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Einleitung und Ziele der Arbeit

1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Die Histomonose, auch Schwarzkopfkrankheit, Blackhead Disease, Histomoniasis, infektiose
Typhlohepatitis oder Infektidse Enterohepatitis genannt, wird verursacht durch das begeifl3elte
Protozoon Histomonas meleagridis. Wahrend die Erkrankung bei Puten zumeist zu hohen
Verlusten flhrt, gelten Hihner vor allem als Reservoir flr die Verbreitung des Erregers (Hess
2017). Jedoch sind auch bei dieser Spezies unter anderem erhéhte Mortalitat und Einbriiche

in der Legeleistung als Folge einer Infektion mit H. meleagridis beschrieben.

Obgleich sich bei Hiihnern die meisten Berichte auf in Freiland gehaltene Tiere beziehen, in
denen der Eintrag von H. meleagridis durch Beteiligung entsprechender Vektoren wie
Regenwirmer oder Heterakiden erklart werden kann, wurden in Bezug auf kommerziell
gehaltene Mastelterntier-Herden, in denen hohe Hygieneanforderungen obligatorisch sind,
bisher nur wenige Faélle einer Infektion mit H. meleagridis ausreichend dokumentiert und zur
Veroffentlichung gebracht (Cortes et al. 2004; Ganapathy et al. 2000).

Daher sollen im Rahmen dieser Dissertation, mittels einer breit angelegten

Verlaufsuntersuchung im Feld, folgende Fragestellungen naher beleuchtet werden:

o Inwieweit sind Mastelterntier-Herden trotz erhdhter BiosicherheitsmaRnahmen von
einer Infektion mit H. meleagridis betroffen? Zu welchem Zeitpunkt kann mittels Real-
time PCR (gqPCR) erstmalig eine Infektion nachgewiesen werden?

o Haben Faktoren wie die Jahreszeit, die Herkunft des Trankewassers oder die Region,
in der sich der Betrieb befindet, einen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit fir einen
positiven Nachweis mittels Histomonaden-qPCR?

e Unterscheidet sich die Pravalenz einer Infektion mit H. meleagridis zwischen zwei
unterschiedlichen genetischen Tier-Herklinften A und B?

¢ Inwieweit korrelieren die Ergebnisse der qPCR von Socken- und Blinddarmtupfern?
Lassen sich anhand der Ergebnisse Ruckschlisse auf die Eignung beider
Probenmaterialien fur Verlaufsuntersuchungen ziehen?

o Korreliert ein positiver Histomonaden-Nachweis mittels Histomonaden-qPCR mit dem
Vorkommen einer Typhlitis oder dem prozentualen Anteil an Polyserositiden in der
Herde?

e Haben die Nachweise von H. meleagridis-DNA mittels Histomonaden-qgPCR einen
Einfluss auf die Wirtschaftlichkeit der Herde in Bezug auf die Produktionsparameter

Legeleistung und Abgange?
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2 Literaturiibersicht
2.1 Geschichte

Obwohl die Erkrankung Histomonose, auch als Histomoniasis, Blackhead Disease,
Schwarzkopfkrankheit oder Infektidse Typhlohepatitis bekannt, bereits vor mehr als 125
Jahren erstmalig auf Rhode Island beschrieben wurde (Cushman 1893), sind viele Fragen
Uber den Erreger Histomonas meleagridis bis heute ungeklart. In den auf ihre Entdeckung
folgenden Jahren breitete sich die Erkrankung mit verheerenden Auswirkungen auf die

Geflugelproduktion, insbesondere auf die Produktion von Putenfleisch, aus (Curtis 1907).

Im Jahre 1895 berichtete Smith Gber das Vorkommen des Protozoon Amoeba meleagridis in
klinisch veranderten Blinddarmen und Lebern als Verursacher der Erkrankung, wahrend wenig
spater auch Kokzidien (Cole und Hadley 1908) sowie Trichomonaden (Jowett 1911) als
kausatives Agens diskutiert wurden. 1920 berichtete Tyzzer (1920) tber rhythmische, pulsatile
Bewegungen des Erregers, so dass er eine Reklassifizierung vornahm und H. meleagridis als
Verursacher der Schwarzkopfkrankheit benannte. Uber die Komplexitét des Erregers und
seines Pathomechanismus wurde von Franker und Doll (1964) publiziert. Die Autoren zeigten,
dass H. meleagridis seine volle Virulenz nur in Anwesenheit bestimmter Bakterien auspragen

konnte.

Uber einen Ausbruch der Schwarzkopfkrankheit bei Hilhnern berichteten erstmals Chester und
Robin (1900). Nach den Angaben von Lund (1967) zeigten sich erste wirtschaftliche
Auswirkungen einer Histomoniasis bei dieser Spezies ab 1908. Mittlerweile sind klinische
Ausbriiche bei Hihnern weit verbreitet (Esquenet et al. 2003; Ganapathy et al. 2000), wobei
sowohl Uber Falle mit geringen klinischen Symptomen und moderaten Verlustraten als auch
Uber Falle mit deutlich erhéhter Mortalitat berichtet wurde (Muller 1990; Hungerford 1937). Die
Tatsache, dass Huhner aufgrund einer zumeist geringeren Auspragung der Erkrankung als
Reservoir flir H. meleagridis gelten, wurde schnell als Ansatz fir die Vermeidung der
Verbreitung genutzt. So wird bis heute empfohlen, Puten und Hihner nicht zusammen auf
einem Betrieb bzw. Puten nicht auf einer Flache zu halten, die in den Jahren davor fiir die

Haltung von Hihnern genutzt wurde (Tyzzer und Fabyan 1922).

Auch die Rolle des Blinddarmwurms Heterakis gallinarum als Ubertrager der Schwarzkopf-
krankheit wurde schon frih erkannt und publiziert (Tyzzer et al. 1921). So berichteten Adams
et al. (1986), dass die Wahrscheinlichkeit fir eine Infektion mit Histomonas meleagridis in den
Regionen grofer ist, in denen auch der Blinddarmwurm H. gallinarum sowie Spezies

unterschiedlicher Regenwirmer vorkommen.
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Bereits um 1926 hatte sich die Schwarzkopfkrankheit bis nach Europa, Ostasien und
Australien ausgebreitet (Krijgsman 1929), mit Beginn des 21. Jahrhunderts wurden Berichte

Uber H. meleagridis weltweit verdffentlicht (Mc Dougald 2005).

2.2 Vorkommen und Bedeutung

Die Histomonose ist eine weltweit verbreitete, parasitéare Erkrankung, verursacht durch das
Protozoon Histomonas meleagridis. Eine Infektion ist insbesondere durch Lasionen der
Blinddarmschleimhaut sowie des Lebergewebes gekennzeichnet, der Erreger kann jedoch
auch in anderen Organen nachgewiesen werden (Huber et al. 2006). Besonders Puten sind
empfanglich, jedoch infizieren sich auch Hihner und eine Vielzahl anderer Vogelarten. Im
Allgemeinen gelten besonders Jungputen in Auslaufhaltung sowie gemischte Haltungen von
Huhnern und Puten als besonders gefahrdet (Salisch und Behr 2012). Wahrend in den spaten
1960er Jahren die Berichte ber klinische Ausbriiche insgesamt aufgrund des Einsatzes hoch
effizienter Wirkstoffe in Prophylaxe und Therapie zuriickgingen (Mc Dougald 2005), wurden
dennoch schwere Falle verbunden mit Mortalitdtsraten bis zu 85 % dokumentiert. So berichtete
Shivaprasad et al. (2002) Uber Ausbriiche in 15 Betrieben in Kalifornien, die in keinem
regionalen Zusammenhang standen. Anfang der 90er Jahre kam es dann in Europa zu
arzneimittelrechtlichen Einschrankungen mit einem daraus resultierenden Therapie- und
Prophylaxenotstand, der eine Zunahme der Histomonose-Ausbriche mit teils sehr hohen
Mortalitdten bei Puten zur Folge hatte (Hauck et al. 2010a; Hafez et al. 2005b). Im Zuge
dessen breiteten sich die Verluste in Zusammenhang mit der Histomonose auch bei Hiihnern
aus (Dolka et al. 2015), wobei die Angaben Uber die Mortalitatsraten mit einer Spanne von
zwei bis drei Prozent (Homer und Butcher 1991) bis hin zu 50 % bei Mischinfektionen mit
Erysipelothrix rhusiopathiae und Escherichia coli stark divergieren (Hafez et al. 2001). Es
wurde vermutet, dass die wirtschaftlichen Verluste bei Hilhnern angesichts einer Infektion mit
H. meleagridis wegen der groReren Tierzahlen und der héheren Anzahl an Betrieben sogar
groler sein konnten als die bei Puten (AAAP 1986).

2.3 Atiologie
2.3.1 Taxonomie

Die taxonomische Einordnung des Protozoon H. meleagridis war in den Jahren nach seiner
Entdeckung stetigen Anderungen unterworfen. So wurde der Erreger von Smith (1895)

erstmals als Amoeba meleagridis beschrieben, da zu diesem Zeitpunkt die Existenz
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begeillelter Stadien noch nicht bekannt war. 1920 veréffentlichte Tyzzer seine Ergebnisse
Uber umfangreiche Untersuchungen, bestatigte die enge Verwandtschaft des Erregers mit
Trichomonaden und flihrte den Genus Histomonas meleagridis ein (Tyzzer 1920). Spater
konnte die antigenetische Beziehung zwischen H. meleagridis, Entamoeba histolytica,
Entamoeba invadens, Trichomonas gallinae und Dientamoeba fragilis (Dwyer 1974), (Dwyer
1972a), (Dwyer 1972b) hergestellt werden. Die enge phylogenetische Verwandtschaft zu
Dientamoeba fragilis wurde durch Untersuchungen des ssu-rRNA-Gens bestatigt (Gerbod et
al. 2001).

Die noch heute glltige taxonomische Einordnung von H. meleagridis basiert auf den

molekularbiologischen Ergebnissen von Cepicka et al. (2010):

Reich: Protozoen

Stamm: Parabasalia

Klasse: Tritrichomonadea
Ordnung: Tritrichomonadida
Familie: Dientamoebidae
Gattung: Histomonas

Art: Histomonas meleagridis

Nach den Angaben von Cavalier-Smith (1998) gehdren die Histomonaden den Parabasalia
an. Dabei handelt es sich um anaerobe Protisten mit einem Parabasalkorper,
Hydrogenosomen (Mazet et al. 2008), einem Axostyl-Pelta-Komplex als Axialskelett (Schuster
1968), aulRerhalb des Kerns befindlichen Mitosespindeln und einem Parabasal-Filament. Im
Jahre 1963 stellte Lund fest, dass die apathogene Histomonaden-Art H. wenrichi vier Geildeln

besitzt, heute wird diese Art als Parahistomonas wenrichi beschrieben.

2.3.2 Morphologie

Die Morphologie von H. meleagridis ist abhangig von der Lokalisation. So besitzt die im
Darmlumen vorkommende, invasive Form eine spharische Gestalt mit einem Flagellum, wobei
es zu einem frihen Zeitpunkt wahrend der Zellteilung zuweilen zur Ausbildung einer zweiten
GeilRel kommen kann (Honigberg und Bennett 1971). Diese Form verdaut Gewebepartikel
extrazellular durch Sekretion von Enzymen vor, um sie anschlie3end per Pinozytose oder auch
Uber Diffusion aufzunehmen (Lee et al. 1969). Die zweite Form wird als Gewebeform

bezeichnet. Sie weist ein nahezu rundes Aussehen auf, ist unbegeildelt mit amdboider Struktur,
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bildet bei 40°C Pseudopodien aus (McDougald und Reid 1978), ernahrt sich mittels
phagozytotischer Prozesse und vermehrt sich ebenfalls durch Zweiteilung (Honigberg und
Kuldova 1969).

Die einzelne Histomonaden-Zelle ist von einer einfachen Membran umgeben (Lee et al. 1969).
Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen von in vitro Kulturen zeigten eine
Zellgrofe von 10 bis 20 ym und einen 1,5 bis 2 ym grofRen oval- bis u-férmigen Nukleus, der
von einer Doppelmembran umfasst ist (Schuster 1968). Die mikrotubularen Strukturen des
Spindelapparates sind mit dem Nukleus verbunden, in Kernndhe befindet sich ein Golgi-
Apparat (Mielewczik et al. 2008). Nachdem bereits Schuster (1968) und Lee et al. (1969)
mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen Aussagen zu Inhalten des Cytoplasmas
treffen konnten, zeigten ferner Mielewczik et al. (2008), dass das Cytoplasma das glatte
endoplasmatische Retikulum, mehrere Golgi -Apparate, 0,3 bis 0,5 ym grof3e, sphéarische
Hydrogenosome, Glykogengranula, freie Ribosomen sowie Nahrungsvakuolen enthalt, die
ingestierte Bakterien und Reisstarke einschlieen. Das raue endoplasmatische Retikulum ist
nicht vorhanden und Mitochondrien fehlen ebenfalls (Lee et al. 1969) . Dafiir Gibernehmen
Hydrogenosome deren Funktion und wandeln in anaerober Umgebung Pyruvat zu Acetat zur
Produktion von Energie  in Form von Adenosintriphosphat um, wahrend im inneren

Kompartiment der Organelle Wasserstoff gebildet wird (Embley und Martin 2006).

Spindelapparat und Geil’el bestehen aus Mikrotubuli in 9x2+2 -Anordnung (Lee et al. 1969),
zudem besitzt H. meleagridis einen Parabasal-Apparat, der aus einem Parabasalkorperchen
in V-Form sowie einem Parabasal -Filament zusammengesetzt ist (Honigberg und Bennett
1971).

Viele Jahre wurde die Meinung vertreten, dass H. meleagridis keine Zysten-Form ausbilden
wilrde und ohne den Schutz eines Zwischenwirtes, wie beispielsweise Heterakis gallinarum,
nicht Uberleben kénnte (Lund und Chute 1974b; Graybill und Smith 1920). Munsch et al.
(2009a) und Zaragatzki et al. (2010a), (2010b) konnten jedoch zystenartige Stadien von H.
meleagridis nachweisen. Diese spharischen Gebilde weisen eine Grélie von 4 bis 14 um auf,
enthielten eine Vielzahl an Nahrungsvakuolen und einen einzelnen Nukleus. Es traten sowohl
Stadien mit einer einzelnen Hulle, als auch Stadien mit einer Doppelmembran auf, wobei sich
die letztgenannten Stadien nur dann bildeten, wenn die Kultur unglnstigen Bedingungen
ausgesetzt wurde. Die Autoren nahmen an, dass diese zystenartigen Stadien aufgrund ihrer
geringen Anzahl bisher Ubersehen wurden und dass sie, dhnlich den Zysten der Flagellaten
Blastocrithia triatomae, eine Moglichkeit darstellten, das saure Milieu des Magens zu
Uberleben und sie somit eine Rolle bei der Ubertragung von Bestand zu Bestand spielen

konnten.
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2.3.3 Genom

Detaillierte Informationen Gber das Genom von H. meleagridis sind noch immer stark limitiert.
Gerbod et al. (2001) sequenzierten das small subunit rRNA-Gen und wiesen damit eine nahe
phylogenetische Verwandtschaft zu Dientamoeba fragilis nach. Van der Heijden et al. (2006)
untersuchten ebenfalls das small sub unit rRNA -Gen, insbesondere die nicht kodierende
Nukleotidsequenz Internal transcribed spacer 1 (ITS-1). Mittels C-Profiling wurden so diverse
Isolate genotypisiert unddrei Subtypen, Typ I-1ll, zugeordnet. Die Isolate des Typ Il stammten
aus drei Hihnerbetrieben. In einer Arbeit von Hauck et al. (2010b) wurde das Verfahren des
C-Profilings modifiziert und vier verschiedene Profile (Typ A — D) innerhalb der ITS-1 Region
des ssu rRNA-Gens von H. meleagridis eruiert, wobei es keine Ahnlichkeiten zu den im Jahr
2006 von van der Heijden et al. veroffentlichten Profilen gab. Hauck et al. (2010b) konnten
eine ahnlich haufige Zugehorigkeit von Proben aus Hihnerbestanden zum Typ A und Typ B
darstellen. Bilic et al. (2014) untersuchten die genetische Zugehdrigkeit verschiedener Isolate
von H. meleagridisanhand der Analyse drei genetischer Log, dem 18S rRNAGen, dem alpha
Actinin 1 -Gen und dem rpb1 Gen. In dieser phylogenetischen Analyse zeigten sich zwei
Cluster, wobei Isolate aus Europa vornehmlich dem Genotypen 1 zugeordnet werden konnten
und Genotyp 2 nur selten auftrat. Hauck und Hafez (2009) untersuchten, ob sich bei funf
verschiedenen Isolaten anhand von Sequenzen eines Teils des beta -Tubulin-Gens € ine
Zugehorigkeit zu verschiedenen Clustern darstellen I&sst. Die Unterschiede waren jedoch so
gering, dass das beta-Tubulin-Gen fir eine Differenzierung nicht geeignet schien. Klodnicki et
al. (2013) identifizierten 3425 vermeintliche H. meleagridis-Gene und ermittelten daraus 81
Gene, die fur hydrogenosomale Proteine codieren. In einer anderen molekularbiologischen
Studie konnte herausgefunden werden, dass die Malatdecarb oxylase, die Alpha -succinyl-
Coenzym A -Synthetase sowie die Eisen -Hydrogenase am anaer oben Stoffwechsel in den
Hydrogenosomen von H. meleagridis beteiligt sind und einen interessanten Ansatz im Hinblick
auf Zelldifferenzierung und Interaktion zwischen Wirt und Protozoon darstellen (Mazet et al.
2008).

2.3.4 Pathogenitat

Die klinische Manifestation einer Infektion mit Histomonas meleagridis hangt mal3geblich von
den Eigenschaften des Wirtes ab. Zu diesen Eigenschaften zahlen unter anderem die Spezies,
die Rasse, die bakterielle Begleitflora sowie der Status des Immunsystems bei zeitgleicher
Infektion mit anderen Krankheitserregern. Variationen in der Pathogenitat des Erregers selbst
spielen eher eine untergeordnete Rolle (Mc Dougald 2008). So ist allgemein bekannt, dass
Puten die fur H. meleagridis empfanglichste Spezies sind und die wirtschaftlichen

Auswirkungen der Erkrankung seit Einflhrung der arzneimittelrechtlichen Einschrankungen in
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der EU und den USA durch enorme Tierverluste gepragt sind. Im Gegensatz dazu wurden
Huhner in der Literatur lediglich als Reservoir-Wirte beschrieben, bei denen die Erkrankung
haufig symptomlos ablauft (Liebhart und Hess 2019). Andere Berichte wiederum verdeutlichen
die Relevanz der Histomonose bei Legehennen und Elterntieren (Dolka et al. 2015; Liebhart
et al. 2013; Grafl et al. 2011; van der Heijden und Landman 2011).

Lund und Chute (1972a) infizierten verschiedene Spezies der Hiuhnervogel mit H. meleagridis
und fanden heraus, dass die Intensitat der klinischen Symptome wirtsspezifisch ist. Puten
waren dabei am starksten betroffen. Danach folgte der Pfau, das Chukar-Rebhuhn, andere
Huhner und der Fasan (Lund und Chute 1972a). Aber auch Wachteln, Perlhiihner, Enten

sowie Straulle sollen flr eine Infektion mit H. meleagridis empfanglich sein (Dolka et al. 2015).

In Bezug auf die genetische Resistenz gegenlber bestimmten Erkrankungen konnten beim
Geflugel auch Uber die spezies-spezifischen Dispositionen hinaus oft grof3e individuelle
Unterschiede dargestellt werden (Lotfi und Hafez 2009). So wurde in einer Studie Uber den
Vergleich der Empfanglichkeit bei verschiedenen Putenlinien gezeigt, dass die Mortalitat nach
intrakloakaler Infektion mit H. meleagridis bei der kanadischen Wildpute signifikant héher war
als bei der Kelly-Bronze®Pute und der B.U.T.6-Pute. Beide Linien wiesen jedoch héhere

Leber-Lasions-Scores auf als die kanadische Wildpute.

Bei Huhnern konnte bereits 1967 durch Lund gezeigt werden, dass sich die Inzidenz nach der
oralen Infektion mit H. meleagridis Uber infizierte, embryonierte Eier von Heterakis gallinarum
bei vier verschiedenen Hihnerrassen voneinander unterschied. Sie lag zwischen 25 und 80
%. Die daraus resultierende Schlussfolgerung, dass es innerhalb der Huihnerrassen
Unterschiede in der Empfanglichkeit gegentber H. meleagridis gibt, wurde einige Jahre spater
auch durch Al-Khateeb und Hansen (1974) bestéatigt. Nach experimenteller, intrakloakaler
Infektion von HUhnern verschiedener Rassen zeigten sich unterschiedlich hohe
Plasmaenzym-Werte und unterschiedlich stark ausgepragte Lasionen in Lebern und
Blinddarmen. Demgegentiber steht eine Verdffentlichung von Zahoor et al. (2011), in der nach
experimenteller Infektion mit H. meleagridis kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
vier verschiedenen kommerziellen Huhnerrassen und dem Grad der Blinddarm- bzw.
Leberlasionen hergestellt werden konnte. Auch in einer anderen Studie wurde kein
signifikanter Unterschied in der Mortalitdt oder den Lasionsgraden von Blinddarmen und
Lebern nach intrakloakaler Infektion von SPF-Eintagskiken einer Legelinie und SPF-

Eintagskiken einer Mastlinie festgestellt (Lotfi 2011).

Die bakterielle Besiedlung des Blinddarms stellt ebenfalls einen sehr wichtigen Faktor fur die

Entwicklung einer manifesten Histomonose dar. Schon frihe Versuche mit gnotobiotischen
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Huhnern und Puten zeigten, dass flr H. meleagridis zur Auspragung der vollen Pathogenitat
die Anwesenheit von Bakterien essenziell ist (Springer et al. 1970; Bradley und Reid 1966).
Auch van der Heijden und Landman (2008a) konnten keine Vermehrung von H. meleagridis
mehr verzeichnen, als sie dem Medium flr die Anzucht Streptomycin hinzugaben. Springer et
al. (1970) konnten nachweisen, dass die Kombination von Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Streptokokken und Clostridium perfringens die Wachstumsbedingungen fir H.
meleagridis am positivsten beeinflussten. Auch Lesser (1964) bestatigte, dass die
Kombination mehrerer Bakterien, beispielsweise E. coli, Escherichia freundii und Proteus
mirabilis, fir das Wachstum von H. meleagridis besser geeignet zu sein scheinen, als einzelne
Bakterien. Im Gegensatz dazu wurde nachgewiesen, dass sich in gnotobiotischen Puten auch
durch alleinige Infektion mit E. coli eine manifeste Histomonose induzieren lasst (Bradley und
Reid 1966). Auch Stepkowski und Klimont (1980) konnten in monoxenischen Kulturen mit
Enterobacteriacaen eine Vermehrung von H. meleagridis herbeifiihren. Callait et al. (2002)
gelang es sogar, H. meleagridis nach 48 Stunden in einer Kultur anzuzichten, aus der die
Bakterien entfernt worden waren. Lesser (1964) fand heraus, dass auch die Herkunft der
Bakterien eine Rolle bei der Vermehrung von H. meleagridis spielten. Wahrend das Wachstum
des Erregers durch die Darmbakterien einer Pute sehr gut unterstiitzt wurde, gelang dieser
Ansatz mit Darmbakterien aus Huhnern nur mit geringem Erfolg. Die Mischung aus
Darmbakterien, die von einem mongolischen Gerbil und einem Goldhamster gewonnen

wurden, fuhrte kein Wachstum herbei.

Obwohl zahlreiche Veroffentlichungen Uber das Zusammenspiel von Histomonaden und
Bakterien mittels in vitro Versuchen belegen, bleibt die Interaktion in vivo trotzdem unklar. So
zeigen Untersuchungen, dass antibiotische Behandlungen bzw. Behandlungen gegen
Kokzidien in therapeutischen Dosen nicht oder kaum zu einer Verminderung der Lasionen in
Huhnern fihren, wenngleich aber eine Gewichtszunahme erzielt werden konnte (Hu und
McDougald 2002). Zudem wurde das Wachstum von H. meleagridis in vitro in Anwesenheit

von hohen Dosen Gentamycin nachgewiesen (Mc Dougald 2005).

Allgemein bekannt ist, dass es bei zeitgleicher oder zeitnaher Infektion mit bakteriellen
Krankheitserregern und H. meleagridis zu héheren Mortalititen kommen kann (Hafez et al.
2001; Ganapathy et al. 2000). Jedoch ist dieser Zusammenhang bei Kokzidien, die ebenfalls
als Trigger fur andere Krankheiten fungieren konnen, aufgrund widersprichlicher
Versuchsergebnisse umstritten. So konnten McDougald und Hu (2001) darstellen, dass eine
Co-Infektion mit Eimeria tenella bei Hihnern die Auswirkungen einer Histomonose im Hinblick
auf den Schweregrad der Leber-Lasionen und Anzahl der Tiere, die diese Lasionen zeigen,

verstarkt. Die Autoren vermuteten, dass E. tenella die Blinddarm-Mukosa schadigt und so das
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Eindringen der Histomonaden in das Gewebe erleichtert. Andere Autoren wiederum konnten
keinen Effekt einer Infektion mit E. tenella auf den Verlauf einer Histomonose bei Hihnern
zeigen (Ohara und Reid 1961; Welter 1960). Daruber hinaus hat auch der Einsatz eines
Kokzidiostatikums keine Auswirkung auf durch H. meleagridis verursachte Leber- und
Blinddarm-Lasionen bei Hiihnern (Hu und McDougald 2002). Bei Puten konnte bei zeitgleicher
Infektion mit E. adenoides kein Einfluss auf den Krankheitsverlauf der Histomonose dargestellt
werden (Hu et al. 2005; McDougald und Fuller 2005; McDougald und Hu 2001).

