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Zusammenfassung

Ein 4jahriger Mischlingsride wurde wegen therapieresi-
stenten Hustens und Fiebers sowie einer intermittierend
auftretenden Lahmheit der rechten Vorderextremitat an der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien vorgestellt. Die
Erhebung der Reiseanamnese des Hundes ergab wieder-
holte Aufenthalte in Kalifornien. Im Rahmen der diagnosti-
schen Aufarbeitung verstarb der Hund, und die Lunge wur-
de zur endgultigen diagnostischen Abklarung an das Insti-
tut fur Pathologie Ubermittelt. Die pathohistologische
Untersuchung und in situ Hybridisierung (ISH) ergaben
eine durch Infektion mit Coccidioides immitis, einem in
Osterreich nicht endemischen Schlauchpilz, verursachte
pyogranulomatése Pneumonie. Im Hinblick auf die immer
gréBer werdende Mobilitdt von Besitzern und ihren Hun-
den, ist auch in Osterreich mit ,neuen® Infektionserregern
zu rechnen, wodurch der Ermittlung einer fundierten Rei-
seanamnese groBere Bedeutung zukommt.

Abkirzungen: AGID = Agar Gel Immunodiffusion; ELISA = Enzy-
me-Linked Immunosorbent Assay; FNA = ultraschallgefiihrte
Feinnadelaspiration; HE = Hamtatoxylin & Eosin; GMS = Grocotts
Methenamin Silber; ISH = in situ Hybridisierung; PAS = Periodic
Acid Schiff; SSC = saline sodium citrate; BCIP = 5’bromo-4-chlo-
ro-3-indolyl-phosphate; NBT = Nitro-Blau-Tetrazoliumchlorid
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Summary
A case of coccidioidomycosis of a dog in Austria

Introduction

Coccidioides immitis is a dimorphic fungus endemic in
arid climates of Northern and Southern America causing
coccidioidomycosis (Valley Fever, Desert Fever or Desert
Rheumatism) in man and several animal species, including
dogs. After aerogenous infection by inhaling arthrospores
they disperse along the bronchial tree into the alveol
where they are phagocytosed. The arthrospores experi-
ence structural changes into spherules, undergo endo-
sporulation and release thousands of endospores in the
surrounding tissue. Infection usually remains localized in
the lungs and in the hilar lymph nodes, but sometimes the
infection generalizes into bones, joints, lymph nodes and
skin.
Case report

A cross-breed dog aged 4 years was referred to the Uni-
versity of Veterinary Medicine Vienna with a history of per-
sistent cough, fever and intermittent lameness of the right
front limb. The dog was presented with history of repeated
visits in California. The dog died during diagnostic work-up
and the lung was sent to the Institute of Pathology for fur-
ther examinations.
Material and methods

For pathohistologic diagnosis and representation of the
fungi, HE (Haematoxylin and Eosin)-, GMS (Grocott’s
Methenamin Silver)-, PAS (Periodic Acid Schiff)-, and
Gram-staining was performed on formaldehyde-fixed,
paraffin-embedded sections of the lung. Species-specific
characterization of the fungi was done by ISH (in situ
hybridization) using oligonucleotid probes designed for
identification of Coccidioides immitis and Blastocystis der-
matitidis by HAYDEN et al. (2001).
Results

Pathohistologic diagnosis and ISH revealed a pyogranu-
lomatous infection of the lungs caused by Coccidioides
immitis, a member of sac fungi not endemic in Austria.
Conclusion

On account of the increasing mobility of owners and
their dogs, foreign infectious agents may occur in Austria
bringing into focus the importance of meaningful travelling
anamnesis surveillance.
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Einleitung

Coccidioides immitis ist ein endemisch im Boden
trockener Landstriche Nord- und Sudamerikas vorkom-
mender Pilz, der beim Menschen und verschiedenen Tier-
arten als Erreger der Coccidioidomykose (auch Talfieber,
Woistenfieber oder Wiistenrheumatismus) gilt. Endemiege-
biete sind der Sudwesten der USA mit Teilen von Neu
Mexiko, Texas, das Central Valley von Kalifornien, der
Sitden von Arizona, Nevada und Utah, der Norden von
Mexiko sowie einige Infektionsherde in Zentralamerika und
Argentinien (ANONYMUS, 2004; GRAUPMANN-KUZMA
et al., 2008). Als Vertreter der Familie der Onygenaceae
gehdrt Coccidioides systematisch der groBen Abteilung
der Schlauchpilze (Ascomycota) an (Tab.1).

Im Boden oder auch im Kulturmedium wéchst Cocci-
dioides als Mycel, das aus septierten, hyalinen Hyphen
von 2-4 ym Durchmesser besteht. Die meisten Isolate pro-
duzieren durch engere Septierung rechteckige oder fass-
férmige Arthrokonidien, die sich charakteristischerweise
mit kleineren, nicht lebensféhigen, brichigen Zellen
abwechseln (GREENE, 1998). Durch die Degeneration der
briichigen Zellen werden die infektidsen Arthrosporen in
den umgebenden Boden entlassen. Perioden mit heftigen
Regenféllen nach der Trockenzeit fihren zum Wachstum
der Mycelien, die die Bodenoberflache erreichen, an der
es zur Reifung der Arthrosporen kommt.

