Aus dem Department fiir Kleintiere und Pferde

der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien

Klinische Abteilung fiir Interne Medizin Kleintiere

(Leiter: Univ.-Prof. Dr.med.vet. Iwan Burgener Dipl. ECVIM-CA Dipl. ACVIM PhD)

Pathohistologischer Nachweis von Helicobacter spp. bei Katzen mit gastrischem Lymphom

Diplomarbeit

Veterinarmedizinische Universitiat Wien

vorgelegt von

Nina Zwickler

Wien, im Juni, 2023



1. Begutachterin: Priv.-Doz. Dr.med.vet. Birgitt Wolfesberger
Klinische Abteilung fiir Interne Medizin Kleintiere
Department fiir Kleintiere und Pferde

Veterindrmedizinische Universitidt Wien

Betreuerinnen: Ass. Prof. Dr. Andrea Fuchs-Baumgartinger
Institut fiir Pathologie

Veterindrmedizinische Universitidt Wien

Priv.-Doz. Dr.med.vet. Birgitt Wolfesberger
Klinische Abteilung fiir Interne Medizin Kleintiere
Department fiir Kleintiere und Pferde

Veterinarmedizinische Universitiat Wien

2. Begutachter: Dr. med. vet. Christof Bertram, PhD, DACVP
Institut fiir Pathologie

Veterinarmedizinische Universitidt Wien



Inhaltsverzeichnis

1.

2.

2.1.

2.2.

2.3.

24.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.

4.1.

4.2.

4.3.

Einleitung und Fragestellung ...........cccoeiiiiiiiiiieiiieee e 1
LiteraturliDerSICRLt ......oouiiiiiieie e 2
Das Lymphom der KatzZe.........cccooiiiiiiiiiiiiieie ettt e 2
Atiologie des felinen LyMPhOMS ..........c.covuiviviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 2
Das gastrointestinale Lymphom ..........cccoooiiiiiiiiniiiicicee e 3
Klinik des gastrointestinalen Lymphoms ............ccceoiiiiieiiieiiiinieiiieieceeeee e 4
Diagnostik des gastrointestinalen Lymphoms............coceeviieiiieniiiiiiinieeieeiece e 5
Therapie und Prognose des gastrointestinalen Lymphoms ..........ccccccveeiiieeiiieeiieencenn, 7
HELiCODACIET SPP. ..ottt ettt e e aee et e e saae e e abe e saseeensaeennnes 9
Helicobacter in der HUMANMEIZIN ......ocueviiriiiniiiiiiieiecieiecceeeecee e 9
Helicobacter in der VeterinArmediZin ..........co.eevuerieriiiienieniieienienieeeseee e 11
Material und MethOode ..........c.ooiiiiiiiii e 14
Patientendaten und Probenauswahl ... 14
Entparaffinieren ... ....ooocuiiiiiiiieiecee e et 14
Hamatoxylin-Eosin FADUNG ........ccooviiiiiiiiiiie e 15
GIeMSA FATDUNG......ooiiiiiiiiicce et et et e e etae e esaaeeeenee s 15
Eindecken und Fertigstellen der Proben.............cccvveviiieiiiieiiiecee e 16
IMIKTOSKOPIETEN. ...ttt ettt ettt et ettt e et e e st e enbeessbeenbeessaeenseesaseenseennns 16
EIZEDINISSE ...eeiiieiieeiieetie ettt ettt ettt et e st e et e et e e bt e st e e beeeabeenbeensbeenseennaeenne 17
Allgemeine Patientendaten...........ccveeeiiieiiieeiiee e 17
Probenanalyse........c.ceeiiiiiiiiiiiie e e 19

Vorkommen der Spiralbakterien ...........cccueeviieriieriiiiiieiiecie e 21



4.4.  Vergleich der FArbemethoden ............cociiiiiiiieiiiiiieiecee e 21

5. DISKUSSION ...ttt ettt sttt ettt et eaees 24
6.  ZUSAMMENTASSUINZ ... .viiiiiiieieiieeitiee ettt eeitteesteeesaeeessteeessseeesseeaseeesssseessseeessseeessseesssseesnsses 28
/N 11101100 1 2RSSR 29
8.  ADKUIZUNGSVETZEICHNIS ....eouiiiiiiiiieiieeiie ettt ettt sttt e ae e aee e 30
9.  AbDbIldUNgSVETIZEICHNIS ....c..eeeiiieiiieiie ittt ettt e et ens 31

1O, LItEratUrVETIZEICIIIS . e et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeas 32



1. Einleitung und Fragestellung

Das feline Lymphom ist der hdufigste maligne Tumor der Katze, mit einer geschétzten
Inzidenz von 200 Fillen pro 100 000 Katzen. Die Inzidenz hat in den letzten Jahrzehnten
weiter zugenommen, wobei vor allem eine Zunahme am Typ des alimentdren Lymphoms zu
bemerken ist. Klinisch und sonographisch sind alimentidre Lymphome manchmal schwer von
nicht-neoplastischen Krankheiten, wie der Inflammatory Bowel Disease (IBD), zu
unterscheiden und brauchen aufwendige diagnostische Aufarbeitung, inklusive

gastrointestinalen Biopsien und histopathologischer Beurteilung durch Veterinarpathologen.

In der Humanmedizin sind die cancerogenen Auswirkungen spezieller Erreger seit
Jahrzehnten bekannt und gut erforscht. Eines der ersten hierbei entdeckten Pathogenen ist das
Spiralbakterium Helicobacter pylori (H. pylori), welches seit 1994 von der International
Agency for Research on Cancer als cancerogen der Klasse I eingestuft wird. H. pylori steht
beim Menschen in Korrelation mit Gastritis, Magengeschwiiren und mit einer speziellen Art
des Lymphoms. Dieses mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (MALT) Lymphom kann

im frithen Stadium durch eine Eradikation von H. pylori in eine komplette Regression gehen.

Auch der Magen-Darm-Trakt von Katzen ist mit Helicobacter spp. besiedelt. Die Pathogenitit
des Erregers ist jedoch bei dieser Spezies umstritten. Obwohl sowohl in der Human- als auch
in der Veterindrmedizin Helicobacter spp. Grundlage diverser Forschungen ist, gibt es immer

noch keinen eindeutigen Goldstandard zur Diagnosestellung.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit von Helicobacter spp. im Magen von Katzen mit
diagnostiziertem Magenlymphom zu bestimmen und dabei zwei Férbevarianten als
Nachweismethode zu vergleichen. Hierfiir wurden histopathologische Schnitte von
Magenbiopsien mit der Giemsa-Fiarbemethode und der Hématoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) angefertigt und mikroskopisch auf Spiralbakterien untersucht. Die Vor- und
Nachteile der jeweiligen Farbemethoden wurden notiert und diskutiert. Weitere Daten der
Patienten, welche in der Studie erhoben wurden, waren das Geschlecht, Alter, Rasse und
Phinotyp sowie Subtyp des jeweiligen Lymphoms. Die ermittelten Daten wurden
anschlieend graphisch dargestellt und die Ergebnisse der Féarbemethoden mit anderen

Nachweismethoden verglichen.



2. Literaturiibersicht

2.1. Das Lymphom der Katze

30 % aller Neoplasien der Katze sind hdmatopoetischen Ursprungs. Davon sind 90 % maligne
Lymphome. Damit zdhlen Lymphome zu den hiufigsten Tumoren der Katze. Urspriinglich
aus Lymphozyten hervorgehend kann sich das Lymphom in jedem Organ manifestieren. Es
gibt mehrere Moglichkeiten feline Lymphome einzuteilen. Nach anatomischer Lokalisation

werden fiinf Gruppen unterschieden:

e QGastrointestinales Lymphom
e Multizentrisches Lymphom
e Extranodales Lymphom

e Lymphatische Leukdmie

e Mediastinales Lymphom

Am oOftesten werden derzeit gastrointestinale- und extranodale Lymphome diagnostiziert

(Kessler 2022).

2.2. Atiologie des felinen Lymphoms

Die Griinde fiir die Entstehung des felinen Lymphoms werden vielfdltig diskutiert und sind
teilweise noch nicht vollstindig geklart. Es gibt allerdings einige Risikofaktoren, die
nachweislich begiinstigend auf die Tumorgenese wirken. Zwischen 1960 und 1980 waren
schiatzungsweise zwei Drittel der Lymphom Félle mit dem felinen Leukdmie-Virus (FeLV)
assoziiert. Die typische anatomische Lokalisation fiir FeLV assoziierte Lymphome ist die
mediastinale Form, mit einem Durchschnittsalter von drei bis fiinf Jahren. Seit der Impfung
gegen FeLV in den spiten 1980er Jahren sind die Félle der felinen Lymphome mit positivem
FeLV stark gesunken. Trotz des Riickgangs an FeLV-Infektionen ist jedoch der Gesamtteil
der Lymphom Erkrankungen bei Katzen gestiegen. Auffillig hierbei ist die Zunahme an
gastrointestinalen- und extranodalen Lymphomen, sowie der Anstieg des Durchschnittsalters
auf elf bis zwolf Jahre. Des Weiteren wird von einer genetischen Komponente, sowie einer
Pridisposition fiir orientalische Katzenrassen ausgegangen. Eine Immunsuppression scheint

ebenfalls eine Begiinstigung fiir Lymphome darzustellen. Sowohl bei einer Infektion mit dem



felinen Immundefizienz-Virus (FIV), als auch nach Organ-Transplantationen und
medikamentéser Immunsuppression zeigt sich ein Anstieg der Wahrscheinlichkeit am

Lymphom zu erkranken (Vail et al. 2020).