In einer Studie von Welter (1960) wurde der Einfluss einer Futterrestriktion auf den Verlauf der
Histomonose bei Hihnern und Puten untersucht. Bei Puten, die man nach der Infektion hatte
hungern lassen, zeigte sich im Vergleich zu den Puten, die nicht gehungert hatten, in Bezug
auf die Leber-Lasionen eine hdhere Inzidenz. Bei Hihnern konnten durch die Restriktion des
Futters keine Unterschiede in Mortalitat und Schweregrad der Leber- und Blinddarmlasionen
eruiert werden. Liebhart und Hess (2009) hingegen imitierten den Anstieg des pH-Wertes bei
hungernden Hihnern und Puten in Kropf, Muskelmagen und Duodenum mittels einer
alkalischen Lésung und erhdhten damit die Anzahl der Tiere mit Histomonaden-typischen
Lasionen auf 100%. Welter (1960) untersuchte den Einfluss weiterer stressinduzierender
Faktoren auf den Verlauf der Histomonose bei Hihnern und Puten. In verschiedenen
Versuchsgruppen wurden die Tiere entweder Uber eine Dauer von 20 Tagen taglich
durchschnittlich 16,4 Stunden pro Tag Temperaturen von 4 °C und 38 °C ausgesetzt oder man
injizierte ihnen taglich intramuskular Cortisonacetat. In einem anderen Versuch wurden mit H.
meleagridis infizierte Huhner und Puten eine Woche nach der Infektion mittels der Wing Web
Methode gegen Pocken geimpft oder die Tiere wurden durch regelmafigen Blutentzug Uber
das Herz oder die mediale Fligelvene andmisch gemacht. In keinem dieser Versuche konnte
ein Unterschied im Verlauf der Erkrankung im Vergleich zu den Kontrollgruppen festgestellt
werden (Welter 1960).

2.3.5 Widerstandskraft gegeniiber chemischen und physikalischen Einfllissen

Allgemein verbreitet ist die Annahme, dass eine einzelne Histomonaden-Zelle nicht sehr
widerstandsfahig gegenlber auReren Einflissen ist. Spezifische Untersuchungen Uber die
Widerstandskraft von H. meleagridis gegentber chemischen und physikalischen Einflissen
beschranken sich jedoch auf wenige Fallberichte und auf Erkenntnisse, die durch in vitro
Versuche gewonnen wurden. Verdéffentlichungen tber die Wirksamkeit von Reinigungs- oder
Desinfektionsmitteln bzw. Uber die Effektivitat verschiedener Reinigungsmalinahmen in

Stallen fehlen bisher.
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Aka et al. (2011) berichteten Uber das Wiederauftreten eines Histomonose-Ausbruchs vier
Jahre nach der ersten Infektion in einem Putenelterntierbetrieb. In diesem Fall wurden die
Stélle nach jedem Durchgang gereinigt und mittels eines aldehydhaltigen und eines
kresolhaltigen Desinfektionsmittels desinfiziert. Da durch Genotypisierung mittels C-Profiling
der isolierte Histomonadenstamm beide Male dem Genotyp A zugeordnet werden konnte,
kann ein Verbleiben der Histomonaden im Stall nach dem ersten Ausbruch nicht
ausgeschlossen werden, wenngleich zwischen erstem und 2zweitem Ausbruch ein

Histomonose-freier Durchgang lag.

Bei in vitro-Versuchen mit H. meleagridis, durch unginstige Wachstumsbedingungen die
Bildung zystenahnlicher Stadien zu induzieren, wurde nachgewiesen, dass bei einem rapiden
Temperaturabfall in den Kulturen auf -22°C oder -196°C die Zellen lediglich bis zu 80 Minuten
Uberleben konnten (Zaragatzki et al. 2010b). Im gleichen Versuch fand man ebenfalls heraus,
dass H. meleagridis das Fehlen wichtiger Inhaltsstoffe in der Kultur bei 4°C nur kurz tolerierte
und dass die Zugabe von NaCl und MgCl. in hohen Dosen zum Absterben der Trophozoiten
fuhrte. Wurde dem Medium Salzsaure oder Natriumhypochlorit hinzugesetzt und damit der
pH-Wert in der Kultur auf unter zwei abgesenkt, fuhrte auch dies innerhalb einer Stunde zum
Tod des Erregers. Hauck et al. (2010c) konnten in einer anderen Studie zeigen, dass auch die
Zugabe von Glucose sowie die Anwesenheit von Sauerstoff einen negativen Effekt auf das

Wachstum von H. meleagridis hatten.

2.4 Pathogenese und Epidemiologie
241 Wirtsspektrum
2.4.1.1Huhn

Wenige Jahre nach Entdeckung und Beschreibung der Schwarzkopfkrankheit bei Puten wurde
H. meleagridis auch bei Hihnern (Gallus gallus) nachgewiesen (Chester und Robin 1900).
Von einzelnen Ausbrichen bei Hihnern mit hoher Mortalitat (Eveleth 1943) abgesehen,
konnte durch die Verfligbarkeit von hoch effektiven Wirkstoffen im Bereich der Pravention und
Therapie der Histomonose lange Zeit hohen wirtschaftlichen Verlusten bei Hihnern
vorgebeugt werden (Liebhart et al. 2017). Daher galten Hihner lange Zeit lediglich als
Reservoir-Spezies fiir das Protozoon H. meleagridis. Die Anderung der Gesetzeslage und das
damit verbundene Verbot aller gegen Histomonaden wirksamen Medikamente sowie die
Entwicklung der Haltungsbedingungen von Kéfighaltung hin zu alternativen Haltungssystemen
fuhrte jedoch dazu, dass mehr und mehr Falle bei Hihnern publiziert wurden. Heute findet

man unter anderem Veroffentlichungen zu Ausbrichen der Histomonose bei Legehuhnern in
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Belgien (Esquenet et al. 2003), Osterreich (Grafl et al. 2011), Danemark (Stokholm et al. 2010)

und den Niederlanden (Van der Heijden und Landman 2011).

Auch Falle bei Broilern in verschiedenen Landern weltweit wurden beschrieben. So unter
anderem in Deutschland (Popp et al. 2011; Hafez et al. 2001), Malaysia (Ganapathy et al.
2000) und Indien (Patra et al. 2013) sowie Falle Uber Elterntiere in Polen (Dolka et al. 2015)
und Indien (Banerjee et al. 2006; Banerjee und Yadav 2002).

Im Vergleich zur Histomonose bei den Puten verlauft die Erkrankung bei Hihnern in der Regel
milder und oft mit unspezifischen klinischen Symptomen wie Bewegungsunlust, Apathie,
gestraubtem Gefieder und hangenden Fligeln (Dolka et al. 2015) Jedoch wurde auch
berichtet, dass die Infektion mit H. meleagridis bei Hihnern einen negativen Einfluss auf die
Produktionsparameter haben kann. McDougald (2005) verdéffentlichte Berichte Uber
schlechtere Uniformitaten und erhdhte Selektionszahlen. Liebhart et al. (2013) berichteten,
dass nach einer experimentellen Infektion bei Legehennen eine starke Reduzierung der
Legeleistung um bis zu 30 % festgestellt werden konnte. Gerth et al. (1985) beobachtete bei
Tieren, die am Ende der Aufzucht mit H. meleagridis infiziert worden waren, eine verminderte
Eischalenqualitat und niedrigere Legeleistung Uber mehrere Wochen sowie eine erhdhte
Mortalitat. Liebhart und Hess (2019) gaben an, dass sich eine Histomonose bei Hihnern in
einer durchschnittlich 2 % erhdhten Mortalitat pro Woche in Verbindung mit einem geringeren

Korpergewicht auswirken kann.

Wahrend die Erkrankung bei Puten haufig sehr progressiv verlauft und die Tiere an der
Kolonisierung und damit der Zerstérung der Leber durch das Protozoon verenden, konnte man
bei HUhnern in vielen Studien lediglich pathologisch-anatomische Veranderungen in den
Blinddarmen feststellen (Stokholm et al. 2010; Esquenet et al. 2003; Homer und Butcher
1991). Dies gilt als eine mogliche Erklarung fur die eher moderaten Mortalitatsraten bei
Huhnern im Vergleich zu Puten (Hess 2017). Auch Co-Infektionen mit Escherichia coli, die den
Verlauf der Erkrankung negativ beeinflussen kénnen, wurden beim Huhn beschrieben
(Stokholm et al. 2010; Muller 1990). Zyanosen der Kopfanhange, wie sie vielfach bei Puten
beschrieben wurden, sind beim Huhn eher selten zu finden (Esquenet et al. 2003; Ganapathy
et al. 2000).

Niedrige Biosicherheitsstandards in Broilerbestanden (Popp et al. 2011; Cortes et al. 2004;
Ganapathy et al. 2000) sowie die Tatsache, dass Berichte Uber erhéhte Mortalitatsraten und
Legeleistungseinbriiche bei Legehennen aufgrund einer Histomonose (Stokholm et al. 2010;
Kaufmann-Bart und Hoop 2009; Esquenet et al. 2003; Hafez et al. 2001) sich groRtenteils auf

Betriebe mit Freilandhaltung beschrankten, schienen die steigende Pravalenz der Infektionen
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zu erklaren. Interessanterweise werden aber zunehmend auch Berichte Uber Histomonaden-
Ausbriche in Puten- und Huhnerelterntierbetrieben veroffentlicht, in denen hdhere

Biosicherheitsstandards obligatorisch sind (Dolka et al. 2015; Banerjee et al. 2006).

2.4.1.2 Pute

Die Pute (Meleagris gallopavo) gilt allgemeinhin als die empfanglichste Spezies fur H.
meleagridis mit einer hohen Morbiditat. Die Histomonose verlauft bei Puten progressiv und
kann aufgrund der Besiedelung und Zerstérung der Leber zu hohen Tierverlusten flihren
(Liebhart und Hess 2019). In Deutschland wurden in den Jahren 2004 bis 2008 mindestens
35 Ausbriiche bei Puten dokumentiert (Hauck et al. 2010b). Innerhalb von zweieinhalb Jahren
verendeten bei 14 Ausbriichen Uber 90.000 Tiere, wobei in den meisten Fallen Putenhahne
zwischen der vierten und elften Lebenswoche betroffen waren (Hafez et al. 2005b). Wegen
des Therapie- und Prophylaxenotstands sind umfassende Hygienemalinahmen in den
Betrieben, die Eliminierung von Blinddarmwirmern und Kokzidien, der Einsatz von
pflanzlichen Produkten sowie die Kontrolle der intestinalen Mikroflora die einzigen
Maoglichkeiten, die Verbreitung von H. meleagridis von Farm zu Farm und die Auspragung der
vollen Pathogenitat des Erregers zu verhindern, wenngleich auch mit unterschiedlichen
Erfolgsaussichten (McDougald 2003).

2.4.1.3 Andere Spezies

Der Fasan (Phasanius colchicus) ist vermutlich der urspringliche, natlrliche Wirt fur H.
meleagridis, die Einfuhrung dieser Spezies in den USA koinzidiert mit dem Bekanntwerden
der Erkrankung (Lollis et al. 2011). In einer Untersuchung von Lund und Chute (1972b) fand
man heraus, dass Fasane wohl aufgrund ihrer Empfanglichkeit fur den Blinddarmwurm
Heterakis gallinarum eher eine Rolle bei der Verbreitung der Histomonaden Uber die Eier von
H. gallinarum spielen. Der Fasan selbst scheint hingegen weniger anfallig fir H. meleagridis

zu sein, auch wenn Blinddarm- und Leberlasionen denen von Puten dhneln (Pennycott 2000).

Auch Perlhuhner (Numida meleagris) sind empfanglich fur eine Infektion mit Histomonaden,
wobei sie nur wenig klinische Symptome auspragen. Lund und Chute (1972c) schlossen

daraus, dass diese Spezies somit lediglich als Reservoir und Ansteckungsquelle relevant ist.

Wachteln (Coturnix coturnix) zeigen im Allgemeinen eine geringere Mortalitat als Puten und
scheinen bei der Verbreitung der Histomonaden keine erwahnenswerte Rolle zu spielen (Lund
und Chute 1974a). Demgegenuber steht die Auffassung, dass vor allem die eher geringe

Mortalitat von Wachteln nach Infektion mit H. meleagridis ein groldes Potential zur Verbreitung
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der Krankheit darstellt (Kellogg und Reid 1970). Wahrend insbesondere fiir die japanische
Wachtel (Coturnix japonica) bestatigt werden konnte, dass gegenuber der Infektion mit
Histomonaden und Blinddarmwurmern keine besondere Affinitat besteht (Lund und Ellis 1967),
berichteten jedoch McDougald et al. (2012) Gber einen Ausbruch der Histomonose bei vier
Wochen alten Virginia-Wachteln (Colinus virginianus). In diesem Fall lag die Mortalitat bei 11

%, mit dem HOhepunkt der Tierverluste zwischen dem 8. und 14. Tag.

Auch der Pfau (Pavo cristatus) konnte durch die orale Aufnahme von mit H. meleagridis
infizierten, embryonierten Heterakis-Eiern erfolgreich infiziert werden (Lund und Chute 1972a).
In Bezug auf die Starke der Empfanglichkeit konnte der Pfau dabei zwischen der Pute und
dem Chukarhuhn (Alectoris chukar) positioniert werden. Letzteres konnte im Rahmen der
gleichen Arbeit zum einen durch die orale Aufnahme von aus Hihnerbestanden stammenden
embryonierten, mit H. meleagridis infizierten Heterakiden-Eiern und zum anderen durch die
orale Gabe von Regenwirmern aus Fasanenbestanden infiziert werden. Auch Reis et al.
(2009) konnten bei einem Chukarhuhn sowohl eine Infektion mit H. meleagridis als auch

Heterakis gallinarum nachweisen.

Neben Huhnervdgeln ist H. meleagridis zudem in der Lage, auch andere Spezies zu infizieren.
So wurden in einer Arbeit Moschusenten (Cairina moschata) und Mularden, eine nicht
fortpflanzungsfahige Kreuzung aus Hausente (Anas platyrhynchos) und Moschusente,
intrakloakal mit Histomonaden infiziert (Callait-Cardinal et al. 2006). In diesem Versuch
konnten keine klinischen Symptome oder Anderungen in Bezug auf die Gewichtszunahme im
Vergleich zu nicht infizierten Enten induziert werden. Jedoch zeigten sich bei funf Enten
typische, makroskopisch erkennbare Blinddarm-Lasionen, wenn auch in deutlich geringerer
Auspragung als bei Puten. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die Ente kein
vielversprechender Wirt fir H. meleagridis zu sein scheint, wobei sie jedoch durchaus eine
Rolle als Ubertrager spielen konnte. Auch Lund et al. (1974) kamen zu dieser
Schlussfolgerung, nachdem sie erfolglos versuchten, bei Enten und Gansen sowohl Uber die
orale Aufnahme von embryonierten, mit Histomonaden infizierten Heterakis-Eiern als auch
Uber die intrakloakale Applikation von 100.000 Histomonaden je Tier eine Kklinische
Histomonose zu induzieren. In einer anderen Veroffentlichung wurde tber den histologischen
Nachweis von H. meleagridis in der Mukosa und Submukosa des Darms sowie im
Lebergewebe bei Enten in einem Bestand mit 300 Tieren berichtet (Alkhalaf und Mahmoud
2009). Das klinische Bild war gepragt von blutiger Diarrhoe sowie Schwache und Dehydration.

In diesem Fall wurde jedoch zeitgleich Enterococcus faecalis im Intestinum nachgewiesen.

Auch StrauBe (Struthio camelus) und Nandus (Rhea americana) konnten mit Histomonaden

in Verbindung gebracht werden. Borst und Lambers (1985) berichteten Uber eine
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Typhlohepatitis bei zwei jungen Straullen sowie den mikroskopischen Nachweis eines
Histomonas-ahnlichen Erregers. Bei zwei in Hobbyhaltung verendeten Nandus konnten
ebenfalls die fur eine Infektion mit H. meleagridis typischen Veradnderungen in den
Blinddarmen eruiert werden. Mittels histologischer Untersuchungen wurden auch hier
Histomonas-ahnliche Parasiten nachgewiesen. Interessant ist, dass diese Nandus zuvor mit
Huhnern, Wildputen, Fasanen, Pfauen und Wasservigeln zusammengehalten wurden
(McMillan und Zellen 1991).

2.4.2 Ubertragung

Hinsichtlich der Ubertragung von H. meleagridis wird aus epidemiologischen Gesichtspunkten
zwischen der direkten Ubertragung von Tier zu Tier und der Ubertragung von Bestand zu
Bestand Uber Vektoren oder Zwischenwirte unterschieden. Untersuchungen aus dem Jahr
1925 von Tyzzer und Collier weisen darauf hin, dass Histomonaden nicht vertikal Ubertragbar

sind.

2.4.2.1 Direkte Ubertragung

Um eine Histomonose innerhalb eines Bestands zu verbreiten, scheint die orale Aufnahme
von Histomonaden eine der effektivsten Methoden zu sein. Nach den Angaben von Moore
(1896) lag bei Puten die Inzidenz einer Histomonose bei 50 % nach Verfitterung von mit
Histomonaden infizierten Lebern und Blinddarmen und bei 75 % nach Gabe von
kontaminiertem Kot. In einer anderen Studie konnte durch die orale Infektion von Puten die
Ausbildung einer Histomonose mit einer erhdhten Mortalitdt von 67 % (Wegeforth und
Wegeforth 1921) ausgeldst werden. Zudem zeigten auch mehrere Veréffentlichungen bei
Huhnern, dass eine orale Infektion mit H. meleagridis moglich ist (Liebhart et al. 2011;
Windisch und Hess 2010; Zahoor et al. 2010). Erkenntnisse Uber die exakte, fir die
Entwicklung einer manifesten Histomonose notwendige Anzahl an oral verabreichten
Histomonaden existieren jedoch bisher nicht (Lund 1955). Im Gegensatz dazu existieren
jedoch Untersuchungen, in denen die Schwarzkopfkrankheit durch die Verfltterung
kontaminierten Materials nicht reproduziert werden konnte (Farmer und Stephenson 1949;
Graybill und Smith 1920). Der Grund dafir kénnte sein, dass die Trophozoiten aufgrund ihrer
Struktur die Passage durch den Magen wegen des dort herrschenden niedrigen pH-Wertes
nicht Uberleben (McDougald 1984).

Wichtiger als die Dosis scheinen jedoch die Umstande zu sein, unter denen die Tiere infiziert
werden. So berichteten Horton-Smith und Long (1956) Uber einen Versuch mit Hihnern, bei

dem die Infektion der Tiere nur dann gelang, wenn sie zuvor 18 Stunden nicht geflttert wurden
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oder wenn sie oral kurz vor Infektion eine alkalische Lésung erhielten, die zu einem Anstieg
des pH-Wertes in Muskelmagen und vorderem Darmtrakt fihrte. In einer weiteren
Untersuchung wurden Puten intrakloakal oder oral mit verschiedenen Histomonaden-
enthaltenden Lésungen und unterschiedlichen Dosen infiziert (Lund 1956). Hierbei zeigte sich,
dass die Infektion der Tiere mit Histomonaden in proteinreichen Lésungen zu einer scheinbar
héheren Infektidsitdt des Erregers fuhrte. Der Autor vermutete, dass eine erhohte

Verdauungsaktivitat der Grund fur diesen Effekt war.

Neben den oben genannten Umstanden bei einer Infektion kdnnten jedoch auch die
unterschiedlichen morphologischen Stadien von H. meleagridis einen Einfluss auf die
Effektivitat der Ubertragung haben. So konnten unter unginstigen Wachstumsbedingungen
die Bildung Zysten-ahnlicher Histomonaden-Stadien, sowohl in der klonalen (Zaragatzki et al.
2010a) als auch in der nicht-klonalen Kultur (Munsch et al. 2009a), (Munsch et al. 2009b)
induziert werden. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass diese Zysten-ahnlichen Stadien
resistenter gegenilber schadlichen Umweltbedingungen sind. Somit konnte infektioses
Material, welches eine gewisse Menge dieser Zysten enthalt, zu einer hdheren Infektionsrate
fuhren als Material, in dem die Anzahl dieser Zysten-ahnlichen Stadien geringer ist (Hauck und
Hafez 2013).

Eine weitere Moglichkeit, den Erreger von Tier zu Tier zu Ubertragen, ist das Cloacal Drinking.
Dabei wird mit Histomonaden kontaminierter Fremdkot durch retrograde Peristaltik der
Kloakenlippen-Muskulatur aufgenommen (Hu und McDougald 2003) und gelangt so direkt in
die Bursa fabricius sowie die Blinddarme (Hu et al. 2004). Dieser Infektionsweg fuhrt zu einer
raschen Ausbreitung von H. meleagridis innerhalb eines Bestandes mit einer hohen
Besatzdichte, insbesondere bei Puten (Lollis et al. 2011). Uber die fiir eine erfolgreiche
Infektion notwendige Dosis existieren widersprichliche Ergebnisse. Wahrend in einer Studie
von Hess et al. (2008) weniger als 10 Histomonaden aus einer klonalen Kultur ausreichten,
bei Puten eine Mortalitat von 100 % zu induzieren, waren in einer anderen Untersuchung 3.162
Histomonaden notwendig, um eine 100 %ige Mortalitdt auszulésen (van der Heijden und
Landman 2008b). In der gleichen Studie war die intrakloakale Infektion von Puten mit 100
Histomonaden nicht erfolgreich. In den meisten Versuchen wurden Dosen von 10.000 oder
100.000 Histomonaden verwendet, und die daraus resultierende Mortalitat betrug mehr als 70
% (Hauck und Hafez 2013).

Bei Hihnern, die intrakloakal mit H. meleagridis infiziert werden, kénnen sich innerhalb von
drei bis vier Tagen nach der Infektion Blinddarmlasionen ausbilden (Windisch und Hess 2010;
Powell et al. 2009; Chappel 1975), sie kdnnen aber auch fehlen. Die Ausbildung von

Leberlasionen ist variabel. Sie kdnnen sich weniger als sechs Tage nach intrakloakaler
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Infektion entwickeln (Beg und Clarkson 1970a), kdnnen komplett fehlen (Lund und Chute
1972a) oder nur bei einer geringen Anzahl an Hihnern ausgebildet sein (Zahoor et al. 2011).
McDougald und Hu (2001) untersuchten den Einfluss von 100.000 intrakloakal applizierten
Histomonaden auf die Auspragung von Lasionen in Leber und Blinddarmen, wobei bis auf die
Kontrollgruppe alle anderen Versuchsgruppen vier Tage vor intrakloakaler Infektion mit H.
meleagridis zusatzlich mit 1.000 bzw. 10.000 sporulierten Oozysten von Eimeria tenella
infiziert wurden. In der Versuchsgruppe, in der die Hihner ausschliellich mit 100.000
Histomonaden infiziert wurden, zeigten 68 % der Tiere Blinddarmlasionen und 19 %

Leberlasionen.

Eine erfolgreiche Ubertragung von H. meleagridis durch den Kontakt infizierter Tiere mit nicht
infizierten Tieren konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden. So reichte
beispielsweise in einem Tierversuch die intrakloakale Infektion von 10 % der in einem Kafig
gehaltenen Puten aus, um bei den Kontakttieren eine Mortalitat von 97 % auszulésen (Hu und
McDougald 2003). In einem anderen Fall, bei dem mit H. meleagridis infizierte und nicht
infizierte Puten in einer Kafigbatterie auf Papier zusammengehalten wurden, lag die Mortalitat
der urspriunglich nicht infizierten Kontakttiere bei 13,3 bis 66,7 % (Mc Dougald und Fuller
2005). Neben dem Verhaltnis von infizierten Tieren zu nicht infizierten Kontakttieren scheint
auch die Zeitspanne, in der die Tiere Kontakt haben, einen Einfluss auf den Erfolg einer
Ubertragung von Histomonaden zu haben. So konnten Armstrong und McDougald (2011) bei
Puten eine erfolgreiche Infektion der Kontakttiere nachweisen, die lediglich eine Stunde mit
den infizierten Tieren zusammengehalten wurden. Die Inzidenz lag in dieser Arbeit zwischen
6,25 und 18,75 %. Bei Huhnern scheint die Verbreitung tUber den Kontakt zwischen infizierten
und nicht infizierten Tieren nicht in der Weise erfolgreich zu sein wie bei Puten. So war es Hu
et al. (2006) beispielsweise nicht moéglich, H. meleagridis durch 10 oder 25 % an infizierten
Huhnern auf den nicht infizierten Teil der Gruppe zu Ubertragen. In einem Versuch, in dem
zehn infizierte Hihner mit vier Kontakttieren zusammengehalten wurden, konnten lediglich bei
zwei der Kontakttiere Histomonaden reisoliert werden. Die anderen beiden Huhner blieben
Uber den gesamten Versuchszeitraum von sechs Wochen Histomonaden-negativ (Hess et al.
2006a).