Die Infektion erfolgt aerogen durch Inhalation von
Arthrokonidien (Arthrosporen) - jene verteilen sich entlang
des Bronchialbaums bis in die Lungenalveolen, wo sie
phagozytiert werden und durch den erhéhten CO,-Gehalt
eine strukturelle Umwandlung zu sogenannten Sphéarulen
- dickwandigen, rundlichen Strukturen von 20-200 pm
GroBe - durchmachen. Die Spharulen vergréern sich und
bilden in ihrem Inneren zahlreiche Endosporen (2-5 pm im
Durchmesser) aus, die nach Ruptur der Spharulenwand in
das umgebende Gewebe freigesetzt werden und auf diese
Weise hochgradige, lokale und eitrige Reaktionen induzie-
ren. Im Zuge der Entwicklung zu reifen Endosporen wer-
den die umgebenden neutrophilen Granulozyten durch
Lymphozyten, Plasmazellen, Epitheloidzellen und Fremd-
kérperriesenzellen ersetzt. Die ausgereifte, vergréBerte
Sphérule kann von Epitheloidzellen und vielkernigen Rie-
senzellen umgeben sein. Bei Ruptur der Sphéarule und
Freisetzung der Endosporen beginnt der inflammatorische
Zyklus erneut, und es kommt zur Einwanderung von neu-
trophilen Granulozyten ins Zentrum des Granuloms. Im
histologischen Schnitt findet man Sphéarulen unterschiedli-
chen Reifegrades, weil der gesamte Reproduktionszyklus
von Coccidioides im Gewebe in nur wenigen Tagen durch-
laufen wird. Somit finden sich auch akute und chronisch-
granulomatdése Entziindung in unmittelbarer Nachbar-
schaft (CHANDLER et al., 1980). Durch das Heranwach-
sen der Endosporen zu neuen Sphérulen nimmt der Ent-
wicklungszyklus von Coccidioides immitis solange weiter
seinen Lauf, bis der Wirtsorganismus die Infektion durch
Aktivierung der zellularen und der humoralen Immunab-
wehr unter Kontrolle gebracht hat (STEVENS, 1995; COX
u. MAGEE, 2004). Die Ausbildung eines Priméarherdes in
der Lunge kann entweder klinisch inapparent verlaufen
oder sich als respiratorischer Infekt unterschiedlichen
Schweregrades manifestieren. Seltener werden Arthrospo-
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ren direkt in verletzte Hautareale inokuliert und verursa-
chen so eine priméare, kutane Infektion (KIRKLAND u. FIE-
RER, 1996). Speziell bei immunsupprimierten Individuen
ist eine Ausbreitung des Infekts via lympho- bzw. hdmato-
genem Transportweg auch in andere Organsysteme wie
Knochen, Gelenke, Meningen, Weichteile und Haut még-
lich. Bei Hunden, die fir Coccidioides immitis &hnlich emp-
fanglich sind wie der Mensch (SHUBITZ, 2007), &uBert
sich die Infektion meist als Husten mit Pneumonie-&hnli-
chen Symptomen, oft verbunden mit Fieber, Appetitverlust
und Abnahme der Kérpermasse. Hunde mit der dissemi-
nierten Form zeigen héufig zusétzlich Anzeichen von
Lahmheit, geschwollene Lymphknoten und nassende
Hautl&sionen, die sich Uber infizierten Knochenstellen bil-
den kénnen. Die Krankheit kann chronisch werden, und
unbehandelt fuhrt die disseminierte Form zum Tod. Eine
Ubertragung der Coccidioidomykose von Mensch zu
Mensch, Tier zu Tier oder auch Tier zu Mensch ist nicht
nachgewiesen (STEVENS, 1995).

Die Inkubationszeit variiert von 7 bis zu 21 Tagen, im
Fall der chronischen pulmonalen Coccidioidomykose kann
sich die Krankheit bis zu 20 Jahre nach einer unerkannt
gebliebenen Primérinfektion entwickeln (ANONYMUS,
2004).

Die Diagnose resultiert beim lebenden Tier aus einer
Kombination von Anamnese, klinischen und réntgenologi-
schen Befunden, Identifizierung des Pilzes aus Bioptaten
und dem Nachweis von zirkulierenden Antikérpern gegen
Coccidioides im Serum (SHUBITZ u. DIAL, 2005). Radio-
logisch lassen sich Veréanderungen in den Organen nach-
weisen, aber die Befunde sind nicht pathognomonisch flr
Coccidioidomykose. Ein deutlicher Hinweis auf die Infekti-
on ist bei Hunden eine hildre Lymphadenomegalie, die
manchmal auch ohne oder nur mit minimalen Veranderun-
gen in den Lungen einhergeht. Oft kann ein diffuses, inter-
stitielles Muster an Verschattungen der Lunge, am meisten
in den hildren und zentralen Regionen, radiologisch dar-
gestellt werden (BRUNNNBERG et al., 1993). In manchen
Fallen zeigen sich Knoten, Konsolidierung eines oder
mehrerer Lungenlappen(s), eine pleurale Effusion, eine
granulomatdése Pneumonie und eine sternale Lymph-
adenomegalie (MILLMAN et al., 1979; WOHLSEIN et al.,
1993; JOHNSON et al., 2003). Charakteristische radiolo-
gisch nachweisbare Verdnderungen in den Knochen sind
lytische und proliferative L&sionen mit periostalen Kno-
chenzubildungen.