Eine chronische Entziindung mit bakterieller Beteiligung wird als Entstehungsfaktor ebenfalls
diskutiert. Die langfristige Stimulation des Immunsystems durch ein Antigen kénnte dazu
fiilhren, dass sich Tumore entwickeln. Das interessanteste Bakterium, das hierbei eine Rolle
spielen konnte, ist Helicobacter spp. (Paulin et al. 2018). Bei Menschen ist das
Spiralbakterium gut erforscht und wird in engen Zusammenhang mit Gastritis und dem

MALT-Lymphom gebracht (Floch et al. 2017, Pereira und Medeiros 2014).

2.3. Das gastrointestinale Lymphom

Das gastrointestinale Lymphom, oft auch alimentidres Lymphom genannt, ist mit 50 % bis
75 % die hiufigste anatomische Form des felinen Lymphoms und betrifft den Magen,
Diinndarm, Dickdarm sowie abdominale Lymphknoten und eventuell die Leber (Paulin et al.
2018). Durchschnittlich sind betroffene Katzen zwolf Jahre alt und FeLV-negativ. Die
Unterscheidung der einzelnen Subtypen ist wichtig, da Therapie und Prognose davon
abhingen. Die anatomische Lokalisation steht in engem Zusammenhang zum Phénotyp der
Lymphozyten. B-Zell Lymphome entwickeln sich meist in Magen und Dickdarm,
wohingegen T-Zell Lymphome grof3teils im Diinndarm entstehen (Pohlman et al. 2009). Eine
genauere histologische Einteilung der betroffenen Schichten kann in mukosale und
transmurale Infiltration erfolgen. Mukosale Lymphome infiltrieren Epithelium und Propria
mit minimaler Ausdehnung in die Submukosa. Transmurale Formen infiltrieren weitreichend
bis in Submukosa und Muscularis. Feline intestinale Lymphome vom T-Zell Typ infiltrieren
hauptsidchlich im diffusen MALT des Diinndarms, wobei sie meist mukosale Lisionen
verursachen. Gastrische und intestinale B-Zell Lymphome treten pridominant als transmurale
Léasionen auf und konnen hdufig als diffuse grofizellige B-Zell Lymphome (DLBCL)
klassifiziert werden. Zytologisch vorherrschend bei diesem Typ ist eine zentroblastische

Kernmorphologie mit multiplen Nucleoli (Moore et al. 2012).

Die Staging Methode fiir die meisten malignen Tumore bei Haus- und Nutztieren ist die

Beurteilung nach dem Tumor selbst, den betroffenen Lymphknoten, sowie der Metastasierung



(TNM) (Owen 1980). Das TNM-System kann jedoch nicht auf das Lymphom {iibertragen
werden, weshalb ein alternatives Staging empfohlen wird. Dieses wird iiber klinische,

radiologische und hdmatologische Diagnostik bestimmt und in fiinf Stadien eingeteilt:

e Stadium I: ein Knoten oder ein lymphatisches Gewebe in einem betroffenen Organ

o Inkludiert primédre intrathorakale Lymphome

Stadium II: zwei oder mehrere betroffene regionale Lymphknoten
o Ein resezierbarer gastrointestinaler Tumor mit oder ohne mesenterialer

Lymphknotenbeteiligung

Stadium III: generalisierte Lymphknotenbeteiligung

o Extensive primére unresezierbare intraabdominale Erkrankung

Stadium IV: Beteiligung der Leber oder der Milz

Stadium V: Beteiligung vom Knochenmark oder vom zentralnervalen System

Weiters kann jedes Stadium in die Subkategorien a (ohne systemische Symptome) und b (mit

systemischen Symptomen) eingeordnet werden (Gualtieri und Monzeglio 1999).

2.4. Klinik des gastrointestinalen Lymphoms

Klinisch &dhneln die Symptome des gastrointestinalen Lymphoms vielen primédren und
sekunddren Krankheiten des Magen-Darm-Trakts. Low grade alimentdre Lymphome (LGAL)
machen sich durch Gewichtsverlust, Erbrechen, Durchfall, Lethargie und Anorexie
bemerkbar. Der Appetit kann auch normal sein, gelegentlich tritt auch eine Polyphagie auf.
Im Grofteil der Félle sind die Symptome chronisch. Bei der klinischen Untersuchung sind oft
abnormale abdominale Palpationsbefunde auffillig. Diffus-verdickte Darmschlingen oder

lokale abdominale Massen konnen fiihlbar sein (Lingard et al. 2009).

Intermedidr- und high grade Lymphome (I/HGAL) duBlern sich durch dhnliche klinische
Symptome wie LGAL, sind aber meist akuter und schwerer. Anorexie, Gewichtsverlust,
Lethargie und Erbrechen sind die Hauptsymptome. In den meisten der betroffenen Patienten
sind zusétzlich abdominale Massen fiihlbar, wobei die mesenterialen Lymphknoten und
fokale Bereiche im Magen-Darm-Trakt besonders hdufig vorkommen. Zusitzlich kénnen
Invaginationen, Darmverschliisse und Magen-Darmperforationen auftreten (Barrs und Beatty

2012, Krick et al. 2008).



In einer retrospektiven Studie mit ausschlieBlich gastrischen Lymphomen war das hiufigste
klinische Symptom der betroffenen Katzen mit 94 % Erbrechen. Verminderter Appetit,
Gewichtsverlust und Lethargie waren ebenfalls hédufig. 50 % der Patienten waren in einem
guten Erndhrungszustand, nur ein Drittel der Probanden hatte eine palpierbare abdominale

Masse. Nur 13 % zeigten abdominale Schmerzen bei der Palpation (Gustafson et al. 2014).

2.5. Diagnostik des gastrointestinalen Lymphoms

Die Aufarbeitung eines Patienten mit gastrointestinalen Symptomen sollte ein vollstindiges
rotes und weilles Blutbild, Blutchemie, Schilddriisentests und eine Urinanalyse inkludieren.
FeLV- und FIV-Infektionen sollten in jeder chronisch kranken Katze ausgeschlossen werden.
Eine Pankreatitis sollte ebenfalls abgekliart werden, da die Symptome sehr dhnlich ausfallen
konnen. Auffilligkeiten im Blutbild kénnen eine Andmie und eine Neutrophilie sein. In der
Blutchemie konnen eine Hypoalbumindmie und/ oder eine Panhypoproteindmie auftreten. Ein
abdominaler Ultraschall ist unumgénglich um den gastrointestinalen Trakt, mesenteriale
Lymphknoten, Leber- und Milzparenchym zu tiberpriifen. Bei Tumorverdacht sind ebenfalls

Thorax-Rontgenaufhahmen aus drei Ebenen angezeigt (Gieger 2011).

Im abdominalen Ultraschall ist eine genaue Beurteilung der Wandschichten, der Wanddicke,
der Darmmotilitdt und des Inhalts des Lumens mdglich. Die Darmwand von Katzen besteht
aus vier Schichten, der Mukosa, der Submukosa, der Muscularis, und der Serosa. In der
Sonographie zeigt sich ein filinf-schichtiges Muster aus alternierenden hypo- und
hyperechogenen Ebenen. Um physiologische Unterschiede in der Anatomie des
Gastrointestinal-Trakts nicht mit pathologischen Verdnderungen zu verwechseln, muss die
Wanddicke von gesunden Katzen bekannt sein. Diese dndert sich zwischen den einzelnen
Darmabschnitten. Der Magenfundus hat eine durchschnittliche Dicke von 2 mm, der Pylorus
2,1 mm, das Duodenum 2,2 mm, das Jejunum 2,3 mm, das Ileum 2,8 mm und das Colon
1,5 mm (Goggin et al. 2000). Der im Ultraschall messbare Durchmesser der abdominalen
Lymphknoten von Katzen ist im Durchschnitt unter 5 mm. Es gibt anatomische Varianzen bei
einzelnen Katzen. Nicht jede Katze hat jeden Lymphknoten ausgebildet und die Anzahl der
Lymphknoten in einem anatomischen Gebiet ist variabel. Pathologisch abnorme
Lymphknoten sind hingegen einfacher darzustellen, da sie normalerweise vergrofert und

abgerundet sind, und eine verminderte Echogenitit aufweisen. Im weiteren Fortschreiten einer



Erkrankung werden die Lymphknoten unregelméBiger in Form und Oberfldche, weisen eine
heterogene Struktur auf und sind schlechter von der Umgebung abzugrenzen (Schreurs et al.

2008).