Experimentell gelang auch die Infektion von Puten durch die intrazékale Applikation von 4.000
mit H. meleagridis infizierten Heterakis-Larven (Swales 1948), wahrend eine Ubertragung des
Protozoons auf das Huhn durch die intrazékale Verabreichung von infiziertem Lebergewebe
von Puten in einer anderen Arbeit nicht erfolgreich verlief (Tyzzer und Fabyan 1920). Nach
subkutanen, subkonjunktivalen und intramuskularen Injektionen von mit H. meleagridis

kontaminiertem Lebermaterial bei Hiihnern und Puten bildeten sich an den Injektionsstellen
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Trophozoiten-enthaltende Abszesse (Tyzzer et al. 1921). Die intramuskulare Injektion
verursachte Lasionen in Leber und Lunge. Nach intravendser Injektion konnten Trophozoiten-
enthaltende Lasionen in Nieren, Herz, Milz, Pankreas, Proventriculus und Lunge detektiert

werden (Tyzzer et al. 1921).

2.4.2.2Indirekte Ubertragung

Der wohl wichtigste Vektor fiir die Ubertragung der Schwarzkopfkrankheit von Bestand zu
Bestand ist der Blinddarmwurm Heterakis gallinarum. Bereits 1920 wurde von Graybill und
Smith (1920) die Relevanz dieser Nematoden erkannt, als sie Puten mittels Verflitterung von
mit H. gallinarum infizierten, embryonierten Eiern — damals noch H. papillosa — mit
Histomonaden infizieren konnten. In den folgenden Jahren fand man heraus, dass H.
meleagridis in die Epithelzellen des Intestinaltraktes der Wurmlarve aufgenommen werden
kann, wenn diese 10 bis 20 Tage alt ist (Lund und Chute 1973). Der mikroskopische Nachweis
von Histomonaden in den Nematoden gelang (Kendall 1959). Man vermutet, dass H.
meleagridis im Intestinaltrakt verbleibt, bis es zur Kopulation des vollstandig entwickelten
Wurms kommt. Den Histomonaden ist es dann méglich, Gber das Ovar des weiblichen Wurms
durch die noch nicht vollstdndig ausgebildete Eischale in das Heterakis-Ei eingebettet zu

werden (Springer et al. 1969).

Ein weiblicher Wurm ist in der Lage, pro Tag 900 Eier auszuscheiden (Chalvet-Monfray et al.
2004). Gelangen diese Eier durch orale Aufnahme in einen Wirt, schlipfen die sich darin
entwickelnden Larven in den Blinddarmen des Wirtes und setzen dabei die sich im Ei
befindlichen Histomonaden frei (Fine 1975). Auch das Absterben der Wirmer im Blinddarm
fuhrt zu einer Freisetzung von H. meleagridis (Lund und Chute 1973). Dazu kommt es
beispielsweise dann, wenn virulente Stdmme von H. meleagridis starke
Entzindungsreaktionen der Zakumschleimhaut verursachen. Die daraus resultierende
Veranderung der Umgebung kann zu ungunstigen Lebensbedingungen fiir H. gallinarum und

somit zu einem Absterben der Nematoden flihren (Lund und Chute 1973).

Hihner stellen neben Perlhihnern, Chukar-Hihnern und Fasanen die wohl
vielversprechendsten Wirte fir Heterakis gallinarum dar (Lund und Chute 1974b; Lund und
Chute 1970), wobei auch Puten fir die Nematoden empfanglich sind (Swales 1948). Adams
et al. (1986) bestatigten den Zusammenhang zwischen H. meleagridis und H. gallinarum, als
sie nachwiesen, dass die Pravalenz fir eine Histomonose in Regionen gréfler ist, in denen
auch Heterakis gallinarum und verschiedene Spezies von Regenwirmern vorkommen.
Aufgrund dessen wird auch heute noch die Meinung vertreten, die Schwarzkopfkrankheit

durch Vermeidung der gemeinsamen Haltung von Hihnern und Puten kontrollieren zu kénnen
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(Lund und Chute 1970; Tyzzer und Fabyan 1922). Jedoch enthalt weniger als ein von 200
Heterakis-Eiern Histomonaden und nicht jeder Wurm entwickelt die gleiche Anzahl an mit H.

meleagridis infizierten Eiern (Lund und Burtner 1957).

Der Versuch, Histomonaden durch andere Nematoden wie Heterakis bonasae zu Ubertragen,
war nicht moéglich (Davidson et al. 1978). Allerdings war die Infektion von Puten und Hihnern
mit H. meleagridis mittels verschiedener Regenwurm-Arten (Lumbricus terrestris,
Allolobophora caliginosa, Eisenia foetida) erfolgreich (Lund et al. 1966a). Bei Hihnern wurde
durch die Verfutterung von mit H. meleagridis kontaminierten Regenwlrmern eine
Infektionsrate von 7 bis 44 % erzielt. Keins der Tiere starb an der Infektion (Lund und Chute
1972a).

Auch Fliegen und verschiedene Grashupferarten kénnen als mechanische Vektoren dienen
und H. meleagridis von einem Bestand zum nachsten transportieren (Frank 1953), genauso
wie der Glanzende Getreideschimmelkafer (Alphitobius diaperinus), der in vielen

Geflugelbestanden vorkommt (Huber et al. 2007).

2.4.3 Klinische Symptome

Wahrend bei Puten eine systemische Histomonose dadurch entsteht, dass H. meleagridis die
Blinddarmschleimhaut penetriert, in den Blutkreislauf eintritt und die Leber kolonisiert, bleiben
die pathologischen Veranderungen bei Hihnern und auch anderen Spezies, die weniger
empfanglich fur das Protozoon sind, meist auf den Blinddarm beschrankt. Obwohl die
Trophozoiten von H. meleagridis bei Puten und Hihnern in diversen Organen nachgewiesen
werden konnten, stellen Leber und Blinddarm die Zielorgane dar (van der Heijden 2009). Die
Inkubationszeit schwankt zwischen sieben und 14 Tagen nach natirlicher und funf bis 19

Tagen nach experimenteller Infektion (Bruzual und Adams 2019).

Frihe klinische Anzeichen aufern sich bei Puten in Form von schwefelgelbem Kot,
gestraubtem Gefieder, Mattigkeit, gesenktem Kopf, hangenden Fligeln, gestelztem Gang,
geschlossenen Augen und sowie Anorexie (McDougald et al. 1997; Malewitz 1956), auch die
Futteraufnahme kann deutlich herabgesetzt sein und die Wasseraufnahme ansteigen (Aka et
al. 2011).

Bei Huhnern zeigt sich oft ein gestortes Allgemeinbefinden mit Apathie, Kimmern,
gestraubtem Gefieder, hangenden Fligeln und geschlossenen Augen (Popp et al. 2011;
Homer und Butcher 1991), nichtsdestotrotz kdnnen die Symptome auch fehlen (Zahoor et al.
2011). In einer Untersuchung von Liebhart et al. (2013) wurde nach der Infektion bei

Legehennen ein Legeleistungseinbruch um bis zu 30 % festgestellt. Bei Masthiihnern kann
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sich eine Histomonose durch verminderte Gewichtszunahmen &uf3ern (Popp et al. 2011).
Gerth et al. (1985) beobachteten eine verminderte Eischalenqualitat und Legeleistung in der
Produktionsphase, nachdem die Huhner am Ende der Aufzucht mit H. meleagridis infiziert
wurden. Die zyanotischen Kopfanhange und die daraus resultierende dunkle Verfarbung der
Haut im Kopfbereich, die der Histomonose einst auch das Synonym Schwarzkopfkrankheit

verlieh, werden heute kaum noch beobachtet (McDougald 2008).

2.4.4 Pathologisch-anatomische Veranderungen

Um den achten Tag nach der Infektion mit H. meleagridis bilden sich bei Puten im Blinddarm
Lasionen, wobei entweder einer oder auch beide Blinddarme betroffen sein kénnen (Smith
1895). Bei Hihnern kommt es als Folge der Besiedlung des Blinddarms zu einer Verdickung
der Mukosa, die Blinddarme sind vergroRert, hyperamisch und geflllt mit einem weil3-
graulichen bis braun-fleckigen Inhalt (Esquenet et al. 2003), wobei sich dieses feste Exsudat
nicht ohne Substanzverlust von der Blinddarmschleimhaut 16sen lasst (Homer und Butcher
1991). Bei Puten wird der Inhalt als kasig und weisslich-fibrinds beschrieben (Aka et al. 2011;
Popp et al. 2011). Durch die Bildung der festen Ausgiisse kann es zu einer Perforation der

Blinddarme und in der Folge zu einer Peritonitis kommen (Lotfi 2011; van der Heijden 2009).

Makroskopisch sichtbare Lasionen in der Leber kommen beim Huhn, im Vergleich zur Pute,
nur selten vor oder fehlen vollstandig (Madsen 1962). Esquenet et al. (2003) konnten mittels
mikroskopischer Untersuchungen von makroskopisch lasionsfreien Huhnerlebern jedoch
fokale Nekroseherde nachweisen. Bei Puten sind die Lebern haufig geschwollen. Um den 10.
Tag p.i. bilden sich kraterahnliche Nekroseherde mit eingezogenem Zentrum und deutlich

definiertem Rand oder kleine, multiple Lasionen (McDougald 2005; McDougald et al. 1997).

Auch die Zusammensetzung der Darmflora scheint flir den Auspragungsgrad der Lasionen
von hoher Wichtigkeit zu sein, wenngleich die Ergebnisse von Untersuchungen diesbezlglich
widersprichlich sind. So konnten McDougald und Hu (2001) feststellen, dass eine
Mischinfektion mit E. fenella und H. meleagridis bei experimentell infizierten Hihnern den
Schwergrad der Leberlasionen erhoht und vermuteten, dass die Vorschadigung der
Blinddarm-Mukosa durch die Kokzidien zu einem verstarkten Eindringen des Erregers in das
Blinddarmgewebe flhrt. Bei mit E. adenoides infizierten Puten hingegen wurde ein negativ-
korrelierender Effekt beobachtet (McDougald und Fuller 2005). Die Tiere, die sowohl mit H.
meleagridis als auch mit E. adenoides infiziert waren, zeigten weniger schwere Lasionen und
einen geringeren Anteil an erkrankten Tieren als die, die nur mit Histomonaden infiziert
wurden. Auch Chappel (1973) stellte viele Jahre vorher schon fest, dass H. meleagridis die

Oozysten-Produktion von E. tenella negativ beeinflusst und vermutete, dass dies auf einen
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geringeren Anteil intakten Gewebes zurickzufihren ist, welches fir die Gametogenese

notwendig ist.

2.4.5 Pathohistologische Veranderungen

Bei Huhnern kdnnen Histomonaden eine mit zahlreichen Ulzerationen durchsetzte, schwere
diphteroide Typhlitis verursachen, die tief in die Submukosa und herdférmig in die Tunica
muscularis reicht (Gerth et al. 1985). Von Homer und Butcher (1991) werden die
Veranderungen im Blinddarm als fibrinonekrotische, ulzerative, granulomatése Typhlitis
bezeichnet. Hafez et al. (2001) beschreiben die Entziindung als diphteroid-nekrotisierend.
Mittels mikroskopischer Untersuchungen fand man heraus, dass das Zentrum der durch H.
meleagridis verursachten Blinddarmentziindungen aus einem amorphen, eosinophilen
Exsudat mit zahlreichen degenerierten Leukozyten, abgelésten Epithelzellen, Erythrozyten,
Thrombozyten und Bakterien besteht (Homer und Butcher 1991). In einigen Entziindungs-
Zentren konnte eine Schichtung der eosinophilen Masse sowie das Vorkommen einer
geringen Anzahl an polygonalen bis runden Histomonaden-Trophozoiten mit einem
Durchmesser von 7 bis 13 um beobachtet werden. Die Zentren waren zudem teilweise von
multinukledren Riesenzellen umgeben, ein Groldteil der Mukosa war ulzeriert. In Lamina
propria, der Submukosa sowie in einigen Fallen auch in der Tunica muscularis konnten neben
eingewanderten Entziindungszellen (Esquenet et al. 2003), zahlreiche Vakuolen mit ein bis
funf Histomonaden-Trophozoiten mit einem Durchmesser von 9 bis 18 um festgestellt werden
(Homer und Butcher 1991).

In Huhnerlebern fihrt eine Infektion mit H. meleagridis zu ausgedehnten, tiefgreifenden
Nekrosen mit hochgradiger Infiltration von Histiozyten, heterophilen Granulozyten und
Lymphozyten (Gerth et al. 1985). Auch eine entzindliche Verdnderung der Bursa fabricius
konnte bei Huhnern beobachtet werden, wobei die Lasionen nekrotische Bereiche des
Parenchyms als auch eine Infiltration mit heterophilen Granulozyten, Lymphozyten,
Plasmazellen, Makrophagen, Riesenzellen und Histomonaden-Trophozoiten aufwiesen
(Cortes et al. 2004). Auch in einer Untersuchung eines Histomonose-Ausbruchs bei neun bis
11 Wochen alten Puten konnten multifokale Nekroseherde und eine granulomatdse
Inflammation in Lebern, Blinddarmen, Peritoneum, Bursa fabricii, Nieren, Lungen, Pankreas

sowie Drisenmagen festgestellt werden (Senties-Cue et al. 2009).
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2.4.6 Mortalitat

Die Angaben zu Mortalitatsraten aufgrund einer Infektion mit H. meleagridis variieren in der
Literatur stark. Im Allgemeinen ist die Mortalitat in infizierten Putenbestanden deutlich hoher

als bei Huhnern.

Liebhart und Hess (2019) gaben in ihrer Veroffentlichung Uber Puten eine Spannweite an
Mortalitatsraten im Bereich von unter 10 % bis hin zu Verlusten ganzer Herden an. Jung et al.
(2009) verzeichneten bei Mastputen eine Mortalitat von 56,7 %, Popp et al. (2011) hingegen
berichteten tGber mehrere Ausbriiche bei Bio-Puten, wobei die Mortalitat dort nahezu 100 %
betrug. In einer Studie von Callait-Cardinal et al. (2007), in der 113 Histomonosis-Falle bei
Puten in Frankreich dargelegt wurden, schwankte die Mortalitdt je nach Ausbruch bei
Mastputen zwischen unter 10 % und 100 %, wobei 60 % der Herden eine Mortalitat von unter
10 % aufwiesen. Bei Putenelterntieren lag die Sterblichkeit mit im Durchschnitt 60,2 % sogar

noch etwas hoher als bei den Mastputen.

Bei Hihnern, die lange Zeit lediglich als asymptomatische Trager fir den Erreger eine Rolle
zu spielen schienen, variieren die Angaben weniger stark als bei Puten. Gerth et al. (1985)
beispielsweise berichteten Uber die Infektion mit H. meleagridis in einem Junghennenbestand
mit einer leicht erhdhten Mortalitat von 2 % pro Woche. Auch in einer Broilerherde in Kalifornien
wurde im Rahmen einer Histomonose lediglich ein leichter Anstieg der Mortalitat verzeichnet
(Cortes et al. 2004). Homer und Butcher (1991) berichteten Uber den Ausbruch einer
Histomonose bei vier bis sechs Wochen alten Junghennen der Rasse weille Leghorn, bei der

eine Erhéhung der Mortalitat auf 2 — 3 % angegeben wurde.

Dolka et al. (2015) berichteten hingegen uber einen Ausbruch der Histomonose bei
Huhnerelterntieren in einem Aufzuchtsbetrieb in Polen, wobei hier eine Mortalitat von 6,6 %
zwischen der 5. und der 19. Lebenswoche angegeben wurde. In diesem Fall konnten
zusatzlich Bakterien der Gattung Gallibacterium spp. nachgewiesen werden. Esquenet et al.
(2003) dokumentierten einen Fall bei Freiland-Legehennen mit einer Gesamtmortalitat von 9,1
%, wobei gleichzeitig Ascaridia galli und Brachyspira-ahnliche Bakterien nachgewiesen
werden konnten. Ganapathy et al. (2000) berichteten tber den Ausbruch einer Histomonose
in einem Broilerbestand bei drei Wochen alten Masthihnern. Die Gesamtmortalitat bis zum
Ende der 6. Lebenswoche betrug hier 19,3 %, wobei darauf hinzuweisen ist, dass die Tiere
zeitgleich mit Salmonella typhimurium var copenhagen und Escherichia coli infiziert waren.
Hafez et al. (2001) berichteten sogar uber eine Sterberate von 50 % bei einer im Freiland
gehaltenen Legehennen-Herde. In diesem Fall wiesen die Tiere zudem eine Infektion mit

Erysipelothrix rhusiopathiae und Escherichia coli auf. In einem Versuch, in dem Huhner
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intrakloakal mit Leber- und Blinddarmmaterial einer an Histomonose moribund erkrankten Pute

infiziert wurden, konnten Mortalitatsraten bis zu 71 % festgestellt werden (Desowitz 1951).

2.4.7 Immunitat

Obwohl sich zahlreiche Studien mit der Entwicklung eines Impfstoffes gegen Histomonaden
beschaftigen, gibt es sowohl Gber die Immunantwort von Huhn und Pute als auch tber die
Mechanismen, die bei einer Immunisierung aufgrund einer Infektion mit H. meleagridis
ablaufen, immer noch sehr wenig Erkenntnisse (Lollis et al. 2011). Klar ist jedoch, dass eine
Pute, die erkrankt und genesen ist, an einer Re-Infektion mit Histomonaden verenden kann
(Curtis 1907).

2.4.7.1 Angeborene Immunitat

Den ersten Bestandteil der angeborenen Immunitdt gegeniber einer Infektion mit H.
meleagridis stellt die natlrliche anatomische Barriere des Gastrointestinaltrakts dar. So wurde
Uber orale Infektionsversuche bei Hihnern (Horton-Smith und Long 1956) und bei Puten
(Liebhart und Hess 2009; Hu et al. 2004; Lund 1956; Farmer und Stephenson 1949) berichtet,
bei denen man das Scheitern eines Infektionsversuchs auf einen niedrigen pH-Wert im
Muskelmagen zurlckfihrte. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass das Hungern
lassen von Huhnern beziehungsweise die Futterung einer alkalischen Lésung vor der oralen
Infektion mit Histomonaden zu deutlich starkeren Lasionen in den Blinddarmen fihrte (Horton-
Smith und Long 1956). Dies wurde mit dem Anstieg des pH-Wertes im Gastrointestinaltrakt
erklart.

Des Weiteren fanden Mitra et al. (2017) und Kidane et al. (2018) heraus, dass es bei Hihnern
im Vergleich zu Puten schon in einem sehr frGhen Stadium der Infektion zu einem deutlichen
Anstieg der Monozyten und Makrophagen im Blut und im Blinddarm kommt. Die Autoren
vermuten, dass die hohe Anzahl an Makrophagen zu einem initialen Zeitpunkt und die
Fahigkeit dieser Zellen zur Phagozytose Griinde dafir sind, warum bei Hihnern die Infektion
mit Histomonaden im Allgemeinen mit weniger schwerwiegenden Folgen ablauft als bei Puten,
bei denen diese erste proinflammatorische Immunantwort verspatet vonstattengeht (Mitra et
al. 2018).

Bei der Untersuchung der mRNA-Expression der Gene fir proinflammatorische Zytokine bei
Huhnern und Puten fand man heraus, dass bei Hihnern bereits einen Tag nach Infektion eine

Immunantwort in den Zakaltonsillen initiert wird, wahrend die Hochregulation der
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Genexpression bei Puten erst dann geschieht, wenn das Protozoon bereits in der Leber

nachzuweisen ist (Powell et al. 2009).

2.4.7.2 Adaptive Immunantwort
2.4.7.2.1 Pathogen-spezifische Antikorper

Die erste Studie, die sich mit der passiven Immunisierung von Hihnern und Puten
beschaftigte, wurde von Clarkson (1963) durchgeflihrt. Er Gbertrug Serum von erkrankten,
therapierten Tieren auf naive Tiere und wies nach, dass dies bei empfanglichen Tieren nicht
zu einem Schutz gegen eine Infektion mit H. meleagridis fuhrte. Diese Beobachtung konnte
auch durch Bleyen et al. (2009b) bestatigt werden. Die Autoren zeigten, dass Puten durch
zirkulierende Antikérper im Serum nicht vor einer Erkrankung geschitzt werden konnten,
obwohl die gleichen Antikérper in-vitro eine Komplement-assoziierte Lyse von H. meleagridis
induziert hatten. Auch Windisch und Hess (2010) vermuteten, dass die mukosale
Immunantwort in Bezug auf die Pravention der Erkrankung relevanter zu sein scheint als

zirkulierende Antikorper.

In einer anderen experimentellen Studie konnte bei Hilhnern, die mit 14 Tagen infiziert worden
waren, ein Antikdrperanstieg im Serum bereits zwei Wochen p.i. festgestellt werden, wobei die
Menge der detektierten IgG-Antikdrper noch bis sechs Wochen nach Infektion, als der Versuch
beendet wurde, Uber einem vorher festgelegten Cut-off-Wert lag (Windisch und Hess 2009).
Zwei Jahre spater konnten die oben genannten Autoren in einer weiteren Studie erneut einen
Anstieg der IgG-Antikdrper im Serum von Huhnern zwei Wochen nach Infektion beobachten,
wobei die IgM- und IgA-Antikérpertiter im Serum niedrig blieben (Windisch und Hess 2010).
Interessanterweise wurden in dieser Arbeit auch starke Immunreaktionen in verschiedenen
intestinalen Gewebeproben festgestellt. So zeigte sich im infizierten Blinddarm ein initialer
Anstieg von IgM-Antikérpern, hohe IgG-Level und kontinuierlich erhohte IgA-Antikorper. Die
Menge der IgA-Antikorper in Duodenum und Jejunum waren vergleichbar mit der im

Blinddarm, wobei der Anstieg der IgM- und IgG-Antikérper jedoch deutlich schwacher ausfiel.

Powell et al. (2009) verglichen die Immunreaktion bei Hiihnern mit denen von Puten. Sie
stellten fest, dass Hiihner durch eine maternale Immunreaktion im Blinddarm in der Lage sind,
die Anzahl der Histomonaden zu reduzieren und dass sich bei Hiihnern im Vergleich zu Puten

mehr Antikorper bildeten.

Lotfi et al. (2014) verglichen die humorale Immunantwort gegen Actinin 1 und 3 bei einer
Legelinie und einer Mastlinie mittels ELISA. Die humorale Immunantwort gegen Actinin 1

setzte bei der Legelinie friher ein und wies einen signifikant héheren Titer auf als bei der
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Mastlinie. Die erzielten Ergebnisse zeigten, dass der genetische Hintergrund der Tiere die

Reaktion auf eine Infektion mit H. meleagridis beeinflusst.

2.4.7.2.2 Zell-vermittelte Immunantwort

Im Allgemeinen spielen sowohl die CD4* T-Helferzellen als auch die CD8" T-cytotoxischen
Zellen eine bedeutende Rolle fir die Wirts-Erreger-Interaktion. So koordinieren beispielsweise
CD3*CD4*CD8alpha- T-Helferzellen die Produktion von Zytokinen, die Ausschiittung von
Effektorzellen, die Bildung von Antikdrpern oder die Aktivitat verschiedener T-Zellen, wahrend
CD3*CD4CD8alpha* T-Zellen als cytotoxische T-Zellen mittels verschiedener Mechanismen
die Lyse eines Pathogens ausldsen kdnnen (Mitra et al. 2018). In Bezug auf eine Infektion mit
H. meleagridis konnten durch Studien an diesen Zellen neue interessante Erkenntnisse
gewonnen werden. So konnten Powell et al. (2009) mittels immunhistochemischen Farbungen
einen Einstrom verschiedener T-Zell-Populationen in die Lebern von Puten und Hihnern
nachweisen, wobei dies mit der Infiltration des Gewebes mit H. meleagridis korrelierte. Bei
Puten war diese Reaktion starker ausgepragt als bei Hihnern und gleichzeitig konnte ein
Absinken der entsprechenden Immunzellen in der Milz, auch diese Beobachtung war bei der

Pute deutlicher zu sehen als beim Huhn, erfasst werden.

Auch in einer Untersuchung von mit H. meleagridis und Heterakis gallinarum infizierten
Huhnern stellte sich heraus, dass das Absinken von CD4+ T-Zellen in der Milz in Verbindung
mit der Zerstorung der Mukosa des Blinddarms und einer Infiltration der zdkalen Lamina
propria mit verschiedenen T-Zellen steht (Schwarz et al. 2011). Eine Infiltration von B- und T-
Lymphozyten im Blinddarm bei Hihnern konnte zwischen dem 4. und 10. Tag p.i. beobachtet
werden (Kidane et al. 2018). Untersuchungen der Zytokine bei Huhn und Pute konnten zudem
einen speziesspezifischen Unterschied in der Hoch- und Runterregulation der mRNA-
Expression flr verschiedene Interleukine zeigen. So findet man beim Huhn schon sehr friih
wahrend der Infektion das proinflammatorische Zytokin IFN-y in Blinddarmzellen, wahrend die
Hochregulation der Expression der entsprechenden mRNA-Gene bei der Pute erst zu einem

spateren Zeitpunkt stattfindet (Powell et al. 2009).

Ein weiterer Unterschied zeigte sich bei der Betrachtung der regulatorischen Zytokine. Die im
Vergleich zur Pute beim Huhn sehr frihe Hochregulation der Gen-Expression fir das
regulatorische Zytokin IL-10 (Kidane et al. 2018) kénnte ein Grund fir die eher schwacher
ausgebildeten klinischen Symptome und die héhere Wahrscheinlichkeit fir eine Genesung der
Tiere sein (Mitra et al. 2018).
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2.5 Diagnose
2.5.1 Erregernachweis

Hess et al. (2006a) konnten in einer Studie mit Puten und SPF-HUhnern nachweisen, dass
sowohl Puten als auch Huhner H. meleagridis nach intrakloakaler Infektion intermittierend

ausscheiden, wobei das Phanomen bei Huhnern deutlicher ausgepragt war.

