by Pneumocystis spp. has only been demonstrated experimentally in
cats. The results of this study support the hypothesis that spontaneous clinical disease is rare
to absent in infected cats. However, little research has been conducted on this fungus,

especially in cats, and further studies are needed to describe Pneumocystis spp. in cats.
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In situ-Hybridisierung ISH European AIDS EACS
Clinical Society

Hamatoxylin-Eosin- (H&E)-Farbung Zweimal/Dreimal/ BID/ TID/

Féarbung Viermal téglich QID

Humanes HIV Fluoreszenz-ISH FISH

Immundefizienz-Virus

International Code of ICBN Immunhistochemie IHC

Botanical Nomenclature

16S Ribosomale RNA 16S rRNA Brochoalveolarlavage- | BALF
Fliissigkeit

Small subunit rRNA 16S-like rRNA Entmineralisiertes WEK-
Wasser Wasser

Mitochondrial large mtLSU Aqua destillata Aqua dest.

subunit

Elongationsfaktor 3 EF-3 Saline Sodium Citrate SSC

Grocott-Methenamin- GMS 5-Brom-4-chlor-3- BCIP

Silberfirbung indoxylphosphat

Transfer RNA tRNA Nitroblau- NBT
Tetrazoliumchlorid

Major surface Msg Bronchus-associated BALT

glycoprotein lymphatic tissue

Upstream Conserved UCS Feline urinary tract FLUTD

Sequence disease

Basenpaar bp Toluidinblau O TBO

Felines Leukdmievirus FeLV Large subunit ribosomal | mtLSU
RNA gene rRNA-Gen

CD4-positive T-Zellen/ CD4+ T-Zellen/ Cycle Threshold Cr-Wert

CDS8-positive T-Zellen

CD8+ T-Zellen
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8. Anhang

8.1  Rezepturen

SSC:

Stock-Lésung 20x: 3 M Natriumchlorid (NaCl; Loba, Fischamend, Osterreich) + 0,3 M
Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf 1000 ml Diethylpyrocarbonat
(DEPC)-Wasser

Herstellung der Gebrauchslosungen (SSC 2x, SSC 1x und SSC 0,1x) durch Verdiinnung mit
Aqua dest.

Puffer I 1x:

Stocklosung 2x: 200 ml Trizma hydrochloride (TrisHCI) 1M pH 7.5 (Merck, Darmstadt,
Deutschland) + 60 ml NaCl 5M (Loba, Fischamend, Osterreich) + 740 ml DEPC-Wasser

[1 ml DEPC + 1000 ml Aqua dest.]

Herstellung der Gebrauchslosung durch Verdiinnung mit Aqua dest.

Puffer III mit MgCI2 pH 9,5:
100 mM TrisHCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) + 100 mM NaCl (Loba, Fischamend,
Osterreich) + 50 mM MgCI2 (Sigma, Wien, Osterreich) auf 1000 ml DEPC-Wasser

TE-Puffer 1x pH 8,0:

Stock-Losung 10x: 100 mM TrisHCl (Merck; Darmstadt, Deutschland) + 10 mMol
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; Merck, Darmstadt, Deutschland) auf 1000 ml DEPC-
Wasser

Herstellung der Gebrauchslosung durch Verdiinnung mit Aqua dest.
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