Hunde mit Coccidioidomykose weisen im Blutbild oft
eine Monozytose mit/ohne moderate(r) Neutrophilie auf,
eine geringe Hyperproteindmie sowie eine Hyperglobulin-
amie. Der Nachweis von spezifischen IgG- und IgM-Anti-
kérpern mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) oder AGID (Agar Gel Immunodiffusion) ist méglich,
allerdings scheint es keine Korrelation zwischen dem Anti-
korpertiter und dem Schwere- bzw. Ausbreitungsgrad der
Cocciodioidomykose zu geben: Hunde mit einem niedrigen
Titer wie 1:2 kénnen krank sein, und subklinisch infizierte
Hunde kdénnen einen Titer von 1:16 aufweisen. Eine gene-
relle Richtlinie besagt, dass ein kranker Hund mit einem
IgG-Titer von 1:16 wahrscheinlich an einer klinisch rele-
vanten Cocciodioidomykose leidet (SHUBITZ et al., 2005;
JOHNSON et al., 2003).

Die histologische Diagnose der Coccidioidomykose
erfolgt durch den Nachweis der Sphérulen (20-200 pm),
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die in verschiedenen Entwicklungsstadien im selben
Schnitt zu sehen sein kénnen - einerseits kleine, am
Anfang des Reifungsprozesses stehende Sphéarulen,
andererseits reife Sphéarulen mit Endsporen, aber auch
kollabierte Sphéarulen ohne Endosporen. In der HE-(Hama-
toxylin/Eosin-)Routinefarbung stellen sich sowohl die
Endosporen als auch die Zellwand der Sphérulen stark
basophil dar. Spezialfarbungen wie PAS (Periodic Acid
Schiff) und GMS (Grocotts Methenamin Silber) vergréBern
den Kontrast zwischen den Pilzen und dem umgebenden
Gewebe - mit PAS werden die Endosporen geférbt, die
Sphéarulenwand hingegen nicht, mit GMS kdnnen beide
Strukturen dargestellt werden (CHANDLER et al., 1980).
Immunhistologisch kdnnen das von den Sphérulen einge-
schlossene Material und die Endosporen durch den Ein-
satz von Coccidioides immitis-spezifischen Antikdrpern
markiert werden (WOHLSEIN et al., 1993). Molekularbio-
logisch kénnen die Sphéarulen sowie die Endosporen durch
eine in situ Hybridisierung unter der Verwendung von Coc-
cidioides-spezifischen Oligonukleotidsonden nachgewie-
sen werden (HAYDEN et al., 2001).

Fallbericht

Der 4jéhrige Mischlingsride wurde mit der Anamnese
von therapieresistentem Husten (seit 6 Wochen) und Fie-
ber (seit 5 Wochen) im Tierspital der Veterindrmedizini-
schen Universitdt Wien vorgestellt. Der urspringlich aus
Sizilien stammende Ride lebte aufgrund eines Zweit-
wohnsitzes der Besitzerin zum Teil im stdlichen Kaliforni-
en und zum Teil in Osterreich. Im Vorbericht wurde auBer-
dem eine seit ca. 2 Monaten intermittierend auftretende
Lahmheit der rechten Vorderextremitat, die etwa einen
Monat nach einer Bissverletzung im Bereich des rechten
Ellbogens bzw. des Thorax beobachtet wurde, festgehal-
ten. Eine in Kalifornien durchgeflihrte diagnostische
Abklarung fuhrte zur Verdachtsdiagnose einer pyogranulo-
matdsen Entziindung der Lunge mit fraglich positivem
Coccidioides-Antikdrpertiter. Es konnten weder eine ein-
deutige Ursache dieses inflammatorischen Prozesses,
noch ein Grund flr die phasenweise auftretende Lahmbheit
ermittelt werden. Ein zweimaliger in den USA durchgefihr-
ter antibiotischer Therapieversuch (Enrofloxacin; Amoxicil-
lin/Clavulanséure jeweils 10 Tage lang) sowie eine orale
Behandlung mit Fluconazol Gber 4 Tage fuhrten jedoch zu
keiner Verbesserung des klinischen Zustandes.

Im Rahmen der Erstuntersuchung an der Veterindrme-
dizinischen Universitat Wien wurden im Zuge der Auskul-
tation hochgradig verschérft vesikuldre bzw. bronchiale
Atemgerdusche festgestellt. Sonst verlief die klinische
Untersuchung unauffallig. Die h&matologische Blutunter-
suchung ergab eine moderate Leukozytose ohne Links-
verschiebung (28.770/pl; Referenzwert 6.000 - 15.000/pl)
sowie eine Monozytose (2.589/ul; Referenzwert < 500/pl).
Die parasitologische Kotuntersuchung (Flotation, Auswan-
derverfahren) verlief negativ.