2.5.1.1 Mikroskopie

Fir den mikroskopischen Nachweis lebender Histomonaden mit einer Grélke von
durchschnittlich 10 pym sollte eine 200- bis 400-fache VergréRerung und vorzugsweise ein
Phasenkontrast-Mikroskop verwendet werden (Mc Dougald 2005). Dartiber hinaus sollte die
Probe von einem frisch verendeten, noch warmen Tier stammen und die Probe wahrend der
Praparation und der Untersuchung warmgehalten werden (Balczulat 2013). Der Nachweis in
anderen Organen als dem Blinddarm ist schwierig, da nur dort die Stadien vorkommen, die

begeillelt und deren Bewegung im Nativpraparat gut sichtbar sind (McDougald 2008).

2.5.1.2 Histopathologie

Im Allgemeinen basiert die Diagnose der Histomonose auf der Kombination von
mikroskopischer Untersuchung von Blinddarmen und Lebern unter Verwendung der
Hamatoxylin- und Eosin-Farbung (HE), der PAS-Farbung (periodic acid-Schiff reaction) oder
der Grocott-Farbung und makroskopisch sichtbaren pathologischen Organveranderungen.
Wahrend die Histomonaden bei der PAS-Farbung als rote, granulierte Kérperchen abgebildet
werden, sind die granulierten Koérperchen bei der Grocott-Farbung eher hellbraun bis schwarz
(Kemp und Reid 1966a), bei der HE-Farbung von Leberschnitten kénnen Histomonaden in
Clustern vorliegen (McDougald 2005). Auch Brener et al. (2006) berichteten, dass
Histomonaden einzeln oder als Ansammlung runder, azidophiler Gebilde auftreten konnen. Da
das Protozoon sich jedoch nicht immer ausreichend anfarben lasst, kann es unter Umstanden
zu Problemen bei der Abgrenzung zu anderen Mikroorganismen wie Blastomyces und
Candida albicans kommen (Kemp und Reid 1966b).

2.5.1.3 Anzucht

Eine Isolierung und Kultivierung von Parasiten wie H. meleagridis kann fur die Beantwortung
verschiedener Fragestellungen sehr hilfreich sein. Nach den Angaben von Visvesvara und
Garcia (2002) gehdren zu diesen Problemstellungen insbesondere die Diagnosestellung, die

Produktion von Antigen, die Identifizierung von bei der Infektion involvierten Proteinen, die
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Einschatzung von protektiven Antikorpern, die zellvermittelte Immunantwort und Zytokine,
Tests an Chemotherapeutika, die Sicherung von Feldisolaten, die Untersuchung resistenter
Isolate und unterschiedlicher Stdmme, die Produktion attenuierter Vakzine, die Produktion
eines Inokulums fur Tests in vivo sowie die Gewinnung von Erkenntnissen bezlglich

Biochemie, Physiologie und Morphologie des Erregers.

Fir die erfolgreiche Kultivierung von H. meleagridis sind verschiedene Anforderungen
notwendig (Lollis et al. 2011). So wurden in den letzten Jahrzehnten einige Kulturmedien auf
ihre Eignung fiir die Anzucht von H. meleagridis getestet. Das erste erfolgreiche Kulturmedium
basierte auf einer Kombination aus koaguliertem Eiweil} abgedeckt mit einer Blut-Bouillon, in
der sich 1 % Pepton befand (Drbohlav 1924). Wahrend dieses Medium noch aus festen und
flissigen Anteilen bestand, wurden bereits wenig spater rein flissige Kulturmedien entwickelt.
Devolt (1943) nutzte eine Kombination aus einer salzhaltigen Lésung und Glucose, einem 1
%igen Anteil an Serum, 10 mg Reispuder und Holzkohle. Die Histomonaden wuchsen in
diesem Kulturmedium erfolgreich, erreichten aber den Wachstumshohepunkt erst nach ein bis
zwei Wochen. Andere Autoren nutzten eine Kombination aus gepufferter Salzlésung, erganzt
mit Serum oder anderen Zusatzen wie beispielsweise Reisstarke (Bishop 1938; Tyzzer 1934).
Dwyer und Honigberg (1970) entwickelten ein Medium, in dem sich die Histomonaden extensiv
und schnell vermehren. Dieses besteht zu 85 % bis 90 % aus Medium 199, zu 5 % bis 10 %
aus hitzeinaktiviertem Pferdeserum, zu 5 % aus Hihnerembryo-Extrakt, supplementiert mit 10

bis 12 mg Reismehl pro 12,5 ml Medium.

Die Notwendigkeit der Anwesenheit von Bakterien fur das Wachstum von H. meleagridis ist
noch immer umstritten. Allgemeinhin gilt, dass Histomonaden lebende Bakterien im Blinddarm
bendtigen, um sich zu vermehren (Stepkowski und Klimont 1980) und dass eine Induktion der
Erkrankung in gnotobiotischen Tieren nicht moéglich ist (Doll und Franker 1963). Jedoch ist
anderen Autoren eine erfolgreiche Anzucht auch mit toten Bakterien gelungen (Lund et al.
1967), (Lesser 1960a), (Lesser 1960b). Delappe (1953a) nutzte Penicillin bei der Isolierung
von H. meleagridis aus Puten und stellte bei einer kleineren Bakterienpopulation ein besseres
Wachstum des Protozoons fest. Darliber hinaus konnte in anderen Versuchen der positive
Einfluss einer anaeroben Umgebung auf das Wachstum von H. meleagridis nachgewiesen
werden (Delappe 1953b).

Die Erhaltung einer Histomonaden-Kultur Gber mehrere Jahre kann in flissigem Stickstoff
durchgefuhrt werden. DMSO (8 %) mit Hihnerserum (8 %) in Medium 199 fungiert dabei als
Kryoprotektor (Dwyer 1970; Chute und Chute 1969; Honigberg und Dwyer 1969).
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2.5.1.4 Polymerase chain reaction (PCR)

Die Anwesenheit von Histomonaden-DNA nach nattrlicher und experimenteller Infektion kann
mittels PCR in verschiedensten Organen festgestellt werden (Hauck et al. 2006). So konnten
Grabensteiner et al. (2006) nach experimenteller Infektion von Hihnern H. meleagridis-DNA
im Blinddarm, in der Bursa fabricius, in den Nieren, im Herzen und im Gehirn nachweisen,
wahrend im gleichen Versuch der Nachweis von H. meleagridis bei Puten daruber hinaus auch
in Drisenmagen, Duodenum, Zakum, Jejunum, Pankreas, Leber, Milz, Lungen und Thymus
gelang. In den zuvor genannten Studien wurden Primer genutzt, deren Sequenz auf einem
Teil des ssu rRNA-Gens basieren (Gerbod et al. 2001). Hafez et al. (2005a) entwickelten
mithilfe eines Teils des ssu rRNA-Gens eine konventionelle PCR, eine nested-PCR sowie eine
Real-time PCR und verglichen Spezifitdt und Sensitivitdt der unterschiedlichen PCRs
miteinander. Wahrend sich die konventionelle und die nested-PCR im Vergleich zur Real-time
PCR als weniger spezifisch erwiesen, war die Nachweisgrenze bei der Real-time PCR im
Vergleich zur konventionellen PCR um das Zehnfache, im Vergleich zur nested-PCR um das
Einhundertfache héher. Huber et al. (2005) entwickelten eine hoch sensitive PCR, mit der es
gelang, ein positives Ergebnis bei nur 10 Parasiten/ml im Blinddarmkot zu detektieren.
Aufgrund der Annahme, dass es bei Hihnern und Puten oft zu Mischinfektionen mit mehreren
Einzellern kommt, designten Grabensteiner und Hess (2006) auf Basis des ssu rRNA-Gens
drei verschiedene Primerpaare, mithilfe derer sie H. meleagridis, T. gallinarum und

Blastocystis spp. nachweisen konnten.

Um die negativen Auswirkungen von PCR-inhibierenden Substanzen und damit falsch-
negative Ergebnisse auszuschlielRen, entwickelten Bleyen et al. (2006) eine PCR mit
integrierter Amplifikationskontrolle, basierend auf einem 901 bp grol3en Teil des 18S rRNA
Gens. Xu et al. (2014) berichteten einige Jahre spater Uber die Entwicklung einer Variante der
isothermalen DNA-Amplifikation, der LAMP (Loop-mediated isothermal amplification assay)
zum Nachweis von H. meleagridis. Auch hier wurden die Primer auf Basis des 18 S rRNA
Gens ausgewahlt. Diese Methode stellte sich als um das Zehnfache sensitiver heraus als eine
konventionelle PCR, wobei der Unterschied vor allem in Bezug auf makroskopisch veranderte
Blinddarme am deutlichsten war. Die Autoren vermuteten, dass die falsch-negativen
Ergebnisse durch Inhibitoren der Polymerase zustande kommen, die sich vor allem im Darm

befinden.

2.5.1.5In-situ Hybridisierung

In den letzten 15 Jahren wurde mehrfach tber erfolgreiche Nachweise verschiedener Protozoa

in Gewebeproben mittels In-situ Hybridisierung berichtet. So konnten bereits das Vorkommen
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von Cryptosporidien (Chvala et al. 2006), Trichomonaden (Mostegl et al. 2010) oder auch
Entamoeba spp. und Monocercomonas spp. (Richter et al. 2008) erwiesen werden. Liebhart
et al. (2006) entwickelten eine In-situ Hybridisierung zum Nachweis histomonaler Nukleinsaure
in Blinddarmen und Lebern von Hihnern und Puten. Dazu wurden die Gewebeproben in
Paraffin eingebettet. Vorteile dieser Methode sind zum einen die héhere Spezifitat fur den
Nachweis von H. meleagridis im Gewebe und zum anderen, dass die Verteilung der

Histomonaden in den Organen visualisiert werden kann.

2.5.1.6 Immunhistochemie

Neben der In-situ Hybridisierung kann auch die Immunhistochemie fir den Nachweis von H.
meleagridis genutzt werden. In einer experimentellen Studie von Singh et al. (2008) wurden
Puten mit Histomonaden infiziert und Gewebeproben dieser Tiere in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. Mittels polyklonaler Antikorper, die aus Kaninchen gewonnen wurden,
konnte H. meleagridis in verschiedenen Geweben detektiert werden. Insbesondere bei einer
geringen Anzahl an Parasiten wurde diese Methode als sensitiver als HE- und PAS-Farbungen

eingestuft.

2.5.2 Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)

Ein weiteres diagnostisches Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit H. meleagridis ist der
ELISA. Windisch und Hess (2009) entwickelten einen indirekten Sandwich-ELISA zum
Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen Histomonaden in Seren von infizierten Hihnern und
Puten. Obwohl IgG-Antikérper in Bezug auf die Protektivitat nur eine geringe Rolle zu spielen
scheinen, lassen sich mithilfe dieses ELISAs latent infizierte Huhner innerhalb von 14 Tagen
p.i. identifizieren. Dies nutzten Grafl et al. (2011) fur ein Screening von Legehennen in
Aufzuchtsbetrieben und wahrend der Produktion. Sie fanden heraus, dass die Pravalenz einer
Infektion mit Histomonaden in den Freilandbetrieben deutlich hoher war als bei Tieren, die
ausschlieBlich im Stall ohne Freilauf gehalten wurden. Kurze Zeit spater wurde ein spezifischer
Blocking-ELISA etabliert, der auf monoklonalen Antikérpern gegen ein in Histomonaden
vorkommendes Protein basierte (van der Heijden et al. 2010). Dieses Diagnostikum ist in der
Lage, zwischen Antikorpern gegen H. meleagridis und dem nahe verwandten
Tetratrichomonas gallinarum zu unterscheiden. In einer Studie von van der Heijden und
Landman (2011) konnte mittels dieses kompetitiven ELISAs die weite Verbreitung von H.
meleagridis bei Legehuhnern bestatigt werden. Im Gegensatz zur Studie von Grafl et al. (2011)
konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Haltungssystemen und der

Pravalenz einer Histomonaden-Infektion festgestellt werden.
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2.5.3 Veranderungen des Blutes

Bereits 1951 flhrten McGuire und Cavett (1952) erste Untersuchungen der Blutbestandteile
bei Puten durch, die mit Histomonaden infiziert worden waren. Sie fanden heraus, dass die
Infektion mit H. meleagridis einerseits initial zu einem Abfall an Nicht-Protein-Stickstoff,
Harnsaure, Glucose sowie Erythrozyten und Hamoglobin flihrte, andererseits aber zu einem
Anstieg der Leukozyten. Spatere Studien an Puten ergaben einen Anstieg der
Asparaginsaureaminotransferase (AST), Laktatdehydrogenase (LDH), Malatdehydrogenase
(MDH), Glutamatdehydrogenase (GLDH) und des Bilirubins, sowohl nach experimenteller
(Hirsch 1979; Al-Khateeb und Hansen 1974), (Beg und Clarkson 1970a), (Beg und Clarkson
1970b), (McDougald und Hansen 1970) als auch nach natirlicher Infektion (Koncicki et al.
1999). Bei Hiihnern konnte in Bezug auf diese Enzyme ein Absinken festgestellt werden, wenn

nur Blinddarmlasionen vorlagen (McDougald und Hansen 1970).

Hinsichtlich der Bluteiweil3e konnten nach einer Infektion mit Histomonaden bei Hihnern und
Puten erniedrigte Albumin- und erhdhte Globulinwerte detektiert werden (Beg und Clarkson
1970a), (Beg und Clarkson 1970b). Wahrend bei Puten die akute Phase der Infektion zu einem
Anstieg der Alpha-, Beta- und Gammaglobuline fihrt (Mc Dougald und Hansen 1969),
berichteten andere Autoren bei Hihnern nur Gber einen initialen Anstieg und im Verlauf Gber
einen Abfall des Gamma-Globulin-Gehaltes (Beg und Clarkson 1970a). Bei Hihnern konnte
zudem gezeigt werden, dass der Methamoglobin-Wert durch eine Infektion mit Histomonaden
ansteigt (Mathis et al. 1984) und dass eine initial detektierbare Leukozytose sich nach der

akuten Krankheitsphase wieder zurtckbildet (Wilson und Perie 1966).

2.5.4 Genotypisierung

Die Annahme, dass es Unterschiede in der Pathogenitdt von H. meleagridis gibt, ist weit
verbreitet (Callait-Cardinal et al. 2007; Dwyer und Honigberg 1970; Lund 1956; Tyzzer 1936).
Van der Heijden et al. (2006) gibt an, dass die Einteilung von Histomonaden in verschiedene
Gruppen unter anderem helfen kénnte, epidemiologische Zusammenhange zu erkennen, die
Wirksamkeit von Behandlungen zu messen oder Unterschiede in der Virulenz von

verschiedenen Histomonaden-Stammen einzuschéatzen.

Im Jahr 2006 konzentrierten sich van der Heijden et al. (2006) auf einen Teil des ssu rRNA
Gens, der Internal transcribed spacer-1 region (ITS1-Region). Bei diesen Bereichen handelt
es sich um nicht kodierende Abschnitte, die schnellen Veranderungen unterworfen sind und
sich somit besonders fir die Untersuchung auf verschiedene Typen eignen. In dieser Studie
wurden intramolekulare Sequenzvariationen innerhalb eines Isolates betrachtet, als

Fluorgramm dargestellt und die Auswertung aufgrund ihrer Komplexitat auf die Base Cytosin
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reduziert. Die dabei entstandenen C-Profile ergaben zwei sich dhnelnde Subtypen (Typ | und
Typ II) und ein dritter Subtyp, wobei sich letzteres stark von den anderen unterschied. Bei
Proben von Huhnern war vor allem Typ Il vertreten. Drei Jahre spater kamen Mantini et al.
(2009) zu dem Ergebnis, dass es sich bei Typ lll um Parahistomonas wenrichi handelt. Bei
Anwendung dieser Methodik auf die ITS2-Region verschiedener Isolate stellte Balczulat
(2013) fest, dass sich kein Muster ergab und die Reproduzierbarkeit nicht gegeben war. In
einer anderen Untersuchung wurden die ITS1-5.8S rRNA-Sequenzen fir die Analyse
verschiedener Isolate genutzt und das Vorkommen verschiedener Sequenzvariationen als

Konsequenz einer Mischinfektion erklart (Lollis et al. 2011).

Um die genetische Zugehorigkeit verschiedener Isolate zu bestimmen, wurden Histomonaden-
positive Isolate anhand dreier genetischer Loci untersucht (Bilic et al. 2014). Bei diesen
handelte es sich um das Gen fir die 18S rRNA, fiir das alpha-Actinin 1 sowie das rpb1-Gen.
Bei dieser Methode zeigten sich zwei Cluster, also zwei Genotypen. Genotyp 1 kam
vornehmlich bei Proben aus Europa vor, Genotyp 2 konnte nur vereinzelt nachgewiesen

werden.

Die Versuche, fir H. meleagridis positive Isolate mittels Sequenzen zu analysieren, die fir
Proteine kodieren, schlugen fehl (Gerhold et al. 2011, Hauck und Hafez 2009). Auch andere
Abschnitte des rRNA-Gens scheinen flr eine Genotypisierung nicht geeignet, sind aber
hilfreich bei phylogenetischen Analysen (Kleina et al. 2004; Walker et al. 2003; Felleisen
1997).

2.6 Pravention und Kontrolle
2.6.1 Herdenmanagement

Der erste Schritt, eine Krankheit zu kontrollieren und den Eintrag in die Betriebe sowie die
Ausbreitung von Stall zu Stall zu verhindern, ist die Durchsetzung von
Biosicherheitsmaflinahmen. Dies ist in Bezug auf die Histomonose umso wichtiger, da der
Eintragsweg von H. meleagridis in Geflligelhaltungen noch immer nicht vollstandig geklart ist
(Loffi et al. 2012).

Uber den Eintrag von Histomonaden in Gefliigelbestande aufgrund geringer Anforderungen
an die Biosicherheit wurde mehrfach berichtet (Popp et al. 2011; Cortes et al. 2004; Ganapathy
et al. 2000). Der Einfluss der Biosicherheit auf einen Eintrag ist abhangig von der Haltungsform
und damit bei Freilandbetrieben stark limitiert (Liebhart et al. 2017). Dies korreliert mit den

Beobachtungen von Grafl et al. (2011), die bei Legehennen eine hdhere Seropravalenz bei
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Freilandaufzucht- und Freilandlegebetrieben im Vergleich zu Legehennen, die in
Bodenhaltung ohne Freilauf gehalten wurden, ermittelten. Callait-Cardinal et al. (2010)
konnten einen Zusammenhang zwischen erhdhter Mortalitat bei Puten sowie geringem
Hygienelevel und Ansduerung des Trankewassers ermitteln. Nichtsdestotrotz ist es nicht
immer mdglich, Tiere durch sehr hohe Biosicherheitsanforderungen, wie sie bei Mast- oder
Legeelterntieren oft obligatorisch sind, vor einer Histomonose zu schitzen (Dolka et al. 2015;
Callait-Cardinal et al. 2007).

Wahrend laut McDougald (2005) mit dem Kot ausgeschiedene Histomonaden-Zellen ohne den
Schutz eines Vektors bei Umgebungstemperatur nur eine geringe Tenazitat besitzen, konnte
Lotfi (2011) bestatigen, dass lberlebensfahige Histomonaden auch nach 9 Stunden noch in
Fakalien oder Leitungswasser nachweisbar waren. Diese Zeitspanne scheint fir die
Ubertragung des Erregers ausreichend zu sein, zumal experimentelle Studien eine schnelle
Ausbreitung innerhalb eines Bestands nachweisen konnten (Hess et al. 2006a; McDougald
und Fuller 2005).

Fur die Verbreitung von H. meleagridis gilt der Blinddarmwurm Heterakis gallinarum bereits
viele Jahre als auRerst relevant. Die Tatsache, dass dessen Eier im Vergleich zu den
Histomonaden sehr resistent gegen Umwelteinflisse sind und fir mehrere Jahre infektios
bleiben kdnnen (Tyzzer 1926; Graybill und Smith 1920), machen sie zu einem exzellenten
Intermediar-Wirt flr H. meleagridis. Dies bestatigen die Beobachtungen von Farr (1961), der
herausfand, dass Wurmeier von Heterakis gallinarum in der Einstreu bis zu drei Jahre
Uberlebensfahig waren und H. meleagridis auch noch nach 150 Wochen in diesen Eiern
nachgewiesen werden konnte. Somit gilt die Vermeidung einer Infektion mit den
Blinddarmwirmern als héchst effektive Praventionsmallnahme in Bezug auf die Histomonose
(Liebhart und Hess 2019) und ebenso fur verschiedene Regenwurm-Arten, die wiederum als
Vektoren fir H. gallinarum dienen (Lund et al. 1966a). Man vermutet, dass durch den Einsatz
von Benzimidazol-Derivaten wie Albendazol, Fenbendazol und Flubendazol Heterakiden
abgetétet und die Ubertragung der Histomonose verhindert werden kann (Squires et al. 2012;
Hegngi et al. 1999). Zudem ist der Einsatz von Desinfektionsmitteln, die die Schale von
Wurmeiern auflésen kénnen, wie beispielsweise Peressigsaure (van der Gulden und van Erp

1972), zu empfehlen.

Um die Ubertragung von H. meleagridis einzuddmmen, sind auch andere Vektoren wie
beispielsweise Fliegen, Grashupfer oder der Getreideschimmelkafer zu kontrollieren (Huber
et al. 2007; Frank 1953), da sie Histomonaden von Stall zu Stall oder Bestand zu Bestand
verbringen konnen. Uber den positiven Nachweis von Histomonaden-DNA in Staub wurde

bereits berichtet (Beckmann et al. 2021; Grafl et al. 2015), wenngleich der Staub keine
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mikroskopisch nachweisbaren, vermehrungsfahigen Zellen enthielt und in einer zuvor

stattgefundenen Studie fur Puten nicht infektiés war (Liebhart et al. 2013).

2.6.2 Impfung

Bereits 1907 berichtete Curtis (1907) darlber, dass Puten an einer Histomonose erkranken
und wieder genesen, jedoch im darauffolgenden Jahr an einer erneuten Infektion versterben
konnten. Dies wurde durch Bleyen et al. (2009b) bestatigt, als Puten kurz vor der Infektion ein
Antikorper enthaltendes Serum erhielten, an der Infektion starben und die gleichen
Lasionsgrade in Blinddarmen und Lebern zeigten. Auch Clarkson (1963) berichtete, dass die
Ubertragung des Serums von erkrankten und genesenen Puten und Hihnern auf
empfangliche Tiere nicht zu einem Schutz vor der Histomonose fiihrte. Im Gegensatz dazu
beobachtete jedoch Joyner (1963), dass Puten nach einer Infektion mit H. meleagridis und

Therapie mit Dimetridazol Gber das Trinkwasser eine Immunitat ausbildeten.

Die Entdeckung des apathogenen Protozoon Histomonas wenrichi schien ein interessanter
Ansatz fir die Entwicklung eines Impfstoffes gegen H. meleagridis zu sein, jedoch zeigte Lund
(1959), dass Puten nach einer dreimaligen, intrakloakalen Applikation von H. wenrichi nicht
gegen virulente Histomonaden geschitzt waren, die Uber infizierte, embryonierte Eier von

Heterakis gallinarum verabreicht wurden.

Schon 1933 fuhrte Tyzzer Versuche zur Immunisierung von Hihnern und Puten mit in vivo
attenuierten Histomonaden durch (Tyzzer 1936; Tyzzer 1934; Tyzzer 1933). Er konnte
nachweisen, dass der Grad der Attenuierung mit der Protektivitdt negativ korreliert. Nach
weiteren Studien zur Attenuierung von H. meleagridis, in denen mittels dieser Histomonaden
kein Schutz gegen eine Infektion vermittelt werden konnte (Lund et al. 1966b),
schlussfolgerten die Autoren, dass eine Attenuierung virulenter Histomonaden nicht mdglich
sei. Diese These wurde jedoch widerlegt, als 40 Jahre spater mittels Mikromanipulation klonale
Kulturen hergestellt, diese in vitro passagiert (Hess et al. 2006b) und mit diesen Kulturen bei
Infektionsversuchen von intrakloakal geimpften Puten ein guter Schutz erzielt werden konnte
(Hess et al. 2008).

Eine grolie Schwierigkeit bei der Herstellung eines Impfstoffes gegen H. meleagridis stellt die
Notwendigkeit der Anwesenheit lebender Bakterien dar, deren Zusammensetzung oft nicht
charakterisiert werden kann (Hess 2019). Ganas et al. (2012) war es jedoch mdglich, mittels
Einsatzes verschiedener Antibiotika die Wildtyp-Bakterienflora durch eine Bakterienspezies zu
ersetzen. Somit steht laut Hess (2019) der Ansatz fur einen Lebendimpfstoff zur Verfigung,

der nun fir die Anwendung im Feld weiterentwickelt werden soll.
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2.6.3 Rechtslage

Lange Zeit konnte die Histomonose mittels wirksamer Arzneimittel, wie Nitroimidazol-
Verbindungen oder bestimmter Nitrofurane, prophylaktischer Praparate und verbessertem
Management eingeddmmt werden (Aka et al. 2011). Anfang der 90er Jahre wurden jedoch die
Arzneimittel der Wirkgruppe der Nitroimidazole, einschlief3lich der Nitrofurane, in den Anhang
IV der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 (EU 1990) aufgenommen, da die Unbedenklichkeit
dieser Stoffe im Hinblick auf Karzinogenitat und Genotoxizitat fir den Menschen nicht
auszuschlieRen war (Liebhart et al. 2017). Dies hatte zur Folge, dass seit 1995 flr die
Histomonose arzneimittelrechtlich ein Therapienotstand fir lebensmittelliefernde Tiere
innerhalb der EU besteht. Zudem lief am 31. Marz 2003 gemaf der Verordnung (EG) Nr.
1756/2002 (EU 2002) die Ubergangsfrist zum Einsatz von Nifursol® als Futterzusatzstoff ab,
womit das letzte Mittel zur Pravention der Histomonose ebenfalls verboten war. Dieser
Therapie- und Prophylaxenotstand in der Europaischen Union flihrt seither zu einem

vermehrten Auftreten der Histomonose (Hafez et al. 2005b).