Alimentidre Lymphome stellen sich in der abdominalen Sonographie haufig als solitire oder
multiple, hypoechogene Massen dar. Die transmurale Verdickung geht mit einer
Unterbrechung der normalen Wandschichtung einher. Lymphome konnen allerdings auch
diffus infiltrieren und eine Verdickung der Muscularis auslosen. In diesem Fall sind sie kaum
von anderen entziindlichen Erkrankungen wie der IBD zu unterscheiden, bei der ebenfalls

eine Zunahme an Wanddicke der Muscularis vorliegt (Gaschen 2011).

Zur Bestétigung der Verdachtsdiagnose Lymphom ist es notwendig eine Probe zu entnehmen.
Bei vergroflerten Lymphknoten oder palpierbaren Massen kann eine Feinnadelaspiration mit
nachfolgender zytologischer Untersuchung erfolgen. Diese einfache und schnelle Methode
kann jedoch aufgrund von Entziindungsreaktionen oder zu geringem Probenmaterial nicht
immer aussagekraftig sein. Bei diffusen Verdickungen oder unsicheren Ergebnissen muss eine
Gewebebiopsie zur histopathologischen = Untersuchung entnommen werden. Die
histopathologische Untersuchung ist der Goldstandard in der Lymphomdiagnose, sowohl in
der Human-, als auch in der Veterinirmedizin. Proben koénnen auf chirurgischem Weg
wiahrend einer Laparotomie, oder endoskopisch entnommen werden. Der Vorteil an der
chirurgischen Probenentnahme ist, dass man alle Schichten eines Darmteils, und zusétzlich
Biopsien von suspekt erscheinenden Lymphknoten, Milz oder Leber entnehmen kann. Die
endoskopische Variante ist weniger invasiv und von geringerer Narkosedauer gekennzeichnet
und wird daher vor allem bei instabilen und sehr kranken Katzen empfohlen. Des Weiteren ist
endoskopisch eine Darstellung der Mukosa gegeben, womit gute Probenareale leichter
erkennbar sind. Lymphome in tieferen Darmschichten kénnen jedoch iibersehen werden und
falsch negative Ergebnisse zeigen. Differentialdiagnostisch ist vor allem die IBD vom
Lymphom auszuschlieBen. Bei der IBD ist eine Infiltration der Mukosa mit variierenden
Mengen an Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophilen- und neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen zu sehen. Beim Lymphom infiltrieren neoplastische Lymphozyten die Mukosa,
unregelmifig verteilt zwischen den intestinalen Villi, mit einer hidufigen Progression in die

Submukosa und einer transmuralen Infiltration. Typischerweise findet im Gegensatz zur IBD



beim Lymphom keine Entziindungsreaktion und kein mukosales Odem statt (Gieger 2011).
Die Immunhistochemie kann ebenfalls als Unterstiitzung zur Differenzierung von IBD und
Lymphom dienen, indem sie monomorphe Populationen von T- und B-Zellen identifiziert.
Die verschiedenen Lymphomsubtypen werden heute nicht nur in der Humanmedizin, sondern
auch in der Veterindrmedizin nach der WHO-Klassifikation eingeteilt (Valli et al. 2016).
Zusétzlich kann eine PCR fiir Antigen Rezeptor Rearrangemets (PARR) durchgefiihrt werden,

um die Klonalitdt von T- und B-Zellen zu bestimmen (Kiupel et al. 2011).

2.6. Therapie und Prognose des gastrointestinalen Lymphoms

Die effektivste Therapie fiir feline Lymphome ist die Chemotherapie. Es sind verschiedene
Kombinationschemotherapieprotokolle beschrieben. Ein géngiges Standard-Protokoll, auch
COP-Protokoll genannt, basiert auf einer Kombination aus Cyclophosphamid, Vincristin und

Prednison (Kristal et al. 2001, Vail et al. 1998).

Bei Katzen mit obstruierenden abdominalen Massen ist eine chirurgische Entfernung dieser
notwendig. In einigen Féllen kann eine vollstindige Resektion unmoglich sein, und
Patientenbesitzer miissen in diesen Fillen {iber die erhohte Komplikationsrate einer Dehiszenz
der Anastomose-Stelle aufgekldrt werden. Postoperativ wird zusétzlich eine Chemotherapie
empfohlen. Die Auswahl der Chemotherapie ist abhdngig von Lymphomtyp, eventuellen
weiteren Krankheiten des Patienten und der Compliance und den finanziellen Mitteln des

Besitzers (Gieger 2011).

Fiir die weniger aggressive Variante des gastrointestinalen Lymphoms, des LGAL, wird eine
orale Therapie mit Chlorambucil und Prednison empfohlen. Dosierungen von Prednison
reichen von 5-10 mg alle 12-24 Stunden, Chlorambucil wird mit 2 mg jeden zweiten oder
dritten Tag angegeben. 92 % der Katzen sprechen mit zweieinhalb Jahren auf die Therapie an
(Kiselow et al. 2008). Patienten, welche durch die Therapie in komplette Remission gehen,

haben eine lingere Uberlebenszeit als Patienten mit partieller Remission (Lingard et al. 2009).

In der Studie von Gustafson et al. wurden Therapie und Prognose fiir rein gastrische
Lymphome untersucht. Die untersuchten Magentumore waren high-/ und intermediate-grade
Lymphome. Zur Behandlung wurden Kombinationen mit  unterschiedlichen

Chemotherapeutika verwendet. Das so genannte CHOP-Protokoll besteht aus einer Mischung



aus Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon. Als Zusatz zu diesem
Protokoll ist noch die L-Asparaginase mdglich. Ein modifiziertes Protokoll des Animal
Medical Centers besteht aus Vincristin, Cyclophosphamid und Doxorubicin. Die erwdhnten
Chemotherapeutika werden intravends appliziert, die Steroide werden meist oral verabreicht.
Eine rein orale Therapie besteht aus der Kombination aus Chlorambucil und Prednison. Diese
Variante wird bei high-grade Lymphomen nicht empfohlen, kann aber auf explizitem
Besitzerwunsch durchgefiihrt werden. Die Katzen einer Studie haben im Durchschnitt aus den
oben genannten verschiedenen Behandlungsprotokollen zu 75% auf die Therapie
angesprochen und hatten eine durchschnittliche Lebensdauer von 171 Tagen. Die einzige
Katze der Studie, welche die orale Therapie bekommen hat, hatte eine Uberlebensdauer von

103 Tagen (Gustafson et al. 2014).

In einer weiteren Studie von Williams et al. wurde eine neue Therapiemoglichkeit versucht.
Acht Katzen mit diagnostiziertem abdominalem high-grade Lymhom bekamen eine
Chemotherapie mit Kombinationen aus Prednisolon, L-Asparaginase, Vincristin, Doxorubicin
und Cyclophosphamid. Studienteilnehmer, welche in vollstindige Remission gingen, wurden
daraufthin mit abdominaler Bestrahlung behandelt. Die Patienten bekamen eine Totaldosis von
15 Gray, aufgeteilt iiber zehn Tage, mit einem Wochenende Pause. Je Einheit wurden
1,5 Gray verabreicht. Die Remissions-Dauer der Katzen war 72-1332 Tage. Die
gastrointestinalen Nebenwirkungen der Behandlungen waren mild. Die Konklusion der
Autoren ist, dass diese Therapiemethode eine vielversprechende Alternative zur langwierigen
reinen Chemotherapie sein konnte. Aufgrund der geringen Probandenzahl sind jedoch weitere

Studien notwendig (Williams et al. 2010).

Katzen mit aggressiveren Lymphomtypen sind zum Zeitpunkt der Diagnose oft schwer krank.
Daher miissen weitere Behandlungen, wie Infusionstherapie, intravendse Antibiose und
Transfusionen bis hin zur intensivmedizinischen Versorgung durchgefiihrt werden. Ein
weiterer wichtiger Therapiepunkt ist die Erndhrung. Das Futter sollte leicht verdaulich und
schmackhaft sein, bei anorektischen Katzen wird eine Magensonde empfohlen. Appetit-
Stimulantien wie Mirtazapin konnen der Fressunlust entgegenwirken (Gieger 2011).

Supplementation von Cobalamin ist anzuraten, da ein GroBteil der Katzen mit



gastrointestinalem Lymphom eine Hypocobalamindmie aufweisen. Dies steht in Korrelation

mit einer kiirzeren Remissionsdauer (Kiselow et al. 2008).

Im Vergleich mit der Hauptdifferentialdiagnose des alimentiren Lymphoms, haben Katzen
mit IBD eine lidngere Lebenserwartung als Katzen mit Lymphom. Hierbei muss jedoch
miteinbezogen werden, dass sich Besitzer aufgrund der schlechten Prognose bei

Lymphomdiagnosen schneller zur Euthanasie entscheiden konnten (Kiupel et al. 2011).