Material und Methode

Bildgebende Diagnostik und Zytologie
Die Réntgenaufnahmen des Thorax zeigten einen
geringgradigen Liquidothorax, eine vermehrt bronchointer-

stitielle Lungenzeichnung sowie eine Verdichtung dorsal
der Herzbasis, die als mdgliche Lymphknotenvergrée-
rung interpretiert wurde.

Die Ultraschalluntersuchung des Abdomens und des
Herzens war unauffallig. Im Thorax waren dorsal des Her-
zens vergroBerte echoarme Lymphknoten sichtbar. Des
Weiteren wurde eine Thorakozentese sowie eine ultra-
schallgefihrte Feinnadelaspiration (FNA) von Gebilden
unterschiedlicher Echogenitat an der Lungenoberflache
bzw. im Pleuralraum durchgefuhrt.

Die Untersuchung der durch Thorakozentese gewonnenen
Pleuraflussigkeit ergab ein Exsudat bestehend aus > 95 %
nicht degenerierten neutrophilen Granulozyten und verein-
zelten mononukledren Zellen (groBtenteils aktivierten
Makrophagen). Auch die ultraschallgefihrte Feinnadel-
aspiration (FNA) der Lunge lieferte Hinweise auf eine pyo-
granulomatdése Entziindung ohne erkennbare Ursache.
Die bakteriologische Untersuchung des Punktats ergab
multiresistente E. coli; mykologische Untersuchungen wur-
den nicht durchgeflhrt.

In der Computertomographie wurden geringe bis mittle-
re Mengen freier Flissigkeit im Thorax dargestellt. Vorwie-
gend in der rechten Thoraxhélfte fanden sich solide Ver-
dichtungen (Abb. 1), die teilweise mit der Thoraxwand ver-
bunden waren. Die Wande der Hauptbronchien stellten
sich prominent dar, und im rechten Stammbronchus war
eine knotige Zubildung sichtbar. Die regiondren Lymph-
knoten waren vergréert.

Zur makroskopischen Beurteilung der Atemwege und
Durchflihrung einer bronchoalveolaren Lavage erfolgte
eine Bronchoskopie. Folgendes Anésthesieregime wurde
angewendet: Praoxygenierung mit 100 % Sauerstoff Uber
3 Minuten; danach wurde eine Préamedikation mit 0,2
mg/kg Butorphanol (Butdomidor®) und 0,2 mg/kg Midazo-
lam (Midazolam®), darauffolgend eine Einleitung mit 4
mg/kg Propofol (Propofol®) und die Narkoseerhaltung mit
einem Isofluran-Sauerstoffgemisch. Dabei stellte sich der
Larynx morphologisch und funktionell ohne Besonderhei-
ten dar. Die Trachea wies eine mittelgradig verstarkte
GefaBinjektion auf und eine hochgradige Stumpfrandigkeit
im Bereich des Uberganges zur Bifurkation. Im rechten
Stammbronchus wurden mehrere miliare, in das Lumen
protrudierende Knoétchen dargestellt, von denen Biopsie-
proben fur die histologische Untersuchung entnommen
wurden. Das Lumen des rechten Kraniallappenbronchus
war durch eine massive Schleimhautschwellung fast voll-
sténdig obliteriert, wéhrend der rechte Mittel- und Kaudal-
lappenbronchus, sowie der Bronchialbaum bis auf eine
geringgradige Schleimhautrétung weitgehend unauffallig
waren.

Wahrend die unmittelbare postanasthetische Aufwach-
phase ohne Komplikationen verlief, entwickelte der Patient
nach etwa einer Stunde Schnappatmung und verstarb
trotz Reanimationsbemuhungen.

Mehrere Teile der Lunge wurden zur pathohistologi-
schen Untersuchung an das Institut fur Pathologie und
Gerichtliche Veterindrmedizin Ubermittelt.

Pathohistologische Untersuchung

Von den formaldehydfixierten, paraffineingebetteten
Lungenproben wurden 3 ym dicke Schnitte angefertigt und
routinemaBig mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt; weiters wur-
den die Schnitte mittels PAS (Periodic Acid Schiff-Reakti-
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on), Methenamin-Silber-Lésung nach Grocott (GMS)
sowie nach Ziehl-Neelsen und Gram gefarbt.

In situ Hybridisierung (ISH)

Zum Nachweis bzw. zur Unterscheidung von Coccidioi-
des immitis- und Blastomyces dermatitidis-spezifischer
ribosomaler RNA wurden Digoxigenin-markierte Oligonu-
kleotidsonden verwendet (Tab. 2; HAYDEN et al., 2001).
Die verwendeten Sonden wiesen keine Kreuzreaktionen
der Basensequenzen mit jenen von Bakterien, Parasiten,
Tieren oder dem Menschen auf.