2.6.4 In der Prophylaxe und Therapie eingesetzte Wirkstoffe
2.6.4.1 Antibiotika und andere chemische Wirkstoffe

Seitdem die Arzneimittel der Wirkgruppe der Nitroimidazole, einschlieRlich des
Futterzusatzstoffes Nifursol® nicht mehr eingesetzt werden dirfen, wurde eine Vielzahl an
Substanzen in vivo und in vitro auf ihre prophylaktische und therapeutische Wirksamkeit

gegenuber einer Histomonose getestet (Mc Dougald 2005).

Nachgewiesene Interaktionen zwischen H. meleagridis, Bakterien und Kokzidien (McDougald
und Hu 2001) wurden ein Jahr spater als Ansatz fur die Testung von Kokzidiostatika und
verschiedener Antibiotika genutzt. Hu und McDougald (2002) fanden heraus, dass
Kokzidiostatika in vivo keinen positiven Einfluss auf eine Infektion mit Histomonaden bei
Huhnern hatten, wenngleich der Einsatz von Nicarbazin zu einer signifikanten Reduktion der
Leberlasionen bei mit E. tenella und H. meleagridis infizierten Tieren flihrte. In dieser Studie
wurden zusatzlich auch Versuche mit Penicillin, Chlortetrazyklin, Tylosin und Sarafloxacin
durchgeflihrt. Obwohl teilweise leichte Verbesserungen hinsichtlich der Gewichtszunahme bei
einigen Huhnern registriert wurden, hatte keins der genannten Antibiotika einen positiven

Effekt auf die Ausbildung der Lasionen.

Auf Grundlage einer Veréffentlichung aus dem Jahr 1962, in der Uber den erfolgreichen
Einsatz eines Antibiotikums aus der Gruppe der Aminoglykoside berichtet wurde (Lindquist

1962), fuhrte man erneut verschiedene in vivo- und in vitro-Studien mit Paromomycinsulfat
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durch. Alle Autoren kamen zu dem Schluss, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der
Wirksamkeit und der Dosis des Wirkstoffes besteht (van der Heijden et al. 2011; Hafez et al.
2010; Hafez et al. 2009; Bleyen et al. 2009a), da unter anderem positive Effekte auf das
Koérpergewicht von Puten festgestellt werden konnten. Paromomycinsulfat war jedoch nicht in
der Lage, Mortalitatsraten zu senken oder Lasionen abzumildern. Hu und McDougald (2004)
konnten in einer in vivo-Studie mit jungen Hihnern keinen positiven Effekt einer Paromomycin-
Behandlung feststellen. Da der prophylaktische Einsatz dieses Antibiotikums jedoch bei Puten
erfolgreich war (Hafez et al. 2010; Bleyen et al. 2009a), wurde vermutet, dass die
Verabreichung nur einen Tag vor Infektion eine Ursache fir die fehlende Wirksamkeit gewesen

sein konnte.

Benzimidazole zeigten weder in vitro noch in vivo positive Effekte auf eine Infektion mit H.
meleagridis, obwohl vermutet wird, dass sowohl Fenbendazol, Flubendazol, Mebendazol als
auch Nocodazol durch die Bindung an histomonales Beta-Tubulin in der Lage sind, den
Stofftransport im Inneren der Histomonaden-Zelle zu hemmen (Hauck und Hafez 2009).
Dieser Wirkmechanismus wirde die Ergebnisse von Hegngi et al. (1999) erklaren, die bei
Puten durch kontinuierliche Gabe von Albendazol und Fenbendazol zwei Mal taglich dber 14
Tage einen signifikanten Unterschied bezlglich des Kérpergewichts und der Starke der Leber-

und Blinddarmlasionen erzielen konnten.

Burch et al. (2007) berichteten darlber, dass Tiamulin, welches zur Behandlung gegen
Mykoplasmeninfektionen eingesetzt wird, bei mit Histomonaden infizierten Puten die Mortalitat
senkt. Diese Beobachtung konnte bei in vitro-Versuchen bestatigt werden (Hauck et al.
2010d), die eine Tiamulindosis-abhangige Reduktion der Histomonaden in der Kultur ergaben.
Im Gegensatz dazu konnten van der Heijden et al. (2011) in vitro nur einen geringen Effekt

feststellen.

2.6.4.2 Pflanzliche Wirkstoffe

Da bisher jegliche Versuche, gegen die Histomonose wirksame chemische Substanzen mit
Chancen auf eine zeitnahe Zulassung zu entwickeln, scheiterten, sind die pflanzlichen
Wirkstoffe in den Fokus der Forschung gerickt. In vielen in vitro-Studien wurden Uber
antihistomonale und antibakterielle Effekte von diversen Pflanzenbestandteilen, -6len oder
auch -extrakten, unter anderem von Zimt, Zitronen, Méhren, Blaubeeren, Kastanien, Mangos,
Oliven, Thymian oder Tomaten berichtet (Arshad et al. 2008; Grabensteiner et al. 2007; Hauck
und Hafez 2007; Zenner et al. 2003). Jedoch konnte weder nachgewiesen werden, ob der
antihistomonale Effekt lediglich durch die Reduktion der Bakterien zustande kam, noch war es

mdglich, diese Ergebnisse in vivo zu reproduzieren (Grabensteiner et al. 2008).
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Duffy et al. (2004) erzielten in einer Studie mit Natustat™, einem pflanzlichen Produkt, welches
aus einer Kombination von pflanzlichen Extrakten, Mannan-Oligosacchariden und
organischen Mineralstoffen besteht, eine Reduktion der Lasionen in Blinddarmen bei Hihnern.
Ein Jahr spater konnte in einem anderen Versuch die Reduktion der Blinddarmlasionen bei
Puten bestatigt werden, wobei hier auch ein positiver Effekt auf die Leberlasionen festgestellt
wurde (Duffy et al. 2005). Da es sich bei dem Material, mit dem die Tiere infiziert wurden, um
mit H. meleagridis kontaminierte Einstreu aus einem Stall handelte, bleibt jedoch fragwurdig,
ob Natustat™ unter aggressiveren Infektionsbedingungen ahnliche Ergebnisse erzielen wiirde
(Hess et al. 2015).

Die Untersuchungen des Produkts Protophyt®, bei dem es sich um eine Mischung aus
essenziellen Olen von Zimt, Knoblauch, Rosmarin und Limone handelt, fiihrte zu kontroversen
Ergebnissen. Wahrend Hafez und Hauck (2006) bei Puten mittels Protophyt® eine Reduktion
der Mortalitat um mehr als die Halfte erzielten, konnten van der Heijden und Landman (2008b)
keine prophylaktische Wirksamkeit feststellen. Das in der gleichen Studie untersuchte Produkt

Enteroguard™ zeigte ebenfalls keinen Effekt.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Mastelterntier-Herden

Bei den in dieser Dissertation beschriebenen landwirtschaftlichen Betrieben handelte es sich
um 20 Masthihnerelterntier-Produktionsbetriebe einer Unternehmensgruppe. Einbezogen
wurden Huhner zweier Rassen, im Folgenden als Herkunft A und Herkunft B bezeichnet. Die
Produktionsbetriebe unterschieden sich sowohl in Stallanzahl, Tierzahl als auch in baulichen
Gegebenheiten sowie Standort. Die geographische Lage der Betriebe erstreckte sich Uber die
drei Bundeslander Sachsen-Anhalt, Mecklenburg-Vorpommern und Thiringen (Tab. 1). In
allen Produktionsbetrieben wurden die Mastelterntiere zwischen der 18. und der 21.
Lebenswoche von einem Aufzuchts-Standort an den Standort des Produktionsbetriebes
transportiert, wobei sich Aufzuchts- und zugehoriger Produktionsstandort in sieben Fallen in
unterschiedlichen Bundeslandern befanden (Tab. 2). Die tierarztliche Betreuung der Tiere
erfolgte Uber den gesamten Lebenszeitraum vom Eintagskiiken an bis zur Schlachtung durch
Mitarbeiter der Tierarztpraxis MMT in Kéthen (Anhalt).

Tabelle 1: Standort der Produktionsbetriebe nach Herkunft und Bundesland

Anzahl der Betriebe /

Anzahl der Betriebe /

Sundesland Herkunft A Herkunft B
Mecklenburg-Vorpommern 4 0
Sachsen-Anhalt 6 8
Thiringen 0 2

Vor dem Transport der Mastelterntiere vom Aufzuchtsbetrieb in den Produktionsbetrieb und
dortiger Einstallung erfolgte, wahrend der Serviceperiode, das Ausmisten und die Reinigung
des Produktionsbetriebes. Die sich anschlielende Desinfektion wurde mittels Advisal®
Flachendesinfektionsmittel (1 %ige Lésung) und Envicoc CMK Spezialdesinfektionsmittel (4
%ige Lésung) des Herstellers Envisal, Reppenstedt durchgefiihrt. Sowohl die Reinigung als
auch die Desinfektion umfasste den Tierbereich in den Stallen sowie alle dazu gehdrigen
Nebenrdume, Bruteilager, Aulenanlagen sowie samtliche Stall- und Futterungseinrichtungen.
Nach der Desinfektion wurden die Stalle aufgeheizt und mit Stroh oder Hobelspéanen

eingestreut.
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Die Einhaltung der BiosicherheitsmalRnahmen war in allen Betrieben obligatorisch. Dies

beinhaltete die vollstandige Umzaunung des Betriebsgelandes, die Eintragung in ein

Besucherbuch, die Benutzung einer Hygieneschleuse mit Duschen sowie das Tragen

farmeigener Kleidung und Schuhwerk als auch die Desinfektion jeglichen Materials, welches

bei einem Besuch in den WeilRbereich des Produktionsbetriebs verbracht werden musste.

Zudem wurde das im AuRenbereich des Stalls getragene Schuhwerk im Stallvorraum gegen

neues Schuhwerk fiir den Tierbereich ausgewechselt. Ein- und Ausstallungen erfolgten streng

nach dem ,All-in-all-out® - Prinzip, auf den Betrieben wurden somit nur Tiere einer Altersstufe

gehalten.

Tabelle 2: Standort von Aufzucht- und dazugehérigem Produktionsbetrieb

Produktions- Bundesland Bundesland Herkunft
betrieb-ID Aufzuchtsbetrieb Produktionsbetrieb
1 Sachsen Mecklenburg-Vorpommern A
2 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt A
3 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt A
4 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt A
5 Niedersachsen Mecklenburg-Vorpommern A
6 Mecklenburg-Vorpommern | Mecklenburg-Vorpommern A
7 Mecklenburg-Vorpommern | Mecklenburg-Vorpommern A
8 Sachsen Sachsen-Anhalt A
9 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt A
10 Niedersachsen Sachsen-Anhalt A
11 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
12 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
13 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
14 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
15 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
16 Hessen Tharingen B
17 Niedersachsen Tharingen B
18 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
19 Sachsen-Anhalt Sachsen-Anhalt B
20 Sachsen Sachsen-Anhalt B
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3.1.2 Haltungssystem widhrend Aufzucht und Produktion

Sowohl die Tiere der Herkunft A als auch die Tiere der Herkunft B wurden als Eintagskuken in
die Mastelterntier-Aufzuchtsbetriebe eingestallt. Die Aufzucht erfolgte getrenntgeschlechtlich
in Bodenhaltung mit Stroh oder Hobelspanen als Einstreumaterial und A-Reutern als erhohte
Sitzgelegenheit. Die Einstreu wurde Uber den Verlauf der Aufzuchtphase nicht ausgetauscht.
Das Fultterungsmanagement beinhaltete eine restriktive Futterzuteilung Uber eine
Trogfiitterung mit Schleppkette. Sowohl in den Aufzucht- als auch in den Produktionsbetrieben
wurden die Tiere Uber Nippeltranken getrankt. Das Trankewasser wurde entweder aus einem

Brunnen (Abb. 1 und 2) oder Uber einen Stadtwasseranschluss bezogen (Tab. 3).
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Nach Umstallung der Tiere vom Aufzuchtbetrieb in den Produktionsbetrieb erfolgte die
Anpaarung von Hennen und Hahnen. Die Hohe des prozentualen Anteils der Hahne im Stall
war dabei abhangig von der Hennenanzahl sowie rassespezifischen Empfehlungen und kann,

ebenso wie der Einstallungszeitpunkt, Tabelle 4 entnommen werden.

Die Stalle der Produktionsbetriebe waren in eine mittig im Stall befindliche Ruhezone zur
Eiablage sowie einen Versorgungsbereich unterteilt. Die Eiablage erfolgte in lichtgeschitzten
Legenestern mit klappbaren Béden, die rechts und links des Brutei-Férderbandes angeordnet
waren. Durch die vor den Legenestern befindlichen Holz- oder Kunststoff-Gitterrosten fiel der
abgesetzte Kot in eine Kotgrube, wobei dieser Kot tUber den gesamten Produktionsdurchgang
in der Grube verblieb. Oberhalb des Rostens verlief die Trankelinie, bestehend aus aneinander
gereihten Nippeltranken mit Auffangschale. Zwischen Rosten und Aufienwand lag der
Scharrbereich mit getrennten Futterungssystemen fir Hahn und Henne. Das
Futterungsmanagement beinhaltete eine restriktive Futterzuteilung tUber eine Trogflitterung mit
Schleppkette und Antihahnengrill bei den Hennen sowie Uber eine Futterschale bei den
Hahnen. Wasserversorgung, Lichtprogramm sowie das Hahnenmanagement wurden
einheitlich, nach den fir die entsprechende Mastelterntier-Rasse spezifischen Empfehlungen,
durchgefuhrt.

Die wahrend des Produktionszeitraums verfitterten Alleinfuttermittel wurden von vier
verschiedenen Futtermihlen bezogen (Tab. 3). Das Futterungsmanagement basierte dabei
ebenfalls auf rassespezifischen Empfehlungen. Da der Grofdteil der untersuchten
Mastelterntier-Herden Futter der gleichen Futtermuihle erhielt, wurde dieser Faktor nichtin den

statistischen Auswertungen berucksichtigt.

Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mastelterntier-Herden wurden wahrend der
Aufzucht nach einem einheitlichen  Impfprogramm  geimpft. Wahrend des
Produktionszeitraumes gab es unter den untersuchten Herden lediglich geringfligige

Abweichungen beziiglich des Impfschemas gegen die Infektiése Bronchitis.

Alle Herden wurden zwischen der 56. und der 61. Lebenswoche geschlachtet.
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Tabelle 3: Zuordnung Futtermittelhersteller und Trankewasser zu Betrieb und Herkunft

Betrieb Herkunft Futterhersteller Trankewasser
1 A For farmers Brunnen
2 A Wimex Stadtwasser
3 A Wimex Brunnen
4 A Wimex Brunnen
5 A Wimex Stadtwasser
6 A Wimex Brunnen
7 A HaGe Brunnen
8 A Wimex Brunnen
9 A Wimex Brunnen
10 A Wimex Brunnen
11 B Wimex Stadtwasser
12 B Wimex Stadtwasser
13 B Wimex Brunnen
14 B Wimex Stadtwasser
15 B Wimex Stadtwasser
16 B Deuka Brunnen
17 B Wimex Brunnen
18 B Wimex Stadtwasser
19 B Wimex Stadtwasser
20 B Wimex Stadtwasser
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Tabelle 4: Anzahl der Hennen und Hahne je beprobtem Stall am Einstallungstag

Zeitpunkt der
Betrieb Herkunft Einstallung in die Anzahl Hennen /| Anzahl Hahne |
R R Einstallungstag | Einstallungstag
1 A Juni 2016 5.698 504
2 A Juli 2016 9.660 952
3 A September 2016 6.230 504
4 A September 2016 4.550 448
5 A September 2016 9.136 840
6 A November 2016 6.636 616
7 A November 2016 6.720 612
8 A November 2016 6.648 504
9 A Januar 2017 6.636 644
10 A Januar 2017 6.300 560
11 B Juli 2016 13.650 1.220
12 B Juli 2016 12.880 1.120
13 B Juli 2016 13.090 1.064
14 B Juli 2016 16.660 1.120
15 B September 2016 5.040 392
16 B Oktober 2016 7.000 546
17 B Oktober 2016 7.042 536
18 B Dezember 2016 6.720 560
19 B Dezember 2016 16.308 1.398
20 B Januar 2017 6.300 500
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

3.1.3.1 Probenmaterial

Tabelle 5: Probenmaterial zur Sicherung der entnommenen Proben

Material

Herkunft

Abstrichtupfer

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Baretthauben weil}, 49 cm

HELE GmbH, Heilsbronn

Polyethylenbeutel mit Druckverschluss und

Beschriftungsfeld in verschiedenen GrofRRen

Henry Schein, Langen

Sterile Metallwattetrager mit kleinem Kopf

Applimed SA, Schweiz

Wischtiicher aus Viskose/Polyester

EDEKA Zentrale AG & Co. KG, Hamburg

3.1.3.2 Praparation der DNA

Tabelle 6: Material und Geréate fur die DNA-Praparation

Material / Gerate

Herkunft

AccuBlock ™ Digital Dry Bath

LabNet International Inc., New Jersey

Einmalpipettenspitzen Biosphere® Filter Tips 10

ul

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Einmalpipettenspitzen Biosphere® Filter Tips
200 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Einmalpipettenspitzen Biosphere® Filter Tips
1250 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

PBS-Roéhre 13 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

QlAamp ® Auffanggefalie

Qiagen GmbH, Hilden

QlAamp ® DNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAamp ® Spinsaulen

Qiagen GmbH, Hilden

Sicherheitswerkbank NU 437-400E

NuAire, Massachusetts

Standard Safe-Lock-Zentrifugengefale 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Standard Safe-Lock-Zentrifugengefalle 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg
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Vortex-Genie 2

Scientific Industries Inc., New York

Zentrifuge Typ 5415D

Eppendorf AG, Hamburg

3.1.3.3 Real-time PCR (qPCR)

Tabelle 7: Material und Geréate fur die Real-time PCR (qPCR)

Material / Gerate

Herkunft

CFX96 Deep-Well™ Real-Time System
C1000 Touch™ Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Deckel far PCR-Strips 0,2 ml

Reaktionsgefalle

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Einmalpipettenspitzen Biosphere® Filter Tips
10 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Einmalpipettenspitzen Biosphere® Filter Tips
100 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

IsoFreeze® Thermobldcke far

Reaktionsgefalle

Scientific Specialties Inc., Kalifornien

PCR-Strips 0,2 ml Reaktionsgefalte

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Primer

Biomers.net GmbH, Baden-Wrttemberg

Qik Spin Mikrozentrifuge QS7000

Edwards Group Pty. Ltd, Narellan

QuantiTect Probe PCR Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Reagenzglasschiittler IKA® Vortex 1

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Rotoradapter fur Qik Spin Mikrozentrifuge

Edwards Group Pty. Ltd, Narellan

Sicherheitswerkbank Aura PCR

EuroClone®, Siziano PV

Sicherheitswerkbank PCR 6

Labcaire Systems Ltd, North Somerset

Standard Safe-Lock-Zentrifugengefalie
1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg
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3.1.4 Puffer

Phosphat-gepufferte Kochsalzl6sung (PBS, Phosphate Buffered Saline)

NaCl 8000 mg/I

NasPO4 1150 mg/

KCI 200 mg/l, KsPO4200 mg/l
pH7 -7,6

3.1.5 Kits

QIAGEN QuantiTect Probe PCR Kit:

2x QuantiTect Probe PCR Master Mix (enthalt Hot-Star-Taqg DNA Polymerase, QuantiTect
Probe RT-PCR Puffer, ANTP mix inklusive dUTP, RNAse-freies Wasser)

QlAamp DNA Mini Kit (50):
QlAamp Mini Spin Saulen, Auffanggefale 2,0 ml, Lysispuffer AL, Waschpuffer AW1,
Waschpuffer AW2, Elutionspuffer AE, Buffer ATL, Proteinase K

3.1.6 Positivkontrollen fiir die Real-time PCR
Als Positivkontrollen fur die durchgefihrte Real-time PCR wurden vier, nicht naher
bezeichnete H. meleagridis-positive Proben aus der Routine-Diagnostik verwendet. Die dort

gemessenen CT-Werte lagen im Bereich zwischen 20 und 26.

3.1.7 Software
Bio-Rad CFX Industrial Manager Diagnostic Edition 2.2

3.2 Methoden

3.2.1 Herkunft der Produktionsparameter

Die Produktionsdaten der in dieser Arbeit untersuchten Mastelterntier-Herden wurden initial
durch Eintragungen der Daten in Stallbicher bzw. auf den Tagesmeldungen erhoben,
anschlieflend in tabellarischer Form zusammengefasst und zur Verfigung gestellt. Somit
ergab sich am Ende eines jeden Produktionsdurchgangs die Mdoglichkeit, anhand
verschiedener Parameter eine Bewertung der Herde in Bezug auf Wirtschaftlichkeit und

Gesundheitsstatus vorzunehmen.
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3.2.1.1 Tierverlustdaten

Wahrend eines Produktionsdurchgangs wurde fiir jeden der untersuchten Stélle die Anzahl
der Verluste (Todesfalle) sowie Selektionen (Ausmerzungen) getrennt nach Geschlecht in den
Stallbichern vermerkt. Durch Addition der taglichen Verluste und Selektionen der Hennen
wurden die taglichen Abgange ermittelt. Diese Summe wurde durch die Anzahl der sich am
175. Tag im Stall befindlichen Hennen dividiert und als Prozentwert angegeben. Tag 175
entspricht dem ,Point of lay“ (POL) in der 25. Lebenswoche. Es handelte sich dabei um einen
von der Integration festgelegten Stichtag, ab dem die Abgange betrachtet und am Ende eines
Produktionsdurchganges mit denen anderer Herden verglichen wurden. Durch das
Summieren der Prozentwerte an sieben aufeinanderfolgenden Tagen konnte fir jede
Lebenswoche ein wdchentlicher prozentualer Anteil an Abgangen ermittelt werden. Bis zum
Ende eines Produktionsdurchganges wurden durch Addition der jeweiligen wdchentlichen
Abgangswerte Summenprozentwerte gebildet (kumulierte Abgange). Die in den
entsprechenden Lebenswochen angegebenen kumulierten Abgange werden im Folgenden als

Abgénge kum. in % POL bezeichnet.

Um den Produktionsparameter Abgdnge kum. in % POL der Herden miteinander vergleichen
zu kénnen, wurde von der Integration fur beide Herkunfte je ein Integrationsdurchschnitt zur
Verfligung gestellt, der sich als rassespezifischer Durchschnittswert aller in 2016 eingestallten

Herden versteht.

3.2.1.2 Legeleistung

Wahrend eines Produktionsdurchgangs wurde flr jeden der untersuchten Stalle das tagliche
Gesamtgelege in den Stallblichern vermerkt. Dieser absolute Wert des taglichen
Gesamtgeleges wurde durch die Anzahl des tagesaktuellen Hennenbestandes (Resthenne)
dividiert und so ein Prozentwert (Legeleistung Gelege) berechnet. Durch das Summieren
dieser Prozentwerte an sieben aufeinanderfolgenden Tagen konnte fir jede Lebenswoche ein
wochentlicher prozentualer Anteil an gelegten Eiern ermittelt werden. Die in den
entsprechenden Lebenswochen angegebene Legeleistung wird im Folgenden als

Legeleistung Gelege % Resthenne bezeichnet.

Um den Produktionsparameter ,Legeleistung” der Herden miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde von der Integration fir beide Herklnfte je ein Integrationsdurchschnitt zur Verfigung
gestellt, der sich als rassespezifischer Durchschnittswert aller in 2016 eingestallten Herden

versteht.
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3.2.1.3 Sektionsbefunde

Bei den wahrend der Produktionsphase routinegemaf erhobenen Sektionsbefunden handelte
es sich nur um Befunde aus dem Beobachtungszeitraum zwischen Einstallungszeitpunkt in
den Produktionsbetrieb bis einschlie3lich 56. Lebenswoche und auch lediglich um die Tiere,
die sich in den mittels gPCR untersuchten Stallen befanden. Die Sektionsbefunde , Typhlitis®
und ,Polyserositis“ wurden jeweils stallweise addiert und anschlief3end als prozentualer Anteil
gemessen an der Gesamtsumme aller erhobenen Befunde in dem Beobachtungszeitraum
angegeben. Unter ,Polyserositis“ wurden sowohl die Polyserositiden bei Hennen und Hahnen
sowie wegen makroskopisch schwieriger Abgrenzbarkeit auch die Eileiter-Bauchfell-
Entziindungen der Hennen zusammengefasst. Die Anzahl der Sektionsbefunde sowie die

prozentualen Anteile der Tiere mit Polyserositis sind Tabelle 15 zu enthnehmen.