2.7. Helicobacter spp.

Helicobacter spp. zéhlen zusammen mit den Wolinella spp. zur Familie der
Helicobacteraceae, zur Klasse der Epsilonproteobacteria und zur Abteilung der
Proteobacteria. Helicobacter sind gram-negativ, microaerophil und nicht-sporenbildend mit
einer Breite von 0.3-0.6 um und einer Lange von 1-5 um. Der Form nach sind sie
spiralformige-, gebogene- oder fusiforme Stibchen. Die optimale Umgebungstemperatur
befindet sich zwischen 37 °C und 42 °C (On et al. 2017). Viele Arten besitzen Flagellen, oft
mit einer bipolaren Auspriagung. Die Fortbewegung der Spiralbakterien mittels ihrer Gei3eln
ist entweder schnell mit Korkenzieher-Bewegungen, oder langsamer in Wellen-Bewegungen.
In allen Arten findet man eine Oxidase, in einem Grofteil der Arten ebenfalls eine Katalase.
Des Weiteren produzieren viele Spezies Urease, sowie alkalische Phosphatase (Bergey et al.
2005). Mit Stand 2016 sind iiber 35 verschiedene Helicobacter Spezies bei Menschen und
diversen Tierarten, unter anderem Hunde und Katzen, bekannt (Mladenova-Hristova et al.

2017).

2.8. Helicobacter in der Humanmedizin

Der Gastrointestinaltrakt von Menschen ist dicht besiedelt mit Trillionen von
Mikroorganismen. Im menschlichen Verdauungssystem, angefangen im Mund, bis hin zum
Anus, befinden sich Bakterien, Viren, Pilze und Archaeen. Diese Besiedelung wird in der
Gesamtheit auch als Darmflora bezeichnet. In einem balancierten Zustand ist die Darmflora
essenziell fiir die Produktion von Vitaminen, der Metabolisierung von Nahrungsbestandteilen
und der Abwehr von pathogenen Erregern (Bonde et al. 2021). Um schéddigende
Mikroorganismen effektiv eliminieren zu konnen ist ein enges Zusammenspiel der Darmflora

mit der natiirlichen Immunabwehr des Wirts notwendig (Sepich-Poore et al. 2021). Bei einer
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Storung der physiologischen Balance des Mikrobioms kommt es zu einem pathologischen
Zustand namens Dysbiose. Die Dysbiose steht z.B. in Zusammenhang mit Krankheiten wie
der IBD, Lebererkrankungen und Adipositas. In allen erwdhnten Krankheitsbildern sind
Verdnderungen einer physiologischen Darmflora erkennbar. Es ist allerdings noch nicht
ausreichend geklédrt, ob die Dysbiose auslosender Faktor, oder Folge der jeweiligen
Erkrankung ist (Mayenaaz Sidhu und David van der Poorten 2017). Das Vorkommen von
bestimmten Mikroorganismen wird auflerdem mit gastrointestinalen, malignen Tumoren in
Verbindung gebracht (Bonde et al. 2021). Eines dieser Mikroorganismen ist ein Bakterium
aus der Familie der Helicobacteriacea. Die Art H. pylori wurde 1994 von der International
Agency for Research on Cancer (IARC) als cancerogen der Klasse I klassifiziert (IARC
Working Group 1994). Geschitzte 50 % der Weltbevolkerung sind mit H. pylori infiziert,
wobei die Priavalenz in Entwicklungsldndern deutlich hoher ist als in Industrieldandern (IARC

Working Group 2012).

H. pylori 16st bei Menschen eine Entziindung der Magenschleimhaut aus. Das Bakterium ist
einer der Hauptgriinde fiir Gastritis, Magengeschwiire und maligne Magentumore (IARC
Working Group 1994, Mladenova-Hristova et al. 2017). Durch den chronisch-entziindlichen
Immunstimulus wird eine Hyperplasie des lymphatischen Gewebes ausgelost. Dieses mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe, auch MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) genannt,
kann unter Beteiligung verschiedener Faktoren, wie genetischer Préadisposition und
Umweltbedingungen, im Zuge der Proliferation einen malignen Klon von Lymphozyten
erzeugen. Der so entstandene Tumor, das MALT-Lymphom scheint einer Marginalzonen B-
Zelle zu entstammen (Pereira und Medeiros 2014). Das Besondere dieses Tumors ist das gute
Ansprechen auf eine Antibiotika-Therapie. 60-90 % der Patienten mit lokalen MALT
Lymphomen gingen durch eine Therapie gegen H. pylori in Remission (Montalban und
Norman 2006). Die in den USA empfohlene erste Therapievariante beinhaltet Clarithromycin
in Kombination mit Amoxicillin oder Metronidazol, und einen Protonen Pumpen Hemmer.
Eine zweite Therapievariante ist Bismuth, Metronidazol in Kombination mit Tetrazyklin, und

ein Protonenpumpen-Inhibitor oder ein H2-Rezeptor-Antagonist (Chey und Wong 2007).

Obwohl H. pylori als wichtiger pathogener Erreger schon lange bekannt ist, gibt es immer

noch keinen eindeutigen Goldstandard bei der Diagnostik. Es gibt viele unterschiedliche
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Methoden, die sich in zwei Gruppen einteilen lassen. Die Serologie, der Urea Breath Test, die
Kotproben-PCR sowie eine Kultur des Kotes sind nicht-invasive Methoden. Die invasive
Diagnostik beinhaltet PCR, Histopathologie, Kultur und den Rapid Urease Test durch
Magenbiopsien (Patel et al. 2014). Die beste Losung fiir eine sichere Diagnostik scheint eine
Kombination aus PCR und Histologie von Magenbiopsien zu sein (Patel et al. 2014, Pokhrel
et al. 2019).

2.9. Helicobacter in der Veterindrmedizin

Gleich wie beim Menschen spielt eine ausgeglichene Darmflora eine wichtige Rolle fiir die
Gesundheit des felinen Wirts. Die physiologische Darmflora moduliert das Immunsystem,
schiitzt vor intestinalen Pathogenen und produziert Vitamine und Nahrstoffe (Suchodolski
2022). Die vorherrschenden Mikroorganismen im Magen-Darmtrakt von gesunden Katzen
sind Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria und Actinobacteria (Ritchie et
al. 2008). Studien zeigen, dass eine Dysbiose bei Katzen sowohl zu gastrointestinalen
Krankheiten (Janeczko et al. 2008), als auch zu extraintestinalen Krankheiten, wie der
Chronic Kidney Disease (Summers et al. 2019), felinem Diabetes mellitus und Adipositas
pradisponiert (Kieler et al. 2019). Anders als bei Menschen gibt es jedoch widerspriichliche
Studien zur Relevanz von Helicobacter spp. als Ausloser fiir Gastritis und Magen-
Darmgeschwiiren bei Katzen. Katzen scheinen eher als natiirliches Reservoir fiir Helicobacter
spp. zu dienen, wie mehrere Studien durch eine hohe Privalenz (45-100 %) von Helicobacter
spp. bei gesunden Katzen zeigen (Elyasi et al. 2020, Lecoindre et al. 2000, Norris et al. 1999,
Teixeira et al. 2022). Die héufigsten Helicobacter Arten, die in Katzenmigen gefunden
werden, sind Helicobacter heilmannii (H. heilmannii), Helicobacter felis und Helicobacter
bizzozeronii (Lecoindre et al. 2000, Teixeira et al. 2022). Von den genannten Spezies ist H.
heilmannii die vorherrschende Art bei Hauskatzen und wird mit keiner- bis sehr milder
Gastritis in Verbindung gebracht (Kubota-Aizawa et al. 2017, Neiger et al. 1997, Norris et al.
1999). Das Vorkommen vom humanpathogenen H. pylori bei Streuner- und Hauskatzen ist je
nach Studie unterschiedlich, mit Varianzen von 0-60 % (Elyasi et al. 2020, Kubota-Aizawa et
al. 2017, Sasani et al. 2014).

Die Studie von Bridgeford et al. hat die Assoziation zwischen einer Infektion mit H.

heilmannii bei Katzen und dem felinen gastrischen MALT-Lymphom untersucht. 47 Katzen
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mit Zeichen von gastrointestinalen Problemen, wie Inappetenz und Erbrechen, wurden
beprobt und auf Ansprechen fiir Silber-Farbungen untersucht. Die darauf positiven Proben
wurden mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf H. heilmannii getestet. Die Ergebnisse
der Studie haben einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer Infektion mit H.
heilmannii und dem Auftreten von Lymphomen gezeigt. Die felinen Lymphome entsprachen
hierbei den histologischen Kriterien fir MALT-Lymphome in der Humanmedizin. Die
Autoren schlagen vor, weitere Studien iiber eine Eradikationstherapie fiir Helicobacter spp.

bei felinen gastrischen Lymphomen durchzufiihren (Bridgeford et al. 2008).