3 pm dicke Paraffinschnitte wurden auf beschichtete
Objekttrager aufgezogen, in Xylol entparaffiniert und in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Nach Permea-
bilisierung des Gewebes und Freilegung der DNA durch
30mindtige Inkubation in einer Proteinase K-Ldsung
(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) bei 37 °C
wurden die Schnitte in Aqua dest. gespult, kurz in
95 %iges Ethanol getaucht, fir 5 Minuten in 100 %igen
Alkohol gestellt und luftgetrocknet. Die Stammldsung der
synthetisch hergestellten Oligonukleotidsonden (Konzen-
tration 1 pg/pl) wurde auf eine Endkonzentration von 2
ng/pl im Hybridisierungspuffer eingestellt.

2 pl Sonde, 5 pl Heringssperma-DNA (Invitrogen, Lofer,
Osterreich) und 7 pl deionisiertes Formamid (Sigma-Ald-
rich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) wurden
gemischt, bei 95 °C fir 5 Minuten hitzedenaturiert und
anschlieBend auf Eis geklhlt. Zu dieser Lésung wurde
dann der Hybridisierungsmix, bestehend aus 43 pl Forma-
mid, 20 pl 20x SSC (Saline Sodium Citrate), 2 pl Den-
hardt/Lésung (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland),
10 pl Dextransulfat (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
und 11 pl Aqua dest. hinzugeflugt. Die Schnitte wurden mit
der resultierenden Hybridisierungslésung bedeckt, fur 6
Minuten bei 95 °C erhitzt und danach auf Eis schock-
gekuhlt. Nach Inkubation der Schnitte bei 40 °C im Brut-
schrank Uber Nacht wurden die Schnitte am néachsten Tag
in SSC gewaschen. Die entstandenen Hybride wurden mit
einem gegen Digoxigenin gerichteten und mit alkalischer
Phosphatase-konjugierten Antikdrper (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gekoppelt und durch an-
schlieBende Inkubation mit einer BCIP/NBT (5’Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-Phosphat/Nitro-Blau-Tetrazoliumchlorid)-
Substratlésung (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land) sichtbar gemacht. Nach Gegenfarbung der Schnitte
mit Hamatoxylin wurden die Schnitte mit Aquatex (Merck,
Darmstadt, Deutschland) eingedeck.

Ergebnisse

Pathohistologische Untersuchung

Die Trachealbiopsie aus dem Bereich der Bifurkation
war aufgrund der durch die Entnahmeprozedur stark ver-
anderten Zellen nur bedingt auswertbar. Das Epithel
erschien teilweise ballonierend degeneriert und von neu-
trophilen Granulozyten und Streptokokken durchsetzt.
Weiters fanden sich fur jugendliches Granulationsgewebe
charakteristische kleinere, neugebildetete BlutgeféaBe
sowie Plasmazellen, Histiozyten und Fibroblasten. Aus
den oben angefiihrten Befunden ergab sich kein Hinweis
auf eine Neoplasie sondern auf eine pyogranulomatdse
Entzlindung, in der auch in der Ziehl-Neelsen-Féarbung
kein Hinweise auf die Ursache der Entziindung gefunden
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werden konnte; die in der HE-Farbung nachgewiesenen
Streptokokken wurden im Sinne einer Sekundarinfektion
interpretiert.

Histologisch prasentierte die Lunge eine hochgradige
pyogranulomatdse Pneumonie mit epitheloiden Makropha-
genherden sowie groB3flachigen, verkdsenden Nekrosen
im Zentrum der Granulome (Abb. 2a). Kugelige Pilzele-
mente, die in ihrer Form an Blasto- oder Coccidioidomyce-
ten erinnerten, fanden sich vor allem im Bereich der
Nekrosen (Abb. 2b). AuBerhalb der mykotischen Entzln-
dungsareale wurde disseminiert ein hochgradiger Desqua-
mativkatarrh sowie eine maBige lymphozytare interstitielle
Entziindung - teilweise auch subserdés mit deutlicher
Mesothelaktivierung - festgestellt.

Spharulen waren in unterschiedlichen Reifestadien im
Schnitt zu erkennen. Ihre GroéBe variierte zwischen 12 und
70 pym. In den Granulomzentren waren nur vereinzelt frei-
gesetzte Sporen vorhanden. Als Ausdruck einer lokalen
Antigen-Antikdrperreaktion waren einige Sphéarulen von
Splendore-Hoeppli-verdachtigen, eosinophilen Formationen
umgeben.

Sowohl die Spharulen als auch die Endosporen von
Coccidioides immitis konnten in der GMS-Farbung gut und
deutlich schwarz geférbt dargestellt werden (Abb. 2c). In
der PAS-Reaktion zeigte sich kein einheitliches Farbe-
muster. Die Wénde leerer Spharulen reagierten mehrheit-
lich PAS-negativ, gefiullte Sphéarulen zeigten teilweise ein
stark PAS-positives Zytoplasma, manchmal aber auch
eine rosafarbene Hiuille (Abb. 2d, 2e). Die in den Sphéarulen
befindlichen Endosporen reagierten mehrheitlich positiv
(rosafarben). In der Gram-Farbung zeigten beide Struktu-
ren keinerlei Anfarbung.