3.2.2 Durchfiihrung der Probenahme

Die untersuchten Feldproben wurden von Mitarbeitern/-innen aus der betreuenden
Tierarztpraxis MMT, Kéthen (Anhalt) entnommen. Dabei wurde pro Produktionsbetrieb jeweils
ein Stall untersucht, wobei es sich immer um denjenigen handelte, der nach dem Transport
der Mastelterntiere aus dem Aufzuchtsbetrieb in den Produktionsbetrieb als erster mit Tieren
belegt wurde. Die Anzahl der Tiere in den beprobten Stallen kénnen Tabelle 4 enthommen

werden.

Die Probenahme erfolgte in allen 20 Mastelterntier-Produktionsbetrieben innerhalb des
Zeitraums Juni 2016 bis Oktober 2017 vom Tag der Einstallung (Transport auf den
Produktionsbetrieb) an bis einschliellich der 56. Lebenswoche in einem Abstand von vier

Wochen.

In Produktionsbetrieb 8 wurden alle Tiere wahrend der laufenden Brutei-Produktion in der
38. Lebenswoche an einen anderen Standort umgesetzt. Dabei handelte es sich um einen
gereinigten und desinfizierten sowie mit neuem Einstreumaterial versehenen Stall, der sich
zudem noch in einem anderen Bundesland befand. Da sowohl die frische Einstreu als auch
der Stress, dem die Tiere beim Transport wahrend der Produktionsphase ausgesetzt waren,
einen Einfluss auf die Vermehrung von H. meleagridis haben kénnte, wurde diese Herde bei

der statistischen Auswertung nicht bertcksichtigt.

Die erste Probenahme erfolgte am Tag der Einstallung, welche bei jedem der
Produktionsbetriebe im Zeitraum zwischen der 18. und 21. Lebenswoche stattfand. Dabei
wurde pro Betrieb bei je zwei Mastelterntieren, die aufgrund von Transportverletzungen

selektiert wurden oder an stressbedingtem Herzkreislaufversagen verendet waren, eine
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Sektion durchgeflihrt. Zudem wurden bei beiden Tieren die Blinddarme entnommen und ein
Sektionsbefund erhoben. Mittels eines Metallwattetragers wurde bei jedem dieser vier
Blinddarme ein Abstrich durchgefuhrt. AnschlieRend wurden diese vier Blinddarmtupfer zu
einer Probe zusammengefasst. Des Weiteren wurde mit einem angefeuchteten Lappen eine
Wischprobe von den ersten finf Transportkafigen genommen, die den anderen voran vom
Transportfahrzeug abgeladen und in den Stall geschoben wurden. In jedem Transportkafig

befanden sich zwischen 56 und 84 Mastelterntiere.

Die zweite Probenahme erfolgt in der 24. Lebenswoche. Auch hier wurden bei jeweils zwei
selektierten oder verendeten Tieren aus dem flir diese Arbeit festgelegten Stall
Blinddarmtupfer enthommen sowie ein Sektionsbefund erhoben. Statt der Wischproben von
den Transportkafigen wurden ab diesem Zeitpunkt Sockentupfer genommen, wobei der Stall
mit einem Sockentupfer pro Fuld auf beiden Seiten der Legenester Uiber die gesamte Lange
maanderférmig abgelaufen wurde (Abb. 3). Beide Sockentupfer wurden vor dem Uberziehen
Uber die Stallschuhe mit Wasser aus dem entsprechenden Stallvorraum angefeuchtet und im
Anschluss zu einer Probe zusammengefasst. Dieser Ablauf der Probenahme wurde in der 28.,
32., 36.,40., 44., 48., 52. sowie 56. Lebenswoche wiederholt.

Am Ende eines Produktionsdurchgangs lagen somit je Betrieb eine Wischprobe der
Transportkafige vom Einstallungstag, 40 Blinddarmtupfer, 18 Sockentupfer sowie

Sektionsbefunde von 20 Mastelterntieren zur Untersuchung und Auswertung vor.

Nach der Probenahme wurden Wischproben bzw. Sockentupfer und Blinddarmtupfer getrennt
in Polyethylenbeuteln verpackt, beschriftet und am gleichen Tag zusammen mit den
Informationen Uber die Sektionsbefunde in das Labor der Tierarztpraxis MMT, Kéthen (Anhalt)
gebracht bzw. auf postalischem Weg gekihlt per Expresssendung verschickt. Die Proben
wurden bis zur Weiterbearbeitung bei -20°C eingefroren. Sowohl die Durchfihrung der DNA-
Extraktion als auch die Real-time PCR fanden im Labor der Tierarztpraxis MMT, Koéthen
(Anhalt) statt.
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Abbildung 3: maanderférmiges Ablaufen des Stalls mit Sockentupfern (schematisch)

Abbildung 4 (a-c): Ablauf der Probenahme Sockentupfer
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Abbildung 5: Probenmaterial zur Sicherung der Feldproben

a) Sockentupfer (Baretthauben), b) Polyethylenbeutel mit Druckverschluss und
Beschriftungsfeld in verschiedenen GréRen, ¢) Wischtuch zum Auswischen der
Transportkafige, d) Abstrichtupfer zum Auffangen des Blinddarmkots, e) sterile

Metallwattetrager mit kleinem Kopf

Abbildung 6 (a+b): Ablauf der Probenahme Blinddarmtupfer
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3.2.3 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA erfolgte in Anlehnung an das von Hafez et al. (2005) publizierte
Protokoll, wobei die Anzahl der Umdrehungen beim Zentrifugieren aus technischen Grinden
modifiziert wurde. Die Umdrehungszahl zwischen den Waschschritten wurde von 6000 auf
9000 rpm erhéht, die Zentrifugation nach der zweiten Waschung des Filtrats erfolgte bei
13.000 rpm statt bei 19.000 rpm. Die DNA-Extraktion wurde manuell mittels QlAamp DNA Mini
Kit durchgeflhrt, wobei maximal 20 Extraktionen parallel bei Raumtemperatur erfolgten. Zur
Sicherung der Qualitdt wurde pro 20 Extraktionsansatzen mindestens eine DNA-
Extraktionsnegativkontrolle mitgeflihrt. Mit Ausnahme der Zeitrdume des Vortexens, der
Zentrifugation sowie der Inkubation im Warme-Trockenbad fanden alle Arbeitsschritte unter
einer Sicherheitswerkbank statt. Das Tragen von arbeitsraumspezifischer Laborkleidung war

obligatorisch.

3.2.3.1 Extraktion aus Blinddarmtupfern

Ein Blinddarmtupfer-Pool, bestehend aus je vier Blinddarmtupfern, wurde in 1 ml PBS
aufgenommen. Die Aluminiumstabe des Tupfers wurden dazu mittels einer sterilen Zange auf
3 cm gekurzt. Im Anschluss wurde die Probe 60 s gevortext. Nach diesem Schritt wurden 200
Pl der Tupferaufschwemmung aus dieser Losung in ein Safe-Lock-Zentrifugengefafd
Ubertragen, die Ubrig gebliebene Lésung wurde als Ruckstellprobe einbehalten, beschriftet
und bei -20 °C eingefroren. Das enthommene Probenmaterial wurde mit 200 pl Puffer AL sowie
20 yl Proteinase K gemischt und 15 s gevortext. Im Anschluss wurde die Probe zwei Stunden
im Warme-Trockenbad bei 56°C und danach 10 min bei 70°C inkubiert. Innerhalb der
zweistundigen Inkubationszeit wurde die Probe in Abstdnden von 20 min jeweils 15 s
gevortext. Nachfolgend wurde die Probe anzentrifugiert und 200 yl EtOH abs. hinzugeflgt.
Mittels erneutem Vortexen und Anzentrifugieren wurde eine ausreichende Durchmischung der
Probe sichergestellt. Im Anschluss wurde der gesamte Ansatz auf eine QlAamp Mini Spin-
Saule pipettiert und 1 min bei 9000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und die
QIAamp Mini Spin-Saule auf ein neues Sammelgefal® gesetzt. Im Anschluss wurden 500 pl
AW1 addiert, Saule und Sammelréhrchen 1 min bei 9000 rpm zentrifugiert, das Filtrat erneut
verworfen und die Saule auf ein neues Sammelgefall gesetzt. Nach diesem Schritt erfolgte
eine zweite Waschung mittels 500 yl AW2 und eine dreiminutige Zentrifugation bei 13.000
rpm. Erneut wurde das Filtrat verworfen. Um die DNA zu eluieren, wurde die Saule auf ein 1,5
ml Safe-Lock-Zentrifugengefald umgesetzt, 100 pl AE-Puffer addiert, die Probe 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend 1 min bei 9000 rpm zentrifugiert. Die aus dem

Probenmaterial isolierte DNA wurde bis zur weiteren Untersuchung bei -20°C gelagert.
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3.2.3.2 Extraktion aus Sockentupfern

Ein Sockentupfer-Pool, bestehend aus zwei Sockentupfern, wurde, in Abhangigkeit von der
anhaftenden Kot- und Einstreumenge, in 50 bis 100 ml PBS aufgenommen. Durch ausgiebiges
Massieren der Probe von auflen wurde eine ausreichende Durchmischung von PBS und
Einstreumaterial bzw. Kot sichergestellt. AnschlieBend wurden auch hier 200 pl des
Kulturmaterials in ein steriles Safe-Lock-Zentrifugengefal® pipettiert. Die folgenden

Arbeitsschritte fanden analog zu Punkt 3.2.3.1 statt.

3.2.3.3 Extraktion aus Wischproben

Die Wischproben wurden, in Abhangigkeit von der auflen anhaftenden Kotmenge, in 50 bis
100 ml PBS aufgenommen. Durch ausgiebiges Massieren der Probe von aullen wurde eine
ausreichende Durchmischung von PBS und Kot sichergestellt. Auch hier wurde anschlielend
200 pl des Kulturmaterials in ein steriles Safe-Lock-Zentrifugengefal’ pipettiert und analog zu
Punkt 3.2.3.1 verfahren.

3.2.4 Real-time PCR (qPCR)

Bei der in dieser Arbeit eingesetzten PCR handelte es sich um eine Real-time PCR
(quantitative PCR, gPCR) mit den von Hauck und Hafez (2012) verdffentlichten Primer-
Sequenzen HmgF2 und HmgR, die ein Fragment mit einer GroRe von 87 bp amplifizierten
(Tab. 8) sowie der dort beschriebenen FAM-markierten Sonde HmQs (Tab. 9).

Fur die PCR wurden 12,5 pl QuantiTect Probe PCR Master Mix, jeweils 10 pmol/pl der Primer
HmgF2 und HmgR, 5 pmol/p der Sonde sowie 5ul Eluat aus der DNA-Extraktion addiert und
mittels nukleasefreiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 pl gebracht. Dazu erfolgte die
Zugabe der DNA in einem separaten Raum mit separater Arbeitskleidung, alle Arbeitsschritte
wurden unter einer Sicherheitswerkbank auf gefrorenen Thermoblécken durchgefihrt. Zur

weiteren Sicherung der Qualitat wurden PCR-Negativkontrollen mitgefuhrt.

Fur den Nachweis der DNA von H. meleagridis wurde der C1000 Touch®Thermal Cycler (BIO-
RAD, Labs Hercules, CA) verwendet. In Bezug auf das Temperaturprotokoll ergaben sich
leichte Abweichungen (Tab. 10).
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Tabelle 8: Uberblick tiber die in der gPCR verwendeten Primer (Hauck und Hafez 2012)

HmqgF2 vorwarts 5’-ccg tga tgt cct tta gat gc-3

87 bp

HmgR ruckwarts 5'-gat ctt ttc aaa tta gct tta aat tat tc-3°

Tabelle 9: In der gPCR verwendete Sonde (Hauck und Hafez 2012)

HmQs ctg cac gcg cgc tac aat gtt aaa

Tabelle 10: Temperaturprofil des Thermocyclers

Initiale PCR 15 min 95°C 15 min 95°C
Denaturierung 45 s 94°C 60 s 94°C
Annealing 30s 52°C 30s 50°C
Extention 45 s 60°C 30s 60°C

3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 25 (IBM Statistics). In einem ersten Schritt
wurden die vorliegenden Daten grafisch und analytisch auf Normalverteilung getestet. Fir die
analytische Diagnose wurde der Shapiro-Wilk-Test herangezogen und aufgrund seiner
hoheren Teststarke dem Kolmogorov-Smirnov-Test vorgezogen. In Abhangigkeit von
Messniveau, Ergebnis des Tests auf Normalverteilung und der Fragestellung wurden weitere
Tests durchgefiihrt, die unter den entsprechenden Unterpunkten erlautert sind. Eine Ubersicht

zu allen Fragestellungen ist Tabelle 11 zu entnehmen.

In allen Fallen, in denen die gPCR-Ergebnisse binar skaliert verwendet wurden, gilt, dass
Ergebnisse mit einem Ct-Wert < 39,99 als positiv und Ergebnisse mit einem Ct-Wert = 40,00

als negativ eingestuft wurden. Um diese Einstufung vornehmen zu kénnen, wurden an der
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Freien Universitat Berlin im Vorfeld acht der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Eluate aus
der DNA-Extraktion (Ct-Werte zwischen 20,89 und 41,07) mittels der von Hafez et al. (2005a)
publizierten konventionellen und nested-PCR untersucht und die Ergebnisse mit denen der
hier verwendeten qPCR verglichen (Daten nicht verdffentlicht). Dabei zeigte sich, dass ein
positiver DNA-Nachweis in der konventionellen und nested-PCR nach Hafez et al. (2005a) nur
bei Proben gelang, deren Untersuchung mittels der in dieser Arbeit beschriebenen qPCR Ct-
Werte < 40,18 erbracht hatte. Gestiitzt von praxisinternen Erfahrungen, dass bei
Mastelterntieren schwach positive DNA-Nachweise mit Ct-Werten > 40,00 tendenziell nur eine

geringe klinische Relevanz zu haben scheinen, wurde der Cut-off-Wert bei Ct 40,00 gesetzt.
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Tabelle 11: Ubersicht (iber die statistischen Methoden mit Fragestellungen

- Untersuchungen zum Infektionszeitpunkt Deskriptiv 4.1
Hat die Jahreszeit einen statistisch
3.2.5.1.1 |signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der | Chi-Quadrat-Test 4.2.1
Histomonaden-gPCR?
Hat die Herkunft des Trankewassers einen
3.2.5.1.2 |statistisch signifikanten Einfluss auf das Chi-Quadrat-Test 422
Ergebnis der Histomonaden-qgPCR?
Hat die Region, in der sich der Betrieb
befand, einen statistisch signifikanten :
3.25.1.3 Einfluss auf das Ergebnis der Chi-Quadrat-Test 423
Histomonaden-qgPCR?
Zwischen welchen Regionen bestehen Kruskal-Wallis-
3.2.5.1.3 |statistisch signifikante Unterschiede in den Test (H-Test) 4.2.3
Ct-Werten?
Hat die Herkunft des Tieres einen statistisch
3.2.5.1.4 |signifikanten Einfluss auf das Ergebnis der | Chi-Quadrat-Test 424
Histomonaden-gPCR?
39515 Stimmen die gPCR-Ergebnisse von Kappa-Koeffizient 425
e Blinddarm- und Sockentupfern tberein? nach Cohen -
Korreliert ein positiver DNA-Nachweis in
3.2.5.2.1 |den Blinddarmtupfern mit dem Deskriptiv 4.3.1
Sektionsbefund Typhlitis?
Korreliert ein positiver DNA-Nachweis in Kappa-Koeffizient
3.2.52.2 |den Blinddarmtupfern mit dem ﬁgch Cohen 432
Sektionsbefund Polyserositis?
Korreliert ein positiver DNA-Nachweis in S
. : pearman-
3.2.5.2.2 |den Sockentupfern mit dem Sektionsbefund . 43.2
" Rangkorellation
Polyserositis?
Hat der Nachweis von H. meleagridis-DNA
3953 mittels gPCR einen Einfluss auf den Spearman- 4.41
B Produktionsparameter Legeleistung Rangkorellation o
Gelege?
Hat der Nachweis von H. meleagridis-DNA Spearman-
3.2.5.3 mittels gPCR einen Einfluss auf den P 442

Produktionsparameter Abgange?

Rangkorellation

54




Material und Methoden

3.2.5.1 Untersuchung der Einflussfaktoren

3.2.5.1.1 Probenahmezeitpunkt
Zur Uberpriifung, inwieweit der Probenahmezeitpunkt einen Einfluss auf das Ergebnis der
gPCR hatte, wurden alle PCR-Ergebnisse anhand des Cut-off-Wertes in positiv und negativ

sowie alle Zeitpunkte in vier Jahreszeiten klassiert:

e Frihjahr (Marz bis Mai),
e Sommer (Juni bis August),
o Herbst (September bis November)

o Winter (Dezember bis Februar).

Da es sich um unverbundene Stichproben sowie kategoriale, nicht-normalverteilte Daten
handelte und fur die Ergebnisse der Blinddarm- und Sockentupfer keine der erwarteten
Zellhaufigkeiten kleiner waren als 5, wurde zur Klarung dieser Fragestellung der Chi-Quadrat-
Test mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahlt. Dieser wurde sowohl zwischen
Probenahmezeitpunkt und qPCR-Ergebnissen der Blinddarmtupfer als auch zwischen
Probenahmezeitpunkt und gPCR-Ergebnissen der Sockentupfer durchgefihrt. Zur
Uberprifung eines Einflusses des Probenahmezeitpunktes auf das qPCR-Ergebnis der
Wischproben wurde der Fisher's Exact Test gewahlt, da mehr als 25 % der Zellen eine
erwartete Haufigkeit kleiner als 5 hatten (83,3 %). Bei beiden Tests lautete die Nullhypothese
Ho, dass es zwischen den Variablen Jahreszeit und qPCR-Ergebnissen keinen
systematischen Zusammenhang gibt. Die Alternativhypothese H1 hingegen wirde bedeuten,

dass beide Variablen voneinander abhangig sind.

3.2.5.1.2 Trankewasser

Fur die Untersuchung, ob die Art des Trankewassers (Brunnenwasser vs. Stadtwasser) das
gPCR-Ergebnis von Blinddarm- und Sockentupfern beeinflusst, wurde ebenfalls der Chi-
Quadrat-Test herangezogen. Es handelte sich, nach Klassierung der qPCR-Ergebnisse
analog zu Punkt 3.2.5, um binar skalierte, nicht-normalverteilte Daten und unverbundene
Stichproben, die erwarteten Zellhaufigkeiten waren gréRer 5. Als Signifikanzniveau wurde p
< 0,05 festgelegt. Die Formulierung der Nullhypothese Ho und Alternativhypothese Hy wurde
analog zu Punkt 3.2.5.1.1 durchgefihrt.

Die gPCR-Ergebnisse der Wischproben wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen, da
sich diese Fragestellung auf den Einfluss des Trankewassers in der Produktionsfarm bezog
und die Wischproben schon zu einem Zeitpunkt genommen wurden, in dem die Tiere noch

nicht in diesem Stall eingestallt waren. Gleiches galt fir die ersten Blinddarmtupfer, die am
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Einstallungstag unmittelbar nach Transport vom Aufzuchts- in den Produktionsbetrieb
gezogen wurden. Auch diese gqPCR-Ergebnisse wurden nicht mit in die Auswertung

einbezogen.

3.2.5.1.3 Region

Fir die Untersuchung, inwieweit sich die gPCR-Ergebnisse der Blinddarm- und Sockentupfer
zwischen den Regionen Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und Thiringen
unterscheiden, wurde in einem ersten Schritt ebenfalls der Chi-Quadrat-Test angewandt. Es
handelte sich, nach Klassierung der qPCR-Ergebnisse analog zu Punkt 3.2.5, um binar
skalierte, nicht-normalverteilte Daten und unverbundene Stichproben, die erwarteten
Zellhaufigkeiten waren grofler 5. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Die
Formulierung der Nullhypothese Ho und Alternativhypothese H; wurde analog zu Punkt
3.2.5.1.1 durchgefihrt.

Da die ersten Blinddarmtupfer am Einstallungstag unmittelbar nach Transport vom Aufzuchts-
in den Produktionsbetrieb gezogen wurden und zu diesem Zeitpunkt die Region, in der sich
die Produktionsfarm befand, noch keinen Einfluss auf die Tiere gehabt haben konnte, wurden

diese qPCR-Ergebnisse nicht mit in die Auswertung einbezogen.

In einem zweiten Schritt wurde mithilfe von paarweisen Vergleichen im Kruskal-Wallis-Test
Uberpruft, zwischen welchen der drei Bundeslander ein Unterschied in den gqPCR-Ergebnissen
besteht. Im Anschluss wurde die Effektstarke berechnet. Dazu wurde der z-Wert
(Standardteststatistik) durch die Wurzel der Stichprobengrél3e geteilt. Der Kruskal-Wallis-Test
ist ein Test fur nicht-normalverteilte Daten, der die Mittelwerte bei mehr als zwei unabhangigen
Stichproben vergleicht und dafir Range anstatt tatsachlicher Werte nutzt. Fir die
Durchfuhrung dieses Tests wurden die tatsachlichen Ct-Werte der gPCR-Ergebnisse
verwendet, wobei alle qPCR-Ergebnisse mit einem Ct-Wert = 40,00 als negativ bewertet und
ausgeschlossen wurden. Die Nullhypothese Ho des Kruskal-Wallis-Tests geht von gleichen
bzw. ahnlichen mittleren Rangen aus, die Alternativhypothese H: demzufolge von
unterschiedlichen mittleren Rangen. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 galt,
dass Ho abgelehnt wird, wenn p < a. Zur Verhinderung der Alpha-Fehler Kumulierung durch

multiples Testen wurde eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt.

3.2.5.1.4 Herkunft der Tiere

Um zu Uberprifen, ob sich die gPCR-Ergebnisse von Blinddarm- und Sockentupfern zwischen

den beiden Herkiinften A und B unterschieden, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Da
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es sich, nach Klassierung der qPCR-Ergebnisse analog zu Punkt 3.2.5, um binar skalierte,
nicht-normalverteilte Daten und unverbundene Stichproben handelte und die erwarteten
Zellhaufigkeiten gréRer 5 waren, wurde dieser Test gewahlt. Als Signifikanzniveau wurde p <
0,05 festgelegt. Zur Uberpriifung eines Einflusses der Herkunft der Tiere auf die qPCR-
Ergebnisse der Wischproben wurde der Fisher's Exact Test gewahlt, da mehr als 25 % der
Zellen eine erwartete Haufigkeit kleiner als 5 hatten (50 %). Die Formulierung der

Nullhypothese Ho und Alternativhypothese H1 wurde analog zu Punkt 3.2.5.1.1 durchgefihrt.

3.2.5.1.5 Probenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden je Probenahmezeitpunkt sowohl Blinddarmtupfer von
Einzeltieren (n= 2 je Betrieb) als auch Sockentupfer als Probenmaterial fir die Histomonaden-
gPCR genutzt. Um einen Hinweis auf die Eignung der Probenmaterialien fir den Nachweis
von H. meleagridis zu erhalten, wurden fir beide Probearten die prozentualen Anteile der

positiven Proben an der Gesamtzahl der Proben berechnet.

Des Weiteren wurde Uberpriift, inwieweit die Ergebnisse der gPCR in Bezug auf Blinddarm-
und Sockentupfer tUbereinstimmen. Dazu wurde der Kappa-Koeffizient nach Cohen berechnet,
der die Interraterreliabilitdt zweier verbundener, kategorialer Stichproben misst. Kappa (k)
driickt dabei das Verhaltnis zwischen der zuféllig erwarteten Ubereinstimmung und der
tatsachlich beobachteten Ubereinstimmung aus (zufallskorrigierte Ubereinstimmung). Bei k =
1 liegt eine vollkommene Ubereinstimmung vor, bei k = 0 entspricht die Ubereinstimmung der
erwarteten zufalligen Ubereinstimmung. Die Nullhypothese Ho lautet, dass k = 0, die
Alternativhypothese Hi besagt, dass k > 0. Fir diese Berechnung wurden die qPCR-

Ergebnisse binar skaliert. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.

Im nachsten Schritt wurde der McNemar-Test durchgefiihrt. Dieser vergleicht zwei verbundene
Stichproben hinsichtlich eines dichotomen Merkmals, wobei dieser Test nur die diskordanten
Merkmalspaare (Nichtiibereinstimmungen) betrachtet. Ho geht somit von Ubereinstimmungen
zweier PrifgroRen aus, wahrend Hq einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen ihnen

darstellt. Auch hier wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt.

3.2.5.2 Untersuchung der Korrelation von qPCR-Ergebnissen und Sektionsbefunden

3.2.5.2.1 Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen und Typhlitis

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen einem positiven qPCR-Ergebnis und
dem Auftreten einer Typhlitis in Bezug auf die beiden Herkinfte der Tiere (A vs. B) besteht,
wurde in einem ersten Schritt der prozentuale Anteil an Blinddarmentzindungen an den

Sektionsbefunden berechnet. Dazu standen zwei Datensatze zur Verfligung. Zum einen
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handelte es sich um die Sektionsergebnisse der mittels Blinddarmtupfer beprobten Tiere (n =
380), zum anderen um die Sektionsergebnisse, die im entsprechenden Stall Gber den
gesamten Beobachtungszeitraum im Rahmen routinegemafRer Bestandsbesuche erhoben

worden waren (n = 787).