Die verschiedenen Diagnostikmoglichkeiten fiir Helicobacter spp. der Humanmedizin konnen
fiir die Veterindrmedizin adaptiert werden. Fiir die direkte, oder invasive Diagnostik ist eine
Endoskopie oder eine Operation notwendig, um Magenbiopsien gewinnen zu kdnnen. Der
Rapid Urease Test zeigt iiber eine Anderung eines pH Indikators die Urease Aktivitit der
Bakterien in einer Probe an. Der Test ist schnell und einfach durchfiihrbar. Falsch negative
Ergebnisse konnen auftreten, wenn die Besiedelung mit Urease-produzierenden Helicobacter
nicht hoch genug ist, um eine Anderung des Farbschlags auszulosen. Falsch positive
Ergebnisse konnen bei anderen Urease-produzierenden Bakterien auftreten. Die Kultur zeigt
sich bei Helicobacter als schwierig, und nicht zuverldssig, da alle Arten microaerophil sind,
und duBerst spezielle Inkubationsbedingungen bendtigen (Lecoindre et al. 2000). Die
histopathologische Untersuchung kann mittels verschiedener Farbungen eines Schnittes einer
Magenbiopsie erfolgen. Spezialfirbungen wie Silber-, Giemsa- und Toluidinblau-Fiarbungen
erhohen die Sichtbarkeit der Spiralbakterien bei geringer Besiedelung (Neiger und Simpson
2000). Die modifizierte Giemsa-Farbung hat eine hohere Detektionsrate von Spiralbakterien
als die HE-Fiarbung (Teixeira et al. 2022). Eine weitere Methode der besseren
Sichtbarmachung des gesuchten Bakteriums ist die Immunohistochemie, bei der ein
Helicobacter Antigen angefarbt wird, welches sich dann als gold-braune Spiralstruktur, oder
Partikel zeigt. Die Immunohistochemie hat im Vergleich mit der modifizierten Giemsa-
Farbung und der Héamatoxylin-Eosin-Farbung die beste Rate bei der Auffindung der
Bakterien, mit bis zur doppelten Trefferquote (Teixeira et al. 2022). Helicobacter befinden
sich in der oberflachlichen Schleimschicht, den Magengruben und Magendriisen (Notris et al.
1999). Durch die teils sehr fleckenhafte Besiedelung von Helicobacter im Magen ist es fiir die

Histopathologie wichtig mehrere Proben aus unterschiedlichen Arealen zu entnehmen. Es
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sollten Bereiche der Cardia, des Corpus, des Fundus und des Antrum pylori untersucht
werden, um die hochste Sicherheit eines besiedelten Bereichs bei der unregelmifligen
Verteilung der Bakterien zu erzielen. Die einzige Moglichkeit gleichzeitig auch die Spezies
mit der Diagnostik zu bestimmen ist die PCR. Die bendtigte DNA kann aus dem Magensaft
oder aus einer Biopsie entnommen werden. Als Primer werden entweder Urease Gene oder
das 16S rRNA Gen verwendet (Lecoindre et al. 2000, Neiger und Simpson 2000). Als
indirekte, oder nicht invasive Methode hat sich der Urea Breath Test auch bei Katzen
etabliert. Dabei wird erst in der Expirationsluft der Feliden ein Basiswert erhoben und danach
eine Losung mit 13C-markiertem Harnstoff verabreicht. 30 Minuten spéter wird die Differenz
aus 13CO2 zu 12CO2 ermittelt, und so die Urease Aktivitit der Magenorganismen evaluiert.
Dies kann an andsthesierten Katzen durch einen endotrachealen Tubus und ein Endoskop
erfolgen, oder am wachen Patienten mittels Atemmaske und oraler Urea-Losung (Neiger et al.
1997). Da jede Nachweismethode ihre eigenen Vor- und Nachteile hat, sollte fiir
vertrauenswiirdige Ergebnisse idealerweise eine Kombination aus den Testmoglichkeiten

erfolgen (Teixeira et al. 2022).

Eine andere Moglichkeit zur Detektion von Helicobacter spp. ist eine Magenspiilung. In dem
Research Report ,,Detection of Helicobacter in gastric washing of cats® von Paola Pregel et
al. wurde getestet, wie effizient eine Magensplilung von Katzen ist, um Helicobacter spp. in
oberflichlichem Magenschleim nachzuweisen. Elf Katzen, welche fiir Routine-Eingriffe
andsthesiert wurden, wurden in der Studie zehn Milliliter sterile Kochsalzlosung in den
Magen injiziert. Gleich darauf wurden die zehn Milliliter durch eine Spritze wieder
abgesaugt, und die daraus gewonnene Fliissigkeit zentrifugiert. Der Uberschuss wurde
abgegossen und die Probe mittels May-Griinwald/Giemsa-Farbung und PCR nach
Helicobacter spp. durchsucht. 90,9 % der untersuchten Katzen wurden positiv auf
Helicobacter spp. getestet. Der Erfolg der Studie zeigt eine weitere, nicht invasive
Diagnostikmethode, welche das Problem der liickenhaften Helicobacter-Besiedelung des

Magens 16st (Pregel et al. 2008).
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3. Material und Methode

3.1. Patientendaten und Probenauswahl

In dieser Arbeit wurden die Magenbiopsien von 26 Katzen mit histologisch verifiziertem
Magenlymphom untersucht. Die Gewebeproben sind eine Sammlung von Patienten, welche
von 2004-2021 in der klinischen Abteilung fiir Interne Medizin Kleintiere vorgestellt wurden.
In die Studie aufgenommen wurden alle Katzen, welche eine addquate Gewebeprobennahme
aufwiesen und die pathohistologisch sicher als Magenlymphom diagnostiziert werden
konnten. Bei diesen Patienten wurden im Rahmen der Diagnostik mittels Endoskopie oder
Operation Magenbiopsien, oder post mortem bei der Sektion Gewebeproben zur
pathohistologischen Untersuchung entnommen. Patientenangaben, welche in diese Studie
einflieBen sind das Alter, das Geschlecht, die Rasse, sowie Phénotyp und Subtyp des
vorkommenden Magenlymphoms. Als Datenquelle wurde hierfiir das

Tierspitalinformationssystem (TIS) verwendet.

Die Subtypisierung der Proben wurde nach dem fiir Haustiere modifizierten Schema der
WHO vorgenommen (Valli et al. 2017). Zum Nachweis der T-Lymphozyten wurde ein
polyklonaler Kaninchen CD3 Antikdrper (Dako, Glostrup, Denmark; Verdiinnung 1:1000)
und zum Nachweis der B-Lymphozyten ein monoklonaler Kaninchen CD20 Antikorper

(Abcam, Cambridge, UK; Verdiinnung 1:1000) verwendet.

Fiir diese Arbeit wurden die in Paraffin eingebetteten Tumorproben je zweimal in 1-2 um
dicke Scheiben geschnitten und auf Objekttriger aufgezogen. Je ein histopathologischer
Schnitt einer Probe wurde mittels HE-Farbung angefertigt, wiahrend der andere Schnitt mit der

Giemsa-Fiarbemethode hergestellt wurde.

3.2. Entparaffinieren

Um in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte anfarben zu konnen, muss zuerst das Paraffin aus
dem Schnitt entfernt werden. Hierfiir wurde die aktuelle Standard Operating Procedure (SOP)
des Instituts fiir Pathologie der Veterindrmedizinischen Universitdit Wien verwendet.
Die Schnitte wurden zuerst fiir zehn Minuten in eine Limonenlosung verbracht, danach

zweimal je eine Minute in 100%igem Alkohol, einmal eine Minute in 96%igem Alkohol,
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einmal eine Minute in 70%igem Alkohol und zweimal fiir einige Sekunden in entsalztem

Wasser gesplilt.

3.3. Himatoxylin-Eosin Fiarbung

Die HE-Fiarbung wurde ebenfalls nach der aktuellen SOP des Instituts fiir Pathologie der
Veterindrmedizinischen Universitit Wien durchgefiihrt. Nach der Entparaffinierung wurden
die Gewebeschnitte ca. zehn Minuten in der H&dmatoxylinfarbe nach Ehrlich angeférbt.
Danach wurden die Objekttrager in Leitungswasser gespiilt und durch ein- bis dreimaliges
eintauchen in HCL-Alkohol differenziert. AnschlieBend wurden die Schnitte ca. zehn
Minuten flieBend gewéssert und mit Aqua destillata gespiilt. Nach diesem Schritt wurden die
Proben ca. dreimal in 0,5-1%iger Eosin-Farblosung eingetaucht, in Leitungswasser gespiilt

und abschlieBend in aufsteigender Alkoholreihe fixiert.