In situ Hybridisierung

Mit der gegen Coccidioides immitis hergestellten Sonde
wurden positive Signale erzielt - Spharulen mit Endospo-
ren sowie phagozytierte Endosporen waren blauschwarz
gefarbt (Abb. 2f). Viele leere Spharulen erschienen in der
ISH ungeféarbt. Die Wande der Endosporen zeigten ein
deutlich positives Signal, das Sporeninnere war weniger
stark geféarbt. Vereinzelt wurden in den nekrotischen Berei-
chen der Granulome auch volle, aber nahezu ungefarbte
Spharulen beobachtet. Im Gegensatz dazu erbrachte die
ISH mit Verwendung der gegen Blastocystis dermatitidis
generierten Oligonukleotidsonde durchwegs negative
Resultate - keines der im Gewebe befindlichen Pilzele-
mente zeigte ein entsprechendes Farbsignal.

Diskussion

AuBerhalb der Endemiegebiete sind Falle von Cocci-
dioidomykose bei Mensch und Tier sehr selten und als
erworbene Infektionen bei Aufenthalten in den Endemie-
gebieten zu sehen (DESAI et al., 2001; GINO-MOOR et
al., 2003). In Zentraleuropa wurden innerhalb der letzten
Jahren einige wenige Falle von humaner Coccidioidomy-
kose nachgewiesen (BUIJZE et al., 2008; STAMM u.
RAGAZ, 2008), fur den Hund sind bis dato ebenfalls nur
vereinzelte publizierte Félle bekannt (NORDSTOGA et al.,
1959; BRUNNBERG et al., 1993; WOHLSEIN et al., 1993).
In dem von uns bearbeiteten Fall wurde die Infektion mit
Coccidioides immitis sehr wahrscheinlich bei einem der
Aufenthalte in Kalifornien erworben.
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Tab. 1: Systematische Stellung von Coccidioides immitis

Abb. 1: Computertomographie, Transversalschnitt auf
Hoéhe des kaudalen Herzens im Lungenfenster; der Pfeil
markiert eine mit einem Bronchus assoziierte, unregel-
maBige Verschattung im rechten Mittellappen der Lunge.
Ventral der markierten Raumforderung stellt sich die Lun-
gengrenze durch die Flussigkeit im Pleuralraum (Stern)
abgerundet dar. Die Lungentransparenz der rechten Lun-
ge ist vermindert, die Lungenzeichnung ist vermehrt inter-
stitiell.

Doméne Eukaryota

Reich Fungi

Abteilung Ascomycota

Klasse Euascomycetes
Ordnung Onygenales

Familie Onygenaceae
Gattung

Art Coccidioides immitis

Coccidioides (RIXFORD u. GILCHRIST, 1896)

Tab. 2: Basensequenzen der zur ISH eingesetzten Oligonukleotidsonden

Name der Sonde Genbank Nr. Basensequenz (5’ -> 3) Ziel

Blastomyces dermatitidis M55624 GCA AAC GCG 18S rRNA
AGC CGG GCT

Coccidioides immitis M55627 GAA CGG GTT 18S rRNA
ATT CAA AGT
TGCCCGT

In Endemiegebieten haben junge Hunde (jinger als 6
Jahre) und groBBe Rassen (mehr als 22 kg) genauso wie
Hunde, die sich viel im Freien aufhalten, ein erhéhtes Risi-
ko, an Coccidioidomykose zu erkranken. Haufig betroffene
Rassen umfassen Boxer, Dobermann, Pointer, Australi-
scher Schaferhunde und Schottische Terrier (DAVIDSON
u. PAPPAGIANIS, 1994) - der in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Hund féllt zumindest mit dem Alter (4 Jahre)
in die Risikogruppe (BUTKIEWICZ et al., 2005).

Infektionen mit Coccidioides sp. verursachen bei
Mensch und Tier ein heterogenes Krankheitsbild. Unter-

schieden werden die pulmonale, die disseminierte, die
residual-pulmonale und die primare kutane Coccidioi-
domykose. Alle Manisfestationen &hneln sehr der durch
Blastocystis dermatitidis verursachten disseminierten
Blastomykose.

Im Rahmen der primaren pulmonalen Coccidioidomyko-
se zeigen sich relativ friih metastatische L&sionen in den
peribronchialen und peritrachealen, den hilaren sowie den
mediastinalen Lymphknoten, von denen ausgehend es zur
Weiterverbreitung der Infektion im Kérper kommt und dar-
aus die disseminierte Form entsteht. Uber Arealen mit
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Abb. 2a: Lunge, chronische, pyogranulomatdése Pneumonie mit epitheloiden Makrophagen und zentralen Nekrosen (Ster-

ne); HE-Farbung, Balken = 100 pm

Abb. 2b: Lunge, kollabierte Spharulen im Entzindungsareal (Pfeile); HE-Farbung, Balken = 25 pm
Abb. 2c: Lunge, deutlich schwarz angefarbte Pilzelemente in der GMS-Féarbung; Balken = 15 pm
Abb. 2d: Lunge, Endosporulation innerhalb einer reifenden Sphérule; PAS-Reaktion, Balken = 15 ym
Abb. 2e: Lunge, dickwandige Sphérule im Entziindungsherd; PAS-Reaktion; Balken = 15 pm

Abb. 2f: Lunge, positives Signal zweier Sphérulen in der in situ Hybridisierung; Balken = 25 pm