Da der prozentuale Anteil an Sektionen, in denen eine Typhlitis festgestellt werden konnte,
sowohl in Bezug auf das Einzeltier als auch in Bezug auf den gesamten Stall sehr gering war,

wurde auf die Durchflihrung statistischer Berechnungen verzichtet.

3.2.5.2.2 Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen und Polyserositis
Fur die Uberpriifung, inwieweit ein Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen
und dem Auftreten einer Polyserositis in Bezug auf die beiden Herklinfte der Tiere (A vs. B)

besteht, wurden zwei Berechnungen durchgeflihrt.

Zum einen sollte festgestellt werden, ob das qPCR-Ergebnis der Blinddarmtupfer mit dem
Sektionsbefund Polyserositis korrelierte. Dazu wurden lediglich die Sektionsbefunde genau
jener Tiere in die Berechnung einbezogen, die mittels Blinddarmtupfer beprobt worden waren
(n = 2 je Probenahmezeitpunkt). Zur Klarung dieser Fragestellung wurden die Ergebnisse der
gPCR sowie der zu diesen Tieren gehdrige Sektionsbefund in Bezug auf eine Polyserositis
binar skaliert und anschlieRend der Kappa-Koeffizient nach Cohen als Mal} flir die
Ubereinstimmung zweier kategorialer Variablen berechnet. Hintergriinde zur Interpretation der

Kappa-Statistik sind Punkt 3.2.5.1.5 zu entnehmen.

Zum anderen wurde Uberprift, ob eine Korrelation zwischen den qPCR-Ergebnissen der
Sockentupfer und dem Sektionsbefund Polyserositis besteht. Dazu wurden flr jeden Betrieb
die Ct-Werte der gPCR-Ergebnisse der Sockentupfer aufsummiert. Des Weiteren wurde flr
jeden Betrieb der prozentuale Anteil einer Polyserositis an allen Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum erhobenen Sektionsbefunden berechnet, wobei dieser Wert auch
Tiere enthalt, bei denen eine Eileiter-Bauchfell-Entziindung festgestellt wurde. Im Anschluss
wurde zwischen der Summe der Ct-Werte (Sockentupfer) und dem prozentualen Anteil einer

Polyserositis flr beide Herklinfte eine Spearman-Rangkorrelation durchgefihrt.

Die Spearman-Rangkorrelation ist ein Test fir mindestens ordinal skalierte Daten (paarweise
Beobachtungen), der anhand von Rangen die Starke eines monotonen Zusammenhangs
zwischen zwei Variablen schatzt. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman p ist definiert
zwischen -1 und +1, wobei ein Wert von +1 einen perfekten positiven und -1 einen perfekten
negativen Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreibt. Bei beiden Berechnungen

wurde als Signifikanzniveau p < 0,05 festgelegt.
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3.2.5.3 Untersuchung der Korrelation von qPCR-Ergebnissen und

Produktionsparametern (Legeleistung Gelege und Abginge)

Fir die Uberpriifung, ob ein positiver DNA-Nachweis von H. meleagridis in der gPCR wéhrend
eines Produktionsdurchganges einen Einfluss auf die Hohe der Abgange oder die
Legeleistung in Bezug auf das Gesamtgelege hat, wurde ebenfalls eine Spearman-
Rangkorrelation durchgefiihrt. Die entsprechenden Voraussetzungen fir diesen Test kdnnen

dem Punkt 3.2.5.2.2 enthommen werden.

Fur die Berechnung wurden zum einen fir jeden Betrieb die Ct-Werte der gPCR-Ergebnisse
der Sockentupfer und der Blinddarmtupfer getrennt voneinander aufsummiert, wobei alle
negativen qPCR-Ergebnisse aufgrund des festgelegten Cut-off-Wertes von 40,00 mit einem
Ct-Wert von 40,00 gleichgesetzt wurden. Des Weiteren wurde von den kumulierten Abgangen
der jeweiligen Lebenswochen (Abgédnge kum. in % POL) der entsprechende Wert des
Integrationsstandards abgezogen und so eine Differenz gebildet (Abweichung Abgénge kum.
% POL). Diese Abweichungs-Werte wurden anschlieRend aufsummiert. Analog dazu geschah
dies auch mit den Daten fur die Legeleistung Gelege % Resthenne. Auch hier wurde von der
Legeleistung (beobachteter Wert) jeweils der Integrationsstandard aus der entsprechenden
Lebenswoche abgezogen, eine Differenz gebildet (Abweichung Legeleistung Gelege %
Resthenne) und diese Differenzen anschlieRend aufsummiert. Sowohl die Summen der Ct-
Werte von Socken- und Blinddarmtupfern (Tab. 35) als auch die Summen der Abweichungen

von Gelege und Abgangen (Tab. 16 bis 34) sind dem Anhang zu entnehmen.
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4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen zum moglichen Infektionszeitpunkt

Um den Infektionsstatus der Herden vor Einstallung in den Produktionsbetrieb zu tUberprifen,
wurde am Einstallungstag von den ersten funf Transportkafigen des ersten LKWs, der den
Betrieb erreichte, mittels eines feuchten Lappens eine Sammel-Wischprobe genommen. Wie
Tabelle 12 zeigt, konnte bei der Untersuchung dieser Proben mithilfe der gPCR bei drei
Betrieben mit Tieren der Herkunft A (Betrieb 6, 9 und 10) sowie bei zwei Betrieben mit Tieren
der Herkunft B (Betrieb 15 und 18) Histomonaden-DNA nachgewiesen werden. Die Ct-Werte

dieser Wischproben bewegten sich in einem Bereich zwischen 27,32 und 39,36.

Des Weiteren wurden in jedem der Betriecbe bei zwei Tieren, die aufgrund von
Transportverletzungen gemerzt werden mussten, jeweils zwei Blinddarmtupfer genommen (n=
4 je Betrieb). In Betrieb 6 konnte, zusatzlich zum Histomonaden-DNA Nachweis in der
Wischprobe, auch am Blinddarmtupfer DNA von H. meleagridis detektiert werden (Ct-Wert
25,20). Auch in Betrieb 19 zeigte sich in der Untersuchung des Blinddarmtupfers ein positiver
DNA-Nachweis (Ct-Wert 38,46), jedoch ergab die Untersuchung der zugehdérigen Wischprobe

in diesem Fall ein negatives Ergebnis (Tab. 12).

Tabelle 12: Ergebnisse der gPCR von Wischproben (WP) und Blinddarmtupfern (BDT) bei

Einstallung in die Produktionsfarm getrennt nach Herkunft der Tiere

Ct-Werte der qPCR Ct-Werte der qPCR
Betriebs-ID | Herkunft | PeiEinstallung Betriebs-ID | Herkunft | PeiEinstallung
WP | BDT | WP | BDT

1 A n.n.* n.n.* J 11 B n.n.* n.n.*
2 A n.n.* n.n.* \ 12 B n.n.* n.n.*
3 A n.n.* n.n.* \ 13 B n.n.* n.n.*
4 A n.n.* n.n.* J 14 B n.n.* n.n.*
5 A nn* | nn* [ 15 B 36,96 | n.n.*
6 A 31,290 | 2520 || 16 B nn* | nn*
7 A n.n.* n.n.* \ 17 B n.n.* n.n.*
9 A 37,40 n.n.* J 18 B 39,36 n.n.*
10 A 2732 | nn* | 19 B nn* | 3846
\ 20 B n.n.* n.n.*

* DNA von H. meleagridis nicht nachgewiesen
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Somit zeigte sich, dass in gut einem Drittel der Betriebe (31,6 %) bereits am Tag der

Einstallung in die Produktionsfarm DNA von H. meleagridis nachgewiesen werden konnte.

Von den 13 Betrieben, bei denen am Einstallungstag weder in den Blinddarmtupfern noch in
den Wischproben Histomonaden-DNA nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei zehn
Betrieben in der darauffolgenden Probenahme in der 24. Lebenswoche ein positiver Nachweis
in den Blinddarm- oder Sockentupfern. Bei den Proben der verbleibenden drei Betriebe wurde
bis spatestens zur 36. Lebenswoche Histomonaden-DNA detektiert. Eine detaillierte
Aufstellung aller gqPCR-Ergebnisse mit Angaben zu Probenart, Probenahmezeitpunkt und Ct-

Werten ist Tabelle 35 im Anhang zu entnehmen.

4.2 Ergebnisse des Histomonaden-DNA Nachweises mittels qPCR in Bezug auf

verschiedene Einflussfaktoren
4.2.1 Probenahmezeitpunkt

Zur Uberpriifung eines Einflusses der Probenahmezeitpunkte auf die qPCR-Ergebnisse wurde
fur die Wischproben der Fisher's Exact Test und fiir die Blinddarm- und Sockentupfer der Chi-
Quadrat-Test berechnet. Die Probenahmezeitpunkte wurden dazu nach Jahreszeiten
klassiert. Entsprechend Abbildung 7 ergab sich daraus, dass 25,3 % der Proben im Frihjahr
(Marz bis Mai), 21,6 % im Sommer (Juni bis August), 23,1 % in den Herbstmonaten
(September bis November) und 30 % der Proben im Winter (Dezember bis Februar)

genommen wurden.

35
E 30
©
—_ 25
3
<5 20
- 0
< 2 15
g o
o 10
N
<
o 5
0 s .
Frahjahr Sommer Herbst Winter
m Anteil in % 25,3 21,6 23,1 30,0

Abbildung 7: Prozentualer Anteil aller Proben (n = 380) in Bezug auf die Jahreszeiten
Einteilung der Probenahmezeitpunkte: Frihjahr (Marz bis Mai), Sommer (Juni bis August),

Herbst (September bis November), Winter (Dezember bis Februar)
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Das Ergebnis der Wischproben ergab ¢? (n=19) = 4,522, p = 0,082. Da p in diesem Fall >
0,05 war, konnte die Nullhypothese nicht verworfen werden. Auch in Bezug auf die
Blinddarmtupfer mit ¢? (3, n=190) = 5,556, p = 0,135 und die Sockentupfer mit ¢? (3, n=171) =
4,327, p = 0,228 konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden. In
beiden Fallen lag die Signifikanz p bei > 0,05, weshalb Ho in beiden Fallen nicht abgelehnt

wurde.

Es war somit festzustellen, dass die Jahreszeit, in der die Proben genommen wurden, keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf das qPCR-Ergebnis der Wischproben sowie Blinddarm-
und Sockentupfer hatte. Nichtsdestotrotz zeigen die Abbildungen 8 bis 10, dass der
prozentuale Anteil der positiven Histomonaden DNA-Nachweise bei Wischproben,

Blinddarmtupfern und Sockentupfern jeweils im Sommer am niedrigsten war.
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Prozentualer Anteil der gPCR-
Ergebnisse der Wischproben

Frihjahr Sommer Herbst Winter

n. n.* (Ct-Wert = 40,00)  ® positiv (Ct-Wert < 39,99)

Abbildung 8: Prozentualer Anteil positiver und negativer gqPCR-Ergebnisse der Wischproben
(n =19) in Bezug auf die Jahreszeiten
(* Histomonaden-DNA nicht nachgewiesen); im Frihjahr fanden keine Einstallungen statt,

somit wurden in dieser Jahreszeit keine Wischproben genommen
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil positiver und negativer qPCR-Ergebnisse der

Blinddarmtupfer (n = 190) in Bezug auf die Jahreszeiten

(* Histomonaden-DNA nicht nachgewiesen)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 e —
30 T/ - s ] 7
20+ 47 I BN (7 N
30,6

10— e S e —

0 T T T 1
Frahjahr Sommer Herbst Winter

n. n.* (Ct-Wert 240,00) = positiv (Ct-Wert < 39,99)
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Ergebnisse der Sockentupfer

Abbildung 10: Prozentualer Anteil positiver und negativer gPCR-Ergebnisse der
Sockentupfer (n = 171) in Bezug auf die Jahreszeiten

(* Histomonaden-DNA nicht nachgewiesen)
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4.2.2 Trankewasser

Das in den Betrieben verwendete Trankewasser entstammte bei zehn Betrieben einem
Brunnen, bei neun Betrieben wurde es Uber einen Stadtwasseranschluss bezogen. Fir die
Untersuchung eines Einflusses des Trankewassers auf das qPCR-Ergebnis von Blinddarm-
und Sockentupfern wurde der Chi-Quadrat-Test durchgefuihrt. Dieser erfolgte sowohl
zwischen Trankewasserherkunft und qPCR-Ergebnissen der Blinddarmtupfer als auch
zwischen Trankewasserherkunft und qPCR-Ergebnissen der Sockentupfer. Auch hier galt,

dass Hp abgelehnt wird, wenn p < 0,05.

Als Ergebnis ergab sich fiir die Blinddarmtupfer ¢? (1, n=171) = 3,777, p = 0,052 und fir die
Sockentupfer ¢? (1, n=171) = 0,830, p = 0,362. Da der Test in beiden Fallen keine signifikanten
Unterschiede zwischen beobachteter und erwarteter Haufigkeit nachweisen konnte (p > 0,05),
wurde die Nullhypothese nicht abgelehnt. Zwischen der Herkunft des Trankewassers in den
Produktionsbetrieben (Brunnenwasser vs. Stadtwasser) und den gqPCR-Ergebnissen der
Blinddarm- und Sockentupfer wurde somit kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt. Dennoch zeigt Abbildung 11, dass sowohl in Bezug auf die Blinddarmtupfer als
auch in Bezug auf die Sockentupfer der prozentuale Anteil der positiven Histomonaden DNA-
Nachweise bei den Betrieben, die die Tiere mittels Brunnenwasser trankten, hoher war als bei

den Betrieben, bei denen die Tiere mit Stadtwasser versorgt wurden.
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n. n.* (Ct-Wert 240,00) = positiv (Ct-Wert < 39,99)

Abbildung 11: Prozentualer Anteil positiver und negativer gqPCR-Ergebnisse (n = 342) in

Bezug auf die Trankewasserherkunft

(* Histomonaden-DNA nicht nachgewiesen)
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4.2.3 Region

Die geographische Verteilung der verschiedenen Betriebe umfasste 4 Betriebe in
Mecklenburg-Vorpommern, 2 Betriebe in Thiiringen und 13 Betriebe in Sachsen-Anhalt.
Deren Lage kann Abbildung 12 entnommen werden, wobei die Betriebe innerhalb der
eingezeichneten Kreise lokalisiert waren. Fir die Untersuchung eines Zusammenhanges
zwischen den Regionen und den qPCR-Ergebnissen von Blinddarm- und Sockentupfern
wurde der Chi-Quadrat-Test durchgeflhrt. Dieser erfolgte sowohl zwischen den Regionen und
den gqPCR-Ergebnissen der Blinddarmtupfer als auch zwischen Regionen und den qPCR-

Ergebnissen der Sockentupfer. Auch hier galt, dass Ho abgelehnt wird, wenn p < 0,05.
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Abbildung 12: Geographische Lage der Betriebe

Als Ergebnis ergab sich fiir die Blinddarmtupfer ¢? (2, n=171) = 0,418, p = 0,811 und fiir die
Sockentupfer ¢? (2, n=171) = 9,079, p = 0,011. Da bei Gegenliberstellung von Region und
Sockentupfern signifikante Unterschiede zwischen beobachteter und erwarteter Haufigkeit

festgestellt werden konnten (p < 0,05), wurde die Nullhypothese in diesem Fall abgelehnt. Das
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Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests zeigte somit, dass sich die Wahrscheinlichkeit fur einen
positiven DNA-Nachweis mittels gPCR zwischen den Regionen signifikant voneinander

unterschied.

Aufgrund des Ergebnisses des Chi-Quadrat-Tests wurde nun in einem zweiten Schritt
untersucht, ob sich die Ct-Werte der qPCR-Ergebnisse der Sockentupfer zwischen den
Regionen unterscheiden. Dazu wurde der Kruskal-Wallis-Test (H-Test) durchgefihrt. Die
Nullhypothese Ho des Kruskal-Wallis-Tests geht von gleichen bzw. &hnlichen mittleren Rangen
aus, die Alternativhypothese Hi demzufolge von unterschiedlichen mittleren Rangen. Das
Signifikanzniveau wurde fiir p < 0,05 festgelegt. Die Ergebnisse des Tests zeigten, dass sich
die Ct-Werte der qPCR-Ergebnisse der Sockentupfer zwischen den einzelnen Regionen
statistisch signifikant voneinander unterschieden, ¢? (2, n=171) = 10,389, p = 0,006. Die

Nullhypothese Ho konnte somit verworfen werden.

Paarweise Vergleiche im Anschluss zeigten, dass sich die Ct-Werte der qPCR der
Sockentupfer in der Region Mecklenburg-Vorpommern statistisch signifikant von denen in
Sachsen-Anhalt und Thiringen unterschieden. Zwischen Mecklenburg-Vorpommern und
Sachsen-Anhalt ergab sich z = -2,951, p = 0,010. Die Effektstarke r betrug 0,32. Zwischen
Mecklenburg-Vorpommern und Thiringen ergab sich z = -2,454, p = 0,042 mit r = 0,39. Laut
Cohen (1988) handelt es sich in beiden Fallen um mittlere Effektstarken (r= 0,3 bis 0,5).

40,00 _— _‘7 .

35,00

Ct-Werte Sockentupfer

30,00 ——

25,00
Mecklenburg-Yorpommern Sachsen-Anhalt Thiringen

Abbildung 13: Vergleich der Ct-Werte der Histomonaden-qPCR (Sockentupfer, n = 171) in

Bezug auf die Region
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Das Ergebnis der paarweisen Vergleiche wird durch Abbildung 13 verdeutlicht. Der Median
liegt im Fall von Mecklenburg-Vorpommern mit 33,81 niedriger als die Mediane von Sachsen-
Anhalt (37,41) und Thuringen (37,17). Die beiden zuletzt genannten sind dabei dhnlich hoch.
In Bezug auf die Interquartilsabstande zeigt sich jedoch eine Ahnlichkeit zwischen den
Regionen Mecklenburg-Vorpommern und Sachsen-Anhalt. Bei beiden zeigt sich eine ahnlich
groRe Streubreite der Ct-Werte der Histomonaden-gPCR. Diese betragt in Mecklenburg-
Vorpommern 4,97, in Sachsen-Anhalt 4,8. In Thiringen schwanken die Ct-Werte weniger
deutlich, was durch einen geringeren Interquartilsabstand von 2,38 verdeutlicht wird. Auch die
Darstellung der Whisker veranschaulicht die deutlich geringere Streuung der Ct-Werte der
Histomonaden-gPCR in Thiringen. Des Weiteren zeigt Abbildung 13 eine nahezu
symmetrische Verteilung der Ct-Werte in den Regionen Mecklenburg-Vorpommern und
Thiringen, wohingegen in Sachsen-Anhalt eine rechtssteile Verteilung der Ct-Werte zu sehen

ist.

Tabelle 13: Ausgewahlte Lage- und Streuparameter der die Ct-Werte darstellenden Boxplots
aus Abbildung 13

Lage- und Streuparameter l{lllecklenburg- Sachsen-Anhalt Thiiringen
orpommern
Median 33,81 37,41 37,17
Minimum 29,69 29,88 34,31
Maximum 39,89 39,82 39,20
1.Quartil 31,39 33,79 36,19
3.Quartil 36,36 38,59 38,57
n* 28 58 11

(* Anzahl der in die Berechnungen einbezogenen Ct-Werte von < 39,99)

4.2.4 Herkunft der Tiere

Von den 19 Betrieben, deren Daten in die statistische Auswertung einbezogen wurden,
handelte es sich um neun Betriebe mit Tieren der Herkunft A. In 51,7 % aller Proben dieser
Herkunft konnte in der gPCR DNA von H. meleagridis nachgewiesen werden. Im Vergleich
dazu waren es bei den Tieren der Herkunft B 39,5 % der Proben, die ein positives qPCR-
Ergebnis erbrachten (Abb. 14).

Fir die Untersuchung, inwieweit die Herkunft der Tiere (A vs. B) einen Einfluss auf die gPCR-
Ergebnisse der Wischproben hatte, wurde der Fisher's Exact Test gewahlt. Die Berechnung
ergab c? (n=19) = 0,434, p = 0,628. Da p in diesem Fall > 0,05 war, konnte die Nullhypothese

nicht verworfen werden.

67



Ergebnisse

In Bezug auf die Blinddarm- und Sockentupfer wurde der Chi-Quadrat-Test durchgefihrt. Auch
hier galt, dass Ho abgelehnt wird, wenn p < 0,05. Zwischen beobachteter und erwarteter
Haufigkeit konnten jedoch weder in Bezug auf die Blinddarmtupfer, ¢? (1, n=190) = 3,097, p =
0,078 noch in Bezug auf die Sockentupfer ¢? (1, n=171) = 2,439, p = 0,118 signifikante
Unterschiede festgestellt werden. Da p > 0,05 wurde die Nullhypothese auch in diesem Fall
nicht abgelehnt. Hinsichtlich der beiden Herkinfte A und B bestand somit kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den qPCR-Ergebnissen, weder in Bezug auf die

Wischproben noch in Bezug auf die Blinddarm- und Sockentupfer.
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil positiver gqPCR-Ergebnisse getrennt nach Herkunft der
Tiere (A vs. B) und Probenmaterial (n = 380)

4.2.5 Probenmaterial

Insgesamt konnte in 26,3 % der Wischproben, 36,8 % der Blinddarmtupfer und 56,7 % der
Sockentupfer DNA von H. meleagridis mittels gPCR nachgewiesen werden. Zudem zeigte
sich, dass die Streuung der Ct-Werte der Blinddarmtupfer um den Mittelwert groRer war als
die Streuung der Ct-Werte der Sockentupfer (Tab. 14).

Fur die Uberpriifung der Ubereinstimmung der gqPCR-Ergebnisse von Blinddarmtupfern und
Sockentupfern wurde der Kappa-Koeffizient nach Cohen (k) berechnet. Dieser betrug k = 0,101
mit p = 0,163. Nach Altman (1991) handelt es sich hierbei um eine mangelhafte
Ubereinstimmung (0,00 > k < 0,20), die zudem nicht statistisch signifikant ist (p > 0,05).
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Tabelle 14: Vergleich statistischer Mal3zahlen in Bezug auf die Ct-Werte von Blinddarm- und

Sockentupfern
MaRzahl _ Ct-Wert Ct-Wert
Blinddarmtupfer Sockentupfer

Mittelwert 32,80 35,69
Median 34,19 36,09
Std.-Abweichung 517 3,06
Varianz 26,75 9,39
Minimum 21,43 26,69
Maximum 39,94 39,89
n* 70 97

(* Anzahl der in die Berechnungen einbezogenen Ct-Werte mit < 39,99)

Im nachsten Schritt sollte mittels McNemar-Tests Uberprift werden, ob sich die Ergebnisse
der gPCR hinsichtlich der Probenmaterialien statistisch signifikant voneinander
unterscheiden. Hier konnte die Nullhypothese Ho, die von einer Ubereinstimmung der gPCR-
Ergebnisse beider Probenmaterialien ausgeht, auf Basis einer Signifikanz von p = 0,001
verworfen werden. Die Alternativhypothese H+, die besagt, dass es statistisch signifikante
Unterschiede in den Ergebnissen der gqPCR in Bezug auf zwei verschiedene
Probenmaterialien gibt, wurde angenommen. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Wahl
des Probenmaterials einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit flr
einen positiven DNA-Nachweis mittels gPCR hatte und dass Histomonaden-DNA mittels

Sockentupfern haufiger nachgewiesen werden konnte als mittels Blinddarmtupfern.

70,0
60,0
50,0
40,0

Prozent

30,0
20,0
10,0

0,0

SOT positiv (Ct-Wert | SOT n. n.* (Ct-Wert 2
< 39,99) 40,00)
mBDT positiv (Ct-Wert < 39,99) 63,2 36,8
BDT n. n.* (Ct-Wert 2 40,00) 52,4 47,6

Abbildung 15: Gegentberstellung positiver und negativer qPCR-Ergebnisse beider
Probenmaterialien bei identischem Probenahmezeitpunkt in %

(* Histomonaden-DNA nicht nachgewiesen; BDT = Blinddarmtupfer; SOT = Sockentupfer)
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4.3 Zusammenhang zwischen qPCR-Ergebnissen und Sektionsbefunden

4.3.1 Zusammenhang zwischen positiven gPCR-Ergebnissen und Typhlitis bezogen
auf die Herkunft der Tiere
Bei Betrachtung aller Sektionsergebnisse der Tiere, bei denen Abstriche von den Blinddarmen
fur die Histomonaden-qPCR entnommen wurden (n = 380), konnte lediglich bei zwei Hennen
der Herkunft A (0,5 %) eine makroskopisch sichtbare Typhlitis festgestellt werden (Abb. 16
und 17). In beiden Fallen wurde Histomonaden-DNA nachgewiesen (Ct-Wert < 39,99).
Andererseits konnte gezeigt werden, dass auch bei 36,2 % der Blinddarmtupfer, die von
makroskopisch unauffalligen Blinddarmen entnommen wurden, DNA von H. meleagridis

detektiert werden konnte.

Auch bei Betrachtung aller im Rahmen der tierarztlichen Betreuung routinegemaf erhobenen
Sektionsbefunde wahrend des Produktionszeitraumes (n = 787), liel3 sich in Bezug auf eine
Typhlitis nur ein geringer prozentualer Anteil feststellen. In Betrieb 1 betrug der prozentuale
Anteil einer Typhlitis an allen Sektionsbefunden 1,6 %, in Betrieb 5 waren es 3,0 % und in
Betrieb 10 lag der Anteil bei 2,5 % (Tab. 15). In allen drei Betrieben handelte es sich um
weibliche Tiere der Herkunft A. In 16 Betriecben konnten zu keinem Zeitpunkt

Blinddarmentzindungen bei den Sektionen festgestellt werden.