3.4. Giemsa Farbung

Die entparaffinierten Schnitte wurden zuerst zwei bis drei Stunden in der Giemsa-
Gebrauchslosung entsprechend der SOP angefirbt. Die anschlieBende Differenzierung
erfolgte mittels Eisessiglosung und 96%igem Alkohol. Da die Giemsa-Farbemethode am
Institut fiir Pathologie der Veterindrmedizinischen Universitdt Wien nicht routinemifig zur
Detektion von Bakterien verwendet wird, wurde von der standardméBigen
Differenzierungsdauer etwas abgewichen, um die bestmogliche Erkennbarkeit der
Spiralbakterien zu erzielen. Die beste Herangehensweise fiir die Entfairbung wurde daher
vorher mit einer Positiv-Kontrolle erprobt. Dabei ist es wichtig, sich nicht an den
Schleimhautzellen zu orientieren, sondern an den gesuchten Spiralbakterien. Bei zu starker
Differenzierung sind die gesuchten Bakterien zwar schwerer sichtbar, bei stark angeférbten
Prédparaten ist die Spiralform jedoch nicht mehr eindeutig erkennbar. Die Schnitte wurden
aufgrund dessen stidrker differenziert, um die Verwechslungsgefahr mit anderen
Stidbchenbakterien zu minimieren. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Proben nur
zweimal fiir je eine Sekunde in die Eisessiglosung eingetaucht wurden. Direkt danach wurden
sie in den 96%igen Alkohol verbracht, um die feinere Differenzierung vorzunehmen. Die
Schnitte wurden unter stidndiger Sichtbeurteilung drei bis fiinf Mal im 96%igen Alkohol

eingetaucht, bis makroskopisch der gewiinschte Farbschlag vorhanden war. Anschlieend
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wurden die Schnitte zweimal in 100%igem Alkohol gespiilt und unter dem Mikroskop
iiberpriift. Die Differenzierung wurde wiederholt, wenn der Schnitt noch zu kréftig angefarbt

war.

3.5. Eindecken und Fertigstellen der Proben

Im Anschluss an die Farbungen wurden die Proben erneut in eine Limonenldsung verbracht,
um sie endgiiltig zu fixieren. Danach wurde ein Tropfen Klebstoff an den Rand des
Objekttragers aufgetragen und der Schnitt mit einem Deckglas versehen. Nach Ausstreichen
der Luftblasen wurden die fertigen Schnitte vor Begutachtung unter dem Mikroskop

mindestens einen Tag getrocknet.

3.6. Mikroskopieren

Die fertigen Pridparate wurden unter dem Mikroskop auf das Vorhandensein von
Spiralbakterien untersucht. Es wurden jeweils dieselben Proben erst in der HE-Farbung und
darauffolgend vergleichend in der Giemsa-Farbung begutachtet. Jede Probe wurde genormt
von links nach rechts vollstdndig durchgemustert. Die Midgen wurden unter dem Mikroskop
zuerst in 100x VergroBerung begutachtet. Gesucht wurde in dieser Vergréferung intakte
Mukosa und lumenseitige Stellen mit Schleim. Bei 200x Vergroferung wurde gezielt nach
Bakterien gesucht und bei Auffinden dieser mit der 400x VergroBerung die Spiralstruktur
tiberpriift. Ein einfaches System fiir die quantitative Beurteilung des Vorhandenseins auf
Helicobacter spp. wurde erstellt. Vereinzelte Spiralbakterien, ohne Gruppenbildung und nur
in einzelnen Schleimhautarealen wurde mit einem Plus (+) notiert. Gruppenbildungen mit je
mehr als drei Spiralbakterien, an mindestens drei unterschiedlichen Arealen wurden mit zwei
Plus (++) gekennzeichnet. Massenhaft spiralférmige Bakterien, in groen Teilen der
Schleimhaut wurden mit drei Plus (+++) versehen. Eine negative Probe ohne die gesuchten
Bakterien wurde mit einem Minus (-) vermerkt. Bei starker Zerstorung der Schleimhaut durch
Lymphominfiltration wurde gezielt nach Lymphom-freien Stellen gesucht und diese
durchgemustert. Dadurch hat sich das Such-Areal dieser Schnitte auf kleine Stellen begrenzt.
Anmerkungen zur Qualitédt der jeweiligen Probe und andere Auffalligkeiten wurden ebenfalls

dokumentiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Allgemeine Patientendaten

Von 26 Katzen gehorten 19 der Rasse Europdisch Kurzhaar (73 %) an, und waren damit die
am stirksten vertretene Rasse. Die iibrigen Rassen waren Persermix, mit zwei Vertretern,
sowie jeweils eine Maine Coone, Russisch Blau, Norwegische Waldkatze, Karthduser und
Europdisch Langhaar (4bb. I). Das Alter der untersuchten Katzen ging von flinf bis 15 Jahre,
mit einem Durchschnitt von 10,4 Jahren (4bb. 2). Alle Katzen, die in die Studie
aufgenommen wurden, waren kastriert. Ménnliche Katzen waren leicht tiberproportioniert mit
58 % im Vergleich zu den weiblichen Katzen mit 42 % (4bb. 3). Die entnommenen
gastrischen Tumorproben wurden von Veterindrpathologlnnen klassifiziert. Der Immunotyp
von 24 der Tumore (92 %) war das B-Zell Lymphom, wovon alle 24 weiters als diffus
grof3zelliges B-Zell Lymphom (DLBCL) subtypisiert wurden. Eine einzige Probe wurde als
T-Zell Tumor phinotypisiert und als peripheres T-Zell Lymphom (PTCL) subtypisiert. Eine
Probe konnte nicht klar immunotypisiert werden und wurde als non B-/non T-Zell Lymphom

klassifiziert (4bb. 4).
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Abb. 1: Rasseverteilung der Patienten
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Abb. 2: Altersverteilung der Patienten
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Abb. 3: Geschlechtsverteilung der Patienten
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Abb. 4: Phdnotypisierung und Subtypisierung der Proben
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4.2. Probenanalyse

Von 26 Proben wurden in der HE-Firbung in elf Proben (42 %) mikroskopisch
Spiralbakterien entdeckt. In 15 anderen Proben (58 %) wurden trotz intensiven Suchens, von
mindestens 15 Minuten pro Probe, keine eindeutigen spiralformigen Bakterien gefunden
(4bb. 5). Von den elf Positiv-Proben waren in sieben Proben (64 %) nur sporadisch, bzw. an
einer einzigen Stelle Spiralbakterien auffindbar, in drei Proben (27 %) waren Ansammlungen
von mindestens drei Spiralbakterien, an mindestens drei unterschiedlichen Arealen zu sehen,
und bei einer einzigen Probe (9 %) waren massenhafte Spiralbakterien in einem Grof3teil der

Schleimhaut in mehreren Gesichtsfeldern zu finden (A4bb. 6).

HE-Farbung

M negativ

I positiv

Abb. 5: Héufigkeit des positiven- und negativen Nachweises in der HE-Fdrbung von Helicobacter bei 26 Magenproben mit
felinem gastrischem Lymphom

Positiv-Proben der HE-Farbung
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Abb. 6: Verteilung der semiquantitativen Beurteilung der Positiv-Proben in der HE-Fédrbung
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In der Giemsa-Farbung wurden von 26 Proben in zwolf Proben (46 %) mikroskopisch
Spiralbakterien gefunden. 14 Proben (54 %) waren trotz 15-miniitigen Suchens pro Probe
negativ (4bb. 7). Von zwolf Positiv-Proben waren in fiinf Proben (42 %) nur sporadisch, bzw.
an einer einzigen Stelle Spiralbakterien auffindbar, in drei Proben (25 %) waren
Ansammlungen von mindestens drei Spiralbakterien, an mindestens drei unterschiedlichen
Arealen zu sehen, und in vier Proben (33 %) waren massenhafte Spiralbakterien in einem

Grofteil der Schleimhaut in mehreren Gesichtsfeldern zu finden (4bb. §8).

Giemsa-Farbung

M negativ

I positiv

Abb. 7: Hdiufigkeit des positiven- und negativen Nachweises in der Giemsa-Fédrbung von Helicobacter bei 26 Magenproben
mit felinem gastrischem Lymphom
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Abb. 8: Verteilung der semiquantitativen Beurteilung der Positiv-Proben in der Giemsa-Fdrbung
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4.3. Vorkommen der Spiralbakterien

Helicobacter wurden meist direkt iiber der Mukosa im Lumen in Schleimansammlungen, oder
in Krypten gefunden. Des Ofteren waren die Spiralbakterien erst nach lingerem Suchen und
vielen Helicobacter-freien Stellen in Clustern in einem Areal zu finden. In den Krypten waren
sie oft haufenweise anzutreffen. Nicht eindeutig als Spiralform erkennbare Bakterien wurden
als sonstige Stébchen ignoriert und erst bei einer klar ersichtlichen spiralférmigen Struktur als
Helicobacter-positiv vermerkt. In Probenarealen mit Zerstéorung der Schleimhaut durch die

Infiltration des Lymphoms waren keine Helicobacter auffindbar.