146



Wien. Tierarztl. Mschr. - Vet. Med. Austria 97 (2010)

hochgradiger Pneumonie kdnnen auch eine fibrindse oder
granulomatdse Pleuritis bzw. pleurale Erglsse auftreten
(MILLMAN et al., 1979; JOHNSON et al., 2003), die bei
dem Hund in der vorliegenden Publikation durch den rént-
genologischen Nachweis von freier Flussigkeit im Thorax
und die pathohistologisch diagnostizierte Mesothelaktivie-
rung ebenfalls beobachtet werden konnten. Die bei den
bakteriologischen und zytologischen Untersuchungen des
Pleuralpunktats und der Trachealbiopsie festgestellten Kei-
me sind am ehesten im Sinne einer Sekundarinfektion zu
interpretieren. Die beschriebenen Multiresistenzen von E.
coli kénnten auf die mehrmaligen antibiotischen Therapie-
versuche in den USA zurlckzufuhren sein.

Residuen der pulmonalen Coccidioidomykose sind
solitdre oder multiple fibrés-verkdsende Granulome (,Coc-
cidioidome®), die von einer dliinnen fibrésen Kapsel umge-
ben sind (CHANDLER et al., 1980). Die Lasionen kénnen
eine Ausdehnung von bis zu einigen Zentimetern erreichen
und in ihrem Inneren weiterhin lebensféhige Agentien ent-
halten. Wenn sich die Imnmunkompetenz des Wirtes &ndert,
besteht die Méglichkeit, dass sich die ruhenden wieder zu
aktiven Infektionsherden entwickeln. Selbst in alten Lésio-
nen finden sich selten aber doch intakte Sphéarulen mit
Endosporen, haufiger aber fragmentierte oder leere
Spharulen. Fallweise finden sich auch Pilzhyphen in den
Waénden der Lungenkavernen, selten in den verk&senden
Zentren der Granulome (CHANDLER et al., 1980). Bei
Betrachtung der pathohistologischen Befunde der Lunge
(siehe unten) sowie der beobachteten Lahmheit einer Vor-
derextremitat kénnte es sich beim hier beschriebenen
Hund um einen Fall von disseminierter Coccidioidomykose
handeln - leider war eine definitive Abklarung wegen der
fehlenden Verfugbarkeit von Proben der Haut, Knochen
oder Lymphknoten nicht mehr méglich. Eine endoskopi-
sche Entnahme einer Gewebeprobe und die darauf folgen-
de pathohistologische Untersuchung kénnen aufgrund der
durch die Entnahmeprozedur vielfach veranderten Zellen
nur bedingt zur Diagnosestellung beitragen. Auch zytologi-
sche Befunde von Proben aus Bronchoalveolarlavagen
sind in der Regel negativ.

Die primare kutane Coccidioidomykose ist selten und
entsteht durch die direkte Inokulation des Pilzes in die
Haut. Wesentlich h&ufiger sind die kutanen Lasionen aller-
dings eine Folge der h&dmatogenen Dissemination von
Coccidioides immitis. Typischerweise entsteht hier eine
gemischte purulente und granulomatése Reaktion in Der-
mis und Subkutis, die oft mit einer Hyperplasie der darliber
liegenden Epidermis assoziiert ist.

Die unterschiedliche Ausprédgung der Entziindung ist
von der Form der Krankheit abhéngig und davon, welches
Stadium (oder welcher Teil) des Pilzes in direktem Kontakt
mit dem Wirtsgewebe steht. Auch die Immunantwort des
Wirts spielt fur die Auspragung der Art und des Schwere-
grades der Entzindung eine Rolle - bei Individuen mit
schnell fortschreitender Krankheit dominiert die eitrige Ent-
zlindung, bei Menschen oder Tieren mit gutem Anspre-
chen der Immunabwehr herrscht eher die Bildung von Gra-
nulomen mit anschlieBender Fibrose, Vernarbung und fall-
weise Kalzifizierung vor (WILSON, 1962; CASTELOT et
al., 1960). In den Lungenschnitten des in dieser Arbeit vor-
gestellten Hundes wurden die fur die Coccidioidomykose
typischen T,,1-Granulome mit dem charakteristischen Auf-
bau aus zentraler Nekrose, umgebendem Bereich aus

Makrophagen und Epitheloidzellen sowie einem
umschlieBenden Ring aus Lymphozyten, beobachtet
(ACKERMANN, 2009). Es konnten Spharulen unterschied-
licher Reifungsgrade (und damit unterschiedlicher Gré3e)
nachgewiesen werden, die fir eine bereits lAnger andau-
ernde Infektion sprechen.

Nach wie vor werden in der pathohistologischen Dia-
gnostik von Pilzinfektionen konventionelle Farbemethoden
wie die GMS-Farbung eingesetzt. Allerdings zeigten Studi-
en, dass speziell Infektionen mit Coccidioides immitis
inkorrekt diagnostiziert wurden, was besonders auf die
morphologische Heterogenitét der unterschiedlichen Ent-
wicklungsstadien zuriickzufiihren sein dirfte (HAYDEN et
al., 2001).

Da leere Sphéarulen von Coccidioides immitis im histologi-
schen Schnitt darGiberhinaus mit den grof3en, leeren Einzel-
zellen von Blastocystis dermatitidis verwechselt werden
kénnen und freie Endosporen in ihrer GroBe den Zellen
von Histoplasma capsulatum var. capsulatum und von
Cryptococcus neoformans ahneln (CHANDLER et al.,
1980), sind - sofern keine Mdglichkeiten zum molekular-
biologischen oder immunhistologischen Nachweis zur Ver-
fligung stehen - Serienschnitte von Vorteil, um intakte oder
rupturierte Spharulen mit Endosporen zu finden.

Immunhistologische Nachweismethoden kdnnen zur
Detektion von Coccidioides immitis herangezogen werden.
Dabei werden die Sphéarulen bzw. die Endosporen durch
die Verwendung spezifischer, gegen den Erreger gerichte-
ter Primar-Antikdrper, die Kopplung mit einem Enzym-
markierten Sekundéarantikérper und die anschlieBende
Umsetzung eines Substrates zu einem gefarbten Endpro-
dukt markiert (WOHLSEIN et al., 1993).

Fur eine gesicherte Diagnose sind molekularbiologi-
sche Nachweismethoden von Vorteil. Einerseits ist durch
die hohe Sperzifitat der ISH eine genaue Bestimmung der
infektidsen Pilze auf Artniveau méglich, wodurch die Effizi-
enz einer klinischen Behandlung gesteigert werden kann,
andererseits hat die ISH im Vergleich zur Kultivierung der
Pilze einen entscheidenden zeitlichen Vorteil. Ergebnisse
erhdlt man im Gegensatz zur Kultivierung, die mehrere
Wochen in Anspruch nehmen kann, innerhalb von 24
Stunden (HAYDEN et. al., 2001). Wie sich auch bei unse-
rem Fall gezeigt hat, reagieren nicht alle Entwicklungssta-
dien von Coccidioides immitis in der ISH positiv - vereinzelt
zeigten sogar volle Sphérulen kein oder nur ein schwaches
Farbsignal. Méglicherweise fuhrt die vermehrte Gewebs-
degradation im betreffenden Areal zu einer Freisetzung
von endogenen Nukleasen, die den Abbau der Pilz-Nukle-
insduren und dadurch die Nicht-Erkennung durch die Oli-
gonukleotidsonde bedingten (HAYDEN et. al, 2001).

Die Behandlung der Coccidioidomykose besteht in der
langfristigen oralen Gabe von antifungalen Medikamenten,
bei Hunden und Katzen wird Ketoconazol, Itraconazol und
Fluconazol eingesetzt (GRAUPMANN-KUZMA et al.,
2008). Der Zeitraum der Medikamentengabe ist von Tier zu
Tier verschieden und kann sich bei Hunden, die meist gra-
vierendere Knochenlasionen als Katzen aufweisen, bis zu
Uber einem Jahr erstrecken (SHUBITZ et al., 2005).

Zusammenfassend kann zur Erlangung einer definitiven
Diagnose der Coccidioidomykose die Durchflihrung einer
Thorakoskopie zur Entnahme einer Biopsieprobe des veran-
derten Lungengewebes empfohlen werden. AnschlieBend
ermdglichen die Kombination aus histologischen Routine-

147



Wien. Tierarztl. Mschr. - Vet. Med. Austria 97 (2010)

farbungen (HE, GMS, PAS) und dem molekularbiologi-
schen Nachweis mittels ISH unter Verwendung Coccidioi-
des-spezifischer Oligonukleotidsonden eine gesicherte
Bestimmung des Erregers.

Durch die steigende Mobilitdt der Besitzer und ihrer
Hunde sowie durch den Import von Tieren aus Endemie-
gebieten ist auch in Osterreich mit dem Auftreten von bis-
her hier unbekannten Erregern und Krankheiten zu rech-
nen. Die Erhebung einer fundierten Reiseanamnese kann
zur schnelleren korrekten Diagnosestellung beitragen.
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Quergelesen

Der Katze abgeschaut

Einem schon langer zuriickliegenden Aufsatz' von Dr.
med.vet. Bernd Durnberger entnehmen wir die For-
schungsergebnisse von Elisabeth von Muggenthaler (z.B.:
www.animalvoice.com/catpurrP.htm): Das Schnurren der
Katze dient nicht nur der Kommunikation sondern auch der
StreBminderung und der Selbstheilung. Mit den Vibratio-
nen, vor allem bei 25 und 50 Hz, wird unter anderem das
Knochenwachstum nach Briichen geférdert.
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In der Humanmedizin wird Vibrationstraining z.B. bei
Osteoporose eingesetzt. So haben VERSCHUEREN et al.
(Journal of Bone and Mineral Research 19, 352-359, 2004)
gezeigt, daB Training (3x wdchentlich, 24 Wochen) auf
einer Vibrationsplattform (35-40 Hz) an Frauen im Alter von
58-74 Jahren zu einer signifikanten Erhdhung der Kno-
chendichte fuhrt.

'Quelle: MEDIZINpopulér vom 3. November 2008, p. 78-80.