4.4. Vergleich der Farbemethoden

Bei der Durchmusterung wurde von einem Patienten jeweils zuerst der HE-geférbte Schnitt,
danach im direkten Vergleich der Giemsa-gefarbte Schnitt untersucht. Bei den HE-Schnitten
waren die Bakterien im selben Rosa-Ton angefarbt wie der Magenschleim, beziehungsweise
nur geringgradig dunkler und nur schwer unterscheidbar. Bei Ansammlungen mehrerer
Bakterien und Verdacht eines Helicobacter-Befalls war es herausfordernd eindeutig die
Spiralstruktur festzumachen und einzelne Bakterien zu differenzieren. In den Giemsa-
Farbungen stachen Bakterien deutlicher heraus, da der Mukus blasser ist und Helicobacter in
einem dunkelblau gut von der Umgebung abgrenzbar sind. Auch die Spiralstruktur war
einfacher identifizierbar, und auch Spiralbakterien in Haufenbildungen, welche in der HE-
Farbung oft im rosa Schleim verschwommen dargestellt wurden, waren in der Giemsa-
Féarbung klar erkennbar. In der Giemsa-Féarbung wurde nur eine Probe mehr als Helicobacter-
positiv erkannt, welche in der HE-Férbung als negativ gekennzeichnet wurde. Im
Durchschnitt wurden HE-Férbungen jedoch zehn Minuten ldnger bis zu einem positiven
Befund durchgemustert als Giemsa-Farbungen. Die semiquantitative Verteilung der
Helicobacter-positiven Proben war auffillig unterschiedlich bei den verschiedenen
Féarbungen. In den HE-Féarbungen war nur eine einzige Probe mit massenhaft Helicobacter in
einem groflen Teil der Schleimhaut erkennbar (+++), wéhrend in der Giemsa-Féarbung vier

Proben mit (+++) gekennzeichnet wurden (4bb. 9-10).
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Abb. 9: Semiquantitative Darstellung der Spiralbakterien in der HE-Fdrbung der histopathologischen Schnitte der
Magenlymphome
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Magenlymphome

Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass Haufenbildungen in Schleimansammlungen
in den Giemsa-Fiarbungen leichter erkennbar waren, wéhrend in den HE-Féarbungen kein
Unterschied zwischen den Rosa-Tonen, bzw. keine Strukturunterscheidung moglich war.
Zwei Proben waren aufgrund von kaum vorhandener intakter Schleimhaut schlecht
beurteilbar. In einer dieser Proben wurde in der HE-Farbung zufilligerweise genau ein
eindeutiges Spiralbakterium entdeckt, welches in der Giemsa-Féarbung nicht zu sehen war. Da
jedoch nur ein kleiner Teil Schleimhaut beurteilbar war, ist es fraglich, ob die HE-Féarbung in
diesem Fall besser als die Giemsa-Farbung war, oder ob das Anschneiden des einen

Helicobacter in der HE-Farbung reiner Zufall war. Insgesamt, mit beiden Farbemethoden
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zusammen, sind in der vorliegenden Studie in 50 % der Proben Spiralbakterien entdeckt

worden.
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5. Diskussion

Bei Menschen wird Helicobacter spp. mit gastrointestinalen Krankheiten, wie chronischer
Gastritis, Magengeschwiiren und Magentumoren in Verbindung gebracht (Josenhans et al.
2007). Bei Katzen ist die Pathogenitidt von Helicobacter spp. noch nicht vollstindig geklart.
Mehrere Studien, die den Zusammenhang von einer Infektion mit Helicobacter und Gastritis
untersuchten, konnten keine Korrelation zwischen der Besiedelung mit Helicobacter und
gastrointestinalen Krankheitszeichen feststellen (Kubota-Aizawa et al. 2017, Neiger et al.
1997, Teixeira et al. 2022). Andere Studien konnten dahingegen eine signifikante Assoziation
zwischen einer Helicobacter Infektion, Gastritis und MALT-Lymphomen bei Katzen
feststellen (Bridgeford et al. 2008). Es sind weitere Studien ndtig, um die Frage nach der

Pathogenitét von Helicobacter spp. bei Katzen vollstindig zu klaren.

Die relevanteste Art der Helicobacter in der Humanmedizin ist H. pylori. Das Bakterium
kommt weltweit vor, mit einer hoheren Prdvalenz in Entwicklungsldndern als in
Industrieldndern (IARC Working Group 1994). Die Priavalenz von H. pylori in Menschen
wird mit 20-80 % angegeben (Taylor und Blaser 1991). Die Infektion mit H. pylori kann
langfristig zu einer chronisch-aktiven Gastritis fithren, wobei ungefahr 50 % der Erkrankten
infolgedessen eine atrophische Gastritis entwickeln (Kuipers et al. 1995). 80 % der
Magengeschwiire scheinen durch das Spiralbakterium ausgeldst zu werden (Kuipers 1997). In
98 % der Patienten mit MALT-Lymphomen konnte histologisch H. pylori nachgewiesen
werden (IARC Working Group 1994). Die lokalisierten gastrischen MALT-Lymphome
regressieren in 60-90 % der Fille durch eine Eradikationstherapie gegen H. pylori (Montalban
und Norman 2006).

Die Prdvalenz von Helicobacter spp. betragt in klinisch gesunden Katzen >90 %. Die
pradominierende Art ist H. heilmannii (Neiger et al. 1997, Norris et al. 1999). In zwei
verschiedenen Studien wurde das mittels PCR bestitigte Vorkommen von Helicobacter spp.
bei Katzen mit Gastritis mit 68 % angegeben. Beide Studien konnten jedoch keinen
signifikanten statistischen Unterschied im Auftreten von Gastritis zwischen Helicobacter-
positiven und Helicobacter-negativen Katzen erkennen (Kubota-Aizawa et al. 2017, Teixeira
et al. 2022). In der vorliegenden Studie wurden insgesamt mit beiden Farbemethoden 50 %

der felinen Magenlymphomproben als Helicobacter-positiv diagnostiziert. Andere Studien
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fanden Helicobacter spp. in 64 % (Bridgeford et al. 2008), bzw. in 58 % von Proben feliner
gastrischer Lymphome (Kubota-Aizawa et al. 2017). Obwohl in der Spezies Katze eine
signifikante Assoziation zwischen einem positiven Helicobacter-Status und der Prdsenz eines
Lymphoms beschrieben wurde, ist die wahrscheinlich multifaktorielle Atiologie noch nicht

geklart (Bridgeford et al. 2008).

Eine dhnliche Uneinigkeit wie bei der Pathogenitétsfrage herrscht auch in puncto beste
Nachweismethode fiir Helicobacter spp.. Es sind diverse Methoden moglich, die Haufigsten
hierbei sind die Histopathologie mit unterschiedlichen Férbemethoden, der Nachweis von

Urease-Aktivitit und die PCR (Neiger et al. 1997).

In dieser Arbeit wurden zwei Férbemethoden direkt miteinander verglichen und
histopathologisch auf das Vorhandensein von Helicobacter spp. untersucht. Es wurde sowohl
eine HE- als auch eine Giemsa-Farbung von den 26 Magenlymphomproben angefertigt. In der
Anzahl der detektierten Spiralbakterien unterschieden sich die beiden Farbemethoden nur in
einer Probe, die in der Giemsa-Farbung als positiv, in der HE-Fiarbung als negativ gewertet
wurde. Die Menge an gefundenen Helicobacter und die Dauer bis zum Auffinden dieser
haben sich jedoch stirker unterschieden. In der Giemsa-Féarbung stachen in unserer Studie
Helicobacter deutlicher heraus, und verschwammen nicht mit dem umliegenden
Magenschleim. Auch andere Autoren haben diese Beobachtung gemacht (Neiger und

Simpson 2000).

Technisch ist die HE-Farbung leicht und schnell durchfiihrbar. Die Giemsa-Farbung ist eine
anspruchsvolle Spezialfirbung, welche mit giftigen Substanzen arbeitet und langer dauert.
Die Methode zur Differenzierung der gefiarbten Schnitte sollte fiir Helicobacter an Positiv-
Kontrollen erprobt werden, da diese sonst nicht routineméfig hierfiir eingesetzt wird. Generell
sind wir in dieser Studie zu dem Ergebnis gekommen, dass die Giemsa-Farbung in unserer

Arbeit die bessere Methode fiir die Detektion von Spiralbakterien ist.

Probleme bei dieser Studie finden sich in der geringen Probennahme aus unterschiedlichen
Stellen der Katzenmégen. Bei den meisten Proben wurde nur eine einzige Stelle des Magens
biopsiert. Hierbei wurde vor allem Wert auf die verdnderten Gewebeteile gelegt, welche das

Lymphom beinhalten. Auf der Suche nach Helicobacter waren jedoch vor allem intakte
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Mukosa und Krypten wichtig, welche hdufig durch das Lymphom zerstért wurden. Proben
mit groBflachigen Zerstorungen durch infiltrierende Lymphome stellten sich daher als
besondere Herausforderung dar, da in diesen Arealen oft keine Krypten und keine intakte
Mukosa mehr vorhanden war und sich das Suchareal mit intakter Schleimhaut teils auf sehr
kleine Bereiche beschriankt hat. Wie in mehreren Studien erwédhnt, ist es bei der Suche nach
Helicobacter essenziell verschiedene Magenareale zu biopsieren, da die Spiralbakterien
fleckenhaft und clusterférmig in der Mukosa angesiedelt sind und durch eine einzige Biopsie
leicht verfehlt werden konnen (Lecoindre et al. 2000, Neiger und Simpson 2000). In unserer
Studie wurden weitreichend freie Areale durch einzelne, teils massenhafte Ansiedlungen von
spiralformigen Bakterien unterbrochen. Da in einigen Proben nur kleine Schleimhautareale zu
finden waren, ist es mdglich, dass diese Proben eventuell falsch negativ beurteilt wurden und
wir daher eine niedrigere Helicobacter-Positivrate beobachteten als Kubota-Aizawa et al.

2017 und Bridgeford et al. 2008.

Eine weitere Limitation dieser Studie stellt ein mogliches Bestdtigungsbias dar, da der
Betrachter der Proben nicht verblindet wurde, und der Giemsa-gefarbte Schnitt einer Probe
jeweils nach dem HE-gefirbten Schnitt derselben Probe untersucht wurde. Obwohl eine
genormte Durchmusterungsmethode der angefarbten Schnitte festgelegt wurde, ist es
trotzdem denkbar, dass es eine Beeinflussung bei der Zeitdauer der Auffindung von

Helicobacter in der Giemsa-Farbung gegeben haben konnte.

Eine interessante Nachweismethode um Probleme in der Bakteriendetektion von defekter
Schleimhaut, und der fleckenhaften Verteilung von Helicobacter zu umgehen, ist die
Magenspiilung. Diese in der Veterindrmedizin nicht routineméBig durchgefiihrte Methode
kann einfach und nicht-invasiv bei Gastroskopien angewandt werden und scheint durch die
flichendeckende Spiilung der Magenschleimhaut eine hohe Zuverldssigkeitsrate im Nachweis
von geringen und clusterformigen Helicobacter-Besiedlungen aufzuweisen. In der Studie
wurden die Magensplilproben mittels May-Griinwald/Giemsa-Fiarbung mikroskopisch
untersucht, sowie mittels PCR auf Helicobacter-DNA {iberpriift. Bei der Farbung konnten in
73 % Helicobacter gefunden werden, wihrend in der PCR in 91 % Helicobacter
nachgewiesen werden konnten. Probleme bei dieser Studie zeigen sich jedoch in der geringen

Anzahl an Probanden, da nur elf Katzen beprobt wurden. Des Weiteren wurden die Proben
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der Magenspiilung zwar mittels zwei verschiedener Techniken (PCR und Férbemethoden)
nach Helicobacter untersucht, jedoch wurde die Probennahme selbst nicht mit einer anderen
Diagnostikmethode, wie einer Magenbiopsie, verglichen (Pregel et al. 2008). Dadurch ist die
Effektivitdt der Methode schwer vergleichbar. Weitere Studien in diesem Bereich werden

zum Vergleich benotigt.

In der Studie von Texeira et al. 2022 wurden Gewebeproben von 71 Katzenmigen mit vier
verschiedenen Nachweismethoden auf das Vorhandensein von Helicobacter spp. liberpriift.
Histologisch wurden die Proben mittels HE-Fiarbung, modifizierter Giemsa-Farbung, sowie
der Immunhistochemie getestet. Mit 71,2 % hatte die Immunhistochemie die hdchste
Detektionsrate, gefolgt von der modifizierten Giemsa-Farbung mit 48,5 % und der HE-
Féarbung mit 37,9 %. Molekular wurden die Proben mittels konventioneller PCR auf die DNA
von Helicobacter spp. kontrolliert. Ein positives Ergebnis konnte in 39,4 % festgestellt

werden (Teixeira et al. 2022).

In der Studie von Neiger et al. 1997 wurden morphologische Nachweismethoden, Urease-
basierte Tests, und die PCR zur Detektion von Helicobacter spp. in 58 Katzenmigen
verwendet. In der Gram-Farbung von Abklatschpriparaten aus Gastroskopie-Biopsien
konnten in 79 %-, in der Warthin-Starry-Farbung in 78 % Spiralbakterien gesehen werden. Im
Rapid Urease Test konnten in 78 % Urease-positive Organismen festgestellt werden, der Urea

Breath Test war fiir 85 % positiv. Die PCR zeigte DNA-Treffer in 78 % (Neiger et al. 1997).

Sowohl Texeira et al. 2022, als auch Neiger et al. 1997 kommen zu dem Ergebnis, dass
idealerweise eine Kombination der verschiedenen Nachweismethoden fiir eine sichere
Diagnostik fiir Helicobacter spp. bei Katzen durchgefiihrt werden sollte (Neiger et al. 1997,
Teixeira et al. 2022). Daher wird der néchste Schritt in unserer Helicobacter-Studie sein, bei
den gesammelten Proben weitere Nachweismethoden, vor allem die PCR als molekulare
Nachweistechnik, anzuwenden. In Zukunft wédren zusitzliche prospektive Studien mit
gesunden- und Gastritis-erkrankten Katzen, sowie Katzen mit gastrischem Lymphom, wo
Farbungen und PCR sowohl von Magenbiopsien, als auch von Magenspiilproben untersucht

werden, ebenfalls von wissenschaftlichem Interesse.
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6. Zusammenfassung

Die Pathogenitit von Helicobacter spp., insbesondere von Helicobacter pylori steht bei
Menschen schon seit Jahrzehnten fest. Als cancerogen der Klasse I gilt eine Infektion mit
Helicobacter pylori bei Menschen nicht nur als Ursache fiir Gastritis und Magen-
Darmgeschwiire, sondern auch als Ausloser fiir das Mukosa-assoziierte lymphatische
Gewebe-Lymphom. In der Friihphase ist die Humanmedizin in der Lage diesen Tumor
erfolgreich durch eine Therapie gegen besagtes Bakterium zu behandeln. Ein GroBteil der
klinisch gesunden Katzen ist mit Helicobacter spp. besiedelt, am haufigsten mit Helicobacter
heilmannii. Bei multiplen Untersuchungen konnten keine Unterschiede zwischen der
Ausprigung von Gastritis in Helicobacter-infizierten Katzen und Helicobacter-freien Katzen
gefunden werden. Studien, die sich speziell mit felinen Magenlymphomen und der Prisenz
von Helicobacter Bakterien beschiftigen, sind rar. Der Nachweis von Spiralbakterien ist
aufwendig; auch in der Humanmedizin existiert noch keine Goldstandard Methode. In der
vorliegenden Studie wurden das Vorkommen in 26 felinen Magenlymphomproben und die
Vor- und Nachteile zweier Féarbemethoden zum histopathologischen Nachweis von
Helicobacter spp. untersucht. Bei der HE-Fiarbung waren 42 %, bei der Giemsafarbung 46 %
der Proben Helicobacter positiv. Die Giemsa-Farbung ist fiir den mikroskopischen Nachweis
die bessere Methode, da die gesuchten Spiralbakterien deutlicher farblich herausstechen und
strukturell besser erkennbar sind. In der Vorbereitung und Féarbung selbst ist die
Héamatoxylin-Eosin-Farbung jedoch schneller und leichter durchfiihrbar. Fiir beide Varianten
sollten mehrere verschiedene Biopsien von unterschiedlichen Arealen der Katzenmégen
entnommen werden, um die Gefahr einer Verfehlung der fleckenhaften Besiedelung von
Helicobacter zu minimieren. Die Probleme der Cluster-Anordnungen der Spiralbakterien
konnten mit einer Magenspiilung als nicht-invasiver Probengewinnung umgangen werden. In
der Literatur gibt es Hinweise, dass eine Kombination verschiedener Nachweismethoden die
Trefferquote fiir Helicobacter spp. bei Katzen verbessern kann. Daher ist als néchster Schritt
in unserer Helicobacter-Studie eine PCR-Analyse der vorliegenden Magenlymphomproben

geplant.
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7. Summary

The pathogenicity of Helicobacter spp., especially Helicobacter pylori has been established in
humans for decades. As a class I carcinogen, Helicobacter pylori infection in humans is not
only considered to cause gastritis and gastrointestinal ulcers, but also to trigger mucosa-
associated lymphoid tissue lymphoma. In the early stages, human medicine can successfully
treat this tumor by therapy against said bacterium. A large proportion of clinically healthy cats
are colonized with Helicobacter spp., most frequently with Helicobacter heilmannii. Multiple
studies have found no differences between the severeness of gastritis in Helicobacter-infected
cats and Helicobacter-free cats. Studies that deal specifically with feline gastric lymphoma
and the presence of Helicobacter colonization are very scarce. The detection of spiral bacteria
i1s complex; even in human medicine there is no gold standard method. In the present study,
the occurrence in 26 feline gastric lymphoma samples and the advantages and disadvantages
of two staining methods for the histopathological detection of Helicobacter spp. were
examined. 42 % of the samples were Helicobacter positive with the hematoxylin and eosin
staining and 46 % with the Giemsa staining. Giemsa staining is the better method for
microscopic detection, as the spiral bacteria stand out more clearly in color and are
structurally more recognizable. However, in terms of preparation and staining itself,
hematoxylin and eosin staining is faster and easier to perform. For both variants, several
different biopsies should be taken from multiple areas of the cat's stomachs to minimize the
risk of missing the patchy colonization of Helicobacter. The problems of the cluster
arrangements of the spiral bacteria could be circumvented with a gastric lavage as a non-
invasive-sample collection. There are indications in the literature that a combination of
different detection methods can improve the hit rate for Helicobacter spp. in cats. Therefore,
as the next step in our Helicobacter study, a PCR analysis of the existing gastric lymphoma

samples is planned.
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