Tabelle 15: Prozentualer Anteil von Polyserositis und Typhlitis an allen (ber den

Produktionszeitraum erhobenen Sektionsbefunden bis zur 56. Lebenswoche

Betriebs-ID Herkunft Polyserositis Typhlitis Anzahl Sektionsbefunde
1 Al 26,2% 1,6% 61
2 Al 31,0% 0,0% 42
3 A 8,7% 0,0% 23
4 Al 7,1% 0,0% 28
5 Al 24,2% 3,0% 33
6 A 22,2% 0,0% 45
7 Al 19,6% 0,0% 46
9 A 9,6% 0,0% 52

10 Al 27,5% 2,5% 40
11 B 10,2% 0,0% 59
12 B 34,4% 0,0% 32
13 B 40,9% 0,0% 66
14 B 17,1% 0,0% 41
15 B 7,8% 0,0% 51
16 B 32,3% 0,0% 31
17 B 10,7% 0,0% 28
18 B 16,3% 0,0% 43
19 B 30,0% 0,0% 40
20 B 7,7% 0,0% 26
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Abbildung 17: eréffneter Blinddarm mit fibrinds-diphteroider Typhlitis

71



Ergebnisse

4.3.2 Zusammenhang zwischen positiven PCR-Ergebnissen und Polyserositis
bezogen auf die Herkunft der Tiere

In allen untersuchten Mastelterntier-Herden konnten im Rahmen der Uber den
Produktionszeitraum hinweg durchgefiihrten Sektionen Polyserositiden festgestellt werden.
Dabei schwankte der prozentuale Anteil an allen erhobenen Sektionsbefunden zwischen 7,1
% und 40,9 % (Tab. 15). Bei der Uberprifung, inwieweit ein Zusammenhang zwischen
positiven gPCR-Ergebnissen und dem Auftreten einer Polyserositis in Bezug auf die Herkunft
der Tiere (A vs. B) bestand, konnte festgestellt werden, dass der prozentuale Anteil von Tieren
mit Polyserositis und positivem Histomonaden-DNA Nachweis in der gPCR mit 40,0 % bzw.
42,9 % bei beiden Herkunften ahnlich hoch war (Abb. 18 und 19).

Fir die statistische Uberpriifung der Ubereinstimmung positiver gqPCR-Ergebnisse und dem
Vorkommen einer Polyserositis wurden zwei Berechnungen durchgefiihrt. Zum einen sollte
festgestellt werden, ob das qPCR-Ergebnis der Blinddarmtupfer mit dem Sektionsbefund
Polyserositis korrelierte. Dazu wurde der Kappa-Koeffizient nach Cohen (k) flr beide Herkiinfte
berechnet. Dieser betrug bei den Tieren der Herkunft A k = -0,039, p = 0,692 und bei Tieren
der Herkunft B k = 0,187, p = 0,060. In beiden Fallen handelt es sich nach Altman (1991) um
eine mangelhafte Ubereinstimmung (0,00 > k < 0,20), die zudem nicht statistisch signifikant
war (p > 0,05).
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil positiver und negativer qPCR-Ergebnisse der
Blinddarmtupfer (n = 90) in Bezug auf das zeitgleiche Vorliegen einer Polyserositis bei Tieren
der Herkunft A

(* Histomonaden-DNA nicht nachweisbar)
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil positiver und negativer qPCR-Ergebnisse der
Blinddarmtupfer (n = 100) in Bezug auf das zeitgleiche Vorliegen einer Polyserositis bei Tieren
der Herkunft B

(* Histomonaden-DNA nicht nachweisbar)

Es konnte somit gezeigt werden, dass das qPCR-Ergebnis der Blinddarmtupfer, weder bei
Tieren der Herkunft A noch bei Tieren der Herkunft B einen statistisch signifikanten Einfluss

auf die Wahrscheinlichkeit fur das Vorkommen einer Polyserositis hatte.

Um festzustellen, ob die gPCR-Ergebnisse der Sockentupfer mit dem Vorkommen einer
Polyserositis korrelieren, wurde fir beide Herklinfte (A und B) die Spearman-Rangkorrelation
berechnet. Diese zeigte fir die Summe der Ct-Werte bei den Tieren der Herkunft B eine
schwach ausgepragte positive Korrelation (Abb. 21), welche nicht statistisch signifikant war, p
= 0,042, p = 0,907.

Bei Tieren der Herkunft A korrelierte die Summe der Ct-Werte der Sockentupfer und der
prozentuale Anteil der Tiere mit einer Polyserositis jedoch stark miteinander mit Spearmans p
=-0,703, p = 0,035 (Abb. 20). Die Beziehung zwischen den Variablen ist negativ, was darauf
hindeutet, dass bei einer Erhdhung der Summe der Ct-Werte der Anteil der Tiere mit
Polyserositis abnimmt. Nach Cohen (1988) handelt es sich bei einem Korrelationskoeffizienten

von p = -0,703 um einen starken Effekt.
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Abbildung 20: Zusammenhang zwischen prozentualem Anteil einer Polyserositis und Summe

der Ct-Werte der Sockentupfer bei Tieren der Herkunft A mit Trendlinie und Betriebs-ID
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Abbildung 21: Zusammenhang zwischen prozentualem Anteil einer Polyserositis und Summe

der Ct-Werte der Sockentupfer bei Tieren der Herkunft B mit Trendlinie und Betriebs-ID
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4.4 Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen und

Produktionsparametern

441 Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen und der Legeleistung
Fir die Uberpriifung, ob der Nachweis von H. meleagridis DNA mittels gqPCR wahrend eines
Produktionsdurchganges einen Einfluss auf die Legeleistung in Bezug auf das Gesamtgelege

hatte, wurde eine Spearman-Rangkorrelation berechnet.

Diese zeigte fur die Summe der Ct-Werte der Blinddarmtupfer und die Summe der
Abweichungen der Legeleistung eine nur sehr schwach ausgepragte, inverse Korrelation,
welche nicht statistisch signifikant war, p = -0,073, p = 0,767 (Abb. 22). Hinsichtlich der
Sockentupfer korrelierte die Summe der Ct-Werte der gPCR mit der Abweichung des Geleges
ebenfalls nur sehr schwach negativ, p = -0,083, p = 0,734 (Abb. 23). Da p > 0,05, war auch

hier das Ergebnis nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen der Legeleistung Gelege in % Resthenne und der

Summe der Ct-Werte der Blinddarmtupfer mit Trendlinie und Betriebs-ID
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen der Legeleistung Gelege in % Resthenne und der

Summe der Ct-Werte der Sockentupfer mit Trendlinie und Betriebs-ID

4.4.2 Zusammenhang zwischen positiven qPCR-Ergebnissen und den Abgéngen
Fur die Uberprifung, ob ein positives qPCR-Ergebnis mit den Abgéangen wahrend eines

Produktionsdurchganges korreliert, wurde eine Spearman-Rangkorrelation berechnet.

Diese zeigte fir die Summe der Ct-Werte der Blinddarmtupfer und die Summe der
Abweichungen der Abgange eine nur sehr schwach ausgepragte, inverse Korrelation mit p =
-0,047, p = 0,847 (Abb. 24).

Hinsichtlich der Sockentupfer korrelierte die Summe der Ct-Werte und die Abweichung der
Abgange ebenfalls nur sehr schwach negativ, p = -0,118, p = 0,629 (Abb. 25). Da p > 0,05,

war das Ergebnis in beiden Fallen nicht statistisch signifikant.
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5 Diskussion

Die Histomonose, auch als Schwarzkopfkrankheit, Blackhead Disease, Histomoniasis,
infektiose Typhlohepatitis oder infektidse Enterohepatitis bezeichnet, wird durch das
Protozoon Histomonas meleagridis verursacht. Diese erstmals von Cushman (1893)
beschriebene Erkrankung flihrt bei Puten zu pathologischen Lasionen in Zakum und Lebern,
die teilweise mit einer hohen Mortalitat assoziiert sind (Hess et al. 2015). Uber einen Ausbruch
der Histomonose bei Hihnern berichteten erstmals Chester und Robin (1900). Seither wurden
klinisch manifeste Infektionen bei Hihnern weltweit publiziert, wobei es sich sowohl um Falle
mit geringen klinischen Symptomen und moderaten Verlustraten als auch um Falle mit hoher
Mortalitdt handelte (Esquenet et al. 2003; Ganapathy et al. 2000; Muller 1990; Hungerford
1937). Durch die arzneimittelrechtlichen Einschrankungen in der EU Anfang der 90er Jahre
kam es dann zu einem bis heute existierenden Therapie- und Prophylaxenotstand, wodurch
es zu einer Zunahme der Histomonose-Ausbriiche sowohl bei Puten (Hauck et al. 2010a;
Hafez et al. 2005b) als auch bei Hihnern kam (Dolka et al. 2015). Viele Berichte verdeutlichen
bis heute die Relevanz der Histomonose bei Legehennen und Elterntieren (Dolka et al. 2015;
Liebhart et al. 2013; Grafl et al. 2011; van der Heijden und Landman 2011) und es wird
vermutet, dass die wirtschaftlichen Verluste in Zusammenhang mit einer H. meleagridis-
Infektion bei Hihnern sogar groRRer sein kénnten als die bei Puten (AAAP 1986). Um einen
Zusammenhang zwischen positiven DNA-Nachweisen mittels Histomonaden-gPCR und
Produktionsdaten von Mastelterntieren zu untersuchen und weitere Informationen Uber die
Pravalenz bei konventionell in Bodenhaltung aufgestallten Zuchthihnern zu erhalten, wurde
in 20 Mastelterntier-Betrieben wahrend des Produktionszeitraumes eine breit angelegte
Verlaufsuntersuchung unter Feldbedingungen durchgefiihrt. Daten von 19 der 20 Herden

wurden anschlieend in die statistische Auswertung einbezogen.

Uber klinische Ausbriiche bei Mastelterntieren existieren bislang nur wenige Berichte, weshalb
Informationen Uber den Infektionszeitpunkt bei dieser Nutzungsrichtung rar sind. Dolka et al.
(2015) berichteten Uber einen Ausbruch bei Elterntieren der Herkunft Ross 308 in der 16.
Lebenswoche, wobei die Infektion mit H. meleagridis durch einen DNA-Nachweis in der PCR
bestatigt werden konnte. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zuerst der
Infektionsstatus der Tiere zum Zeitpunkt der Einstallung in den Produktionsbetrieb untersucht.
Dazu wurden von den ersten fUnf Transportkafigen, die den Produktionsbetrieb erreichten,
Wischproben entnommen und mittels gPCR auf DNA von H. meleagridis untersucht. Hierbei
konnte in 5 von 19 Betrieben Histomonaden-DNA nachgewiesen werden. Alle Tiere dieser flnf
Betriebe befanden sich zum Zeitpunkt der Einstallung in der 19. bzw. 20. Lebenswoche. In 2

Fallen waren auch die Blinddarmtupfer von jeweils zwei Tieren H. meleagridis-positiv getestet,
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wobei zu diesem Zeitpunkt nur in einem der beiden Falle auch die am gleichen Tag
entnommene Wischprobe ein positives Untersuchungsergebnis erzielte. Die Wischproben, bei
denen mittels gPCR DNA von H. meleagridis nachgewiesen werden konnte, stammten sowohl
von Aufzuchten mit Tieren der Herkunft A als auch von Aufzuchten mit Tieren der Herkunft B.
Dolka et al. (2015) konnten bei dem oben erwahnten Ausbruch einer Histomonose bei
Elterntieren in der 16. Lebenswoche deutliche Symptome wie gestraubtes Gefieder,
Abgeschlagenheit, Apathie oder auch verminderte Futter- und Wasseraufnahme feststellen.
Im Gegensatz dazu zeigten die Tiere dieser Aufzuchten wahrend der Zeit im Aufzuchtsbetrieb
keine klinischen Anzeichen einer Infektion mit H. meleagridis. Dieses Ausbleiben klinischer
Symptome entspricht der allgemeinen Annahme, dass die Erkrankung bei Hihnern im
Gegensatz zu Puten in der Regel milder verlauft und sogar unbemerkt bleiben kann
(McDougald 2005). Zudem werden klinische Ausbriiche einer Histomonose bei Hihnern
haufig mit einer Co-Infektion mit anderen Krankheitserregern in Verbindung gebracht. So wird
angenommen, dass die Auspragung der Veranderungen in den Blinddarmen von der Virulenz
des Erregers und Faktoren abhangig ist, durch die die Blinddarmmukosa vorgeschadigt wird.
Hier seien insbesondere Kokzidien (Eimeria tenella), Nematoden, Bakterien (E. coli,
Clostridium perfringens, Gallibacterium spp.) und Mykotoxine im Futter genannt (Dolka et al.
2015; McDougald 2005; McDougald und Hu 2001; Ganapathy et al. 2000). Dykstra und Reid
(1978) fanden heraus, dass Infektionen mit Kokzidien durch die Senkung von Bacteroides ssp.
und Forderung des Wachstums von Clostridien zu Dysbakteriosen im Darm fihren konnen.
Die daraus resultierende Vorschadigung der Mukosa kénnte H. meleagridis das Eintreten in
das Blinddarmgewebe erleichtern (McDougald und Hu 2001) und in der Folge zu einem
Krankheitsverlauf fihren, der sich auch klinisch manifestiert. Wahrend des Zeitraumes der
Aufzucht der untersuchten Mastelterntiere gab es jedoch keine Hinweise, weder flr eine
klinisch manifeste Histomonose noch fiir eine Infektion mit anderen Krankheitserregern.
Subklinische Infektionen mit Erregern wie beispielsweise Clostridien, E. coli oder Kokzidien
koénnen jedoch aufgrund nicht durchgeflihrter Untersuchungen nicht sicher ausgeschlossen
werden.

Durch die Untersuchung der Wischproben mittels gqPCR konnte festgestellt werden, dass
sich die Tiere in gut einem Drittel der Falle bereits in den Aufzuchtbetrieben mit H. meleagridis
infiziert hatten. Da jedoch nicht jede Transportkiste, sondern lediglich die ersten flnf je Betrieb
mit insgesamt 280 bis 420 Tieren untersucht wurden, ist nicht auszuschlie3en, dass weitere
Betriebe betroffen waren. Grafl et al. (2011) untersuchten die Pravalenz von Histomonaden-
spezifischen Antikérpern bei Legehennen und stellten fest, dass 50,0 % der untersuchten
Herden am Ende der Aufzucht Antikérper gegen H. meleagridis besallen, wobei lediglich 3,8
% der seropositiven Proben von Tieren stammten, die in Bodenhaltung gehalten wurden. Die

Autoren vermuteten, dass die niedrige Seropravalenz mit einem friihen Stadium der Infektion
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zusammenhangt und ein méglicher Indikator fur eine eingeschrankte Verbreitung der Infektion
mit H. meleagridis innerhalb der untersuchten Herde ist. Im Vergleich zu Antikorpertitern, die
experimentellen Studien bei SPF-HlUhnern zufolge, erst innerhalb von sechs Wochen nach
Infektion einen kontinuierlichen Anstieg verzeichnen lassen (Windisch und Hess 2010;
Windisch und Hess 2009), ist der Nachweis von Histomonaden-DNA mittels konventioneller
PCR bereits vier Tage p. i. mdglich (Zahoor et al. 2011). Durch die unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden kénnen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit der Studie von
Grafl et al. (2011) jedoch nicht direkt verglichen werden. Andere Studien, die sich auf den
Infektionsstatus von Mastelterntier-Herden hinsichtlich Histomonaden in der Aufzucht
konzentrieren, existieren bislang nicht.

Dolka et al. (2015) berichteten, dass das Durchschnittsalter von zehn untersuchten
Mastelterntier-Herden, die klinische Symptome einer Histomonose zeigten, bei 33
Lebenswochen lag. Allerdings konnten die Autoren H. meleagridis nur bei der Halfte der
klinisch auffalligen Herden mittels PCR nachweisen. Im Verlauf der Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit konnte bei 16 Mastelterntier-Herden bis zur 24. Lebenswoche ein positiver
DNA-Nachweis festgestellt werden. Der spateste DNA-Nachweis eines Betriebs fand in der
36. Lebenswoche statt. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die meisten Herden entweder bereits
in der Aufzucht oder zwischen der Einstallung in den Produktionsbetrieb und der 24.
Lebenswoche mit H. meleagridis infizierten. Uber den genauen Zeitpunkt der Infektion lasst
sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch keine Aussage treffen, da der Erreger
intermittierend ausgeschieden wird (Hess et al. 2006a; McDougald und Galloway 1973) und
die Probenahmen nur im Abstand von vier Wochen erfolgten. Zudem kann der Zeitraum, in
dem H. meleagridis-DNA mittels PCR in Zakaltonsillen nachgewiesen werden kann, mehrere
Wochen betragen (Powell et al. 2009), was eine Aussage Uber den Infektionszeitpunkt
zusatzlich erschwert.

Die Eintragsquellen fur H. meleagridis in Gefligelhaltungen sind bisher nicht eindeutig
geklart (Loffi et al. 2012). Allgemein gilt die Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit fiir einen
Eintrag von der Biosicherheit und diese wiederum von der Haltungsform abhangig ist. Somit
ist sie bei Freilandbetrieben stark limitiert (Liebhart et al. 2017), was durch Ergebnisse
serologischer Untersuchungen bei Legehennen bestatigt werden konnte. So wiesen Tiere in
Freilandhaltung eine héhere Seropravalenz auf als Legehennen, die in Bodenhaltung gehalten
wurden (Grafl et al. 2011). Die Mastelterntiere, die fur die vorliegende Arbeit untersucht
wurden, hatten jedoch zu keinem Zeitpunkt Zugang ins Freie, die Hygieneanforderungen in
den Betrieben waren hoch. So war das Duschen und Tragen farmeigener Kleidung, ebenso
wie das Betreten einer Desinfektionswanne vor Eintritt in den Stallvorraum und ein
Schuhwechsel zwischen Stallvorraum und Stall obligatorisch. Gegenstande, die in den Betrieb

verbracht wurden, mussten zuvor desinfiziert werden, die Einstreu verblieb Gber den gesamten
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Produktionsdurchgang im Stall. Dennoch konnte im Verlauf der Produktionsdurchgéange bei
Proben jedes Betriebes Histomonaden-DNA mittels gqPCR nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen Uberein, dass hohe Biosicherheitsanforderungen,
wie sie in der Haltung von Mast- und Legeelterntieren obligatorisch sind, eine Infektion der
Tiere mit Histomonaden in vielen Fallen nicht verhindern (Dolka et al. 2015; Callait-Cardinal et
al. 2007). Grafl et al. (2011) vermuteten, dass der Eintrag von H. meleagridis in Farmen ohne
Zugang ins Freiland wahrscheinlich durch mechanische Vektoren erfolgt. Eine Moglichkeit fir
den Eintrag von H. meleagridis in Betriebe mit hohen Biosicherheitsanforderungen ware, dass
die Tiere sich Uber die Aufnahme von Kafern wie dem glanzenden Getreideschimmelkafer
(Alphitobius diaperinus) infizieren. Diese Kafer kommen haufig in Geflligelhaltungen vor, da
sie sich leicht von verschiedensten Nahrstoffquellen wie Futter, Kot und auch verendeten
Huhnern erndhren kénnen (Kumar 1986). Zudem zeigen eigene Erfahrungen, dass sie nach
Reinigung und Desinfektion im Stall verbleiben und Reinigungsvorgange Uberleben kénnen
und so von Tieren des folgenden Durchganges aufgepickt werden. Huber et al. (2007)
infizierten 20 Larven des glanzenden Getreideschimmelkafers mit zehn Histomonaden,
konnten jedoch nur bei finf Larven 24 Stunden spater H. meleagridis mittels PCR nachweisen.
Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die Verbreitung von H. meleagridis Uber
mechanische Vektoren wie Kafer, Fliegen oder Grashupfer von Stall zu Stall oder Bestand zu
Bestand zwar mdglich, unter normalen Umstanden aber gering zu sein scheint. Eine andere
Maoglichkeit ware, dass die Tiere sich Uber den Blinddarmwurm Heterakis gallinarum mit H.
meleagridis infizieren (Chute et al. 1976; Lund und Chute 1974b; Lund und Chute 1972a). Farr
(1961) fand heraus, dass die Wurmeier in der Einstreu bis zu drei Jahre Uberlebensfahig waren
und Histomonaden auch noch nach 150 Wochen in Heterakis-Eiern nachgewiesen werden
kénnen. Somit ware es moglich, dass sich die Tiere gegen Ende der Aufzucht oder im
Produktionsbetrieb mit H. meleagridis-tragenden Heterakiden-Eiern infizieren, die durch die
durchgefiihrte Reinigung und Desinfektion der Stalle nicht abgetotet oder spater mittels
Vektoren in den Stall verbracht wurden. Da die Wurmeier sehr resistent gegeniber
Umwelteinflissen sind und flr mehrere Jahre in der Umwelt infektios bleiben kénnen (Tyzzer
1926; Graybill und Smith 1920), ist ein Verbleiben infektidser Eier im Stall trotz Reinigung und
Desinfektion nicht ausgeschlossen. Wenngleich im Rahmen der routinemaRig durchgefiihrten
Sektionen nur in vereinzelten Fallen Heterakiden nachgewiesen werden konnten, ist eine
Beteiligung von Heterakis gallinarum am Infektionsgeschehen in den Produktionsbetrieben
aufgrund nicht durchgeflihrter parasitologischer Untersuchungen nicht auszuschlief3en.

Auch die Infektion der Mastelterntiere Uber mit Histomonaden kontaminiertem Staub aus
einem mit H. meleagridis infizierten Vordurchgang ware mdglich, da Staub auch nach
Reinigung und Desinfektion, wenn auch nur in geringen Mengen, im Stall verbleiben kann. Da

jedoch die regelmaRige Untersuchung auf Histomonaden ohne klinische oder pathologisch-
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anatomische Hinweise nicht zum Untersuchungsstandard gehorte, fehlen entsprechende
Daten zum Infektionsstatus der Vordurchgange. Gegen eine Infektion Uber infizierten Staub
sprechen zudem Ergebnisse von Grafl et al. (2015), die herausfanden, dass mittels PCR
positiv getesteter H. meleagridis-kontaminierter Staub keine mikroskopisch nachweisbaren,
vermehrungsfahigen Histomonaden enthielt. Zudem war es in einer anderen Studie nicht
maoglich, durch diesen Staub Puten experimentell zu infizieren (Liebhart et al. 2013). Eine
andere Eintragsquelle stellen die zystenartigen Stadien von H. meleagridis dar, die der Erreger
unter ungunstigen Umweltbedingungen ausbilden kann. Es wird vermutet, dass diese bei der
Ubertragung von Histomonaden von Bestand zu Bestand eine Rolle spielen kénnten
(Zaragatzki 2010a, 2010b; Munsch et al. 2009a), da diese Stadien in der Lage sind, die
Magenpassage bei Hiihnern zu tberleben und nach oraler Aufnahme somit zu einer Infektion
der Tiere fihren kénnten (Munsch et al. 2009a; Mielewczik et al. 2008; Hess et al. 2006b). Da
durch die Vorgange bei der Reinigung und Desinfektion der Stalle sowie der Anwendung von
Reinigungs- und Desinfektionsmitteln entsprechende unglnstige Umweltbedingungen
geschaffen werden, ware die Bildung dieser zystenartigen Stadien und in der Folge eine orale
Infektion der Tiere des folgenden Durchgangs durchaus denkbar. Die orale Infektion von
Huhnern mit H. meleagridis ist jedoch nach wie vor umstritten, da Daten Uber die Effizienz
einer ausschlieBlich oralen Infektion von Hihnern limitiert sind. So zeigten zwar diverse
Veroffentlichungen, dass eine orale Infektion bei Hihnern moglich ist (Liebhart et al. 2011;
Zahoor et al. 2011; Windisch und Hess 2010), jedoch wurden die Hihner in diesen Studien
zusatzlich auch intrakloakal mit Histomonaden infiziert. Zudem wurde nachgewiesen, dass die
Trophozoiten den sehr niedrigen pH-Wert im Magendarmtrakt der Tiere aufgrund ihrer Struktur
nicht Uberleben (McDougald 1984). Lotfi et al. (2012) wiederum unterstitzten mit ihren
Beobachtungen die These einer Vektor-unabhangigen Ubertragung, da sie nachweisen
konnten, dass Histomonaden in unchlorietem Wasser und Kot mehr als neun Stunden
Uberleben konnten. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass auch mit H. meleagridis
kontaminiertes Trankewasser eine Eintragsquelle sein kénnte. Aufgrund der hohen
Biosicherheitsanforderungen und der Haltungsform ware eine orale Infektion der
Mastelterntiere, von mechanischen Vektoren abgesehen, somit lediglich Uber mit H.
meleagridis kontaminiertes Futter und Wasser sowie das Einstreumaterial moglich. Eine
Untersuchung dieser Materialien auf Histomonaden wurde jedoch im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht durchgeflhrt.

Viele der bisher durchgefihrten Untersuchungen in Bezug auf eine Saisonalitat der
Histomonose konnten sowohl eine Zunahme der Nachweise von Histomonaden-DNA als auch
einen Anstieg der Anzahl klinischer Ausbriche in Geflugelbetrieben in den Sommermonaten

verzeichnen. So berichteten Hauck et al. (2010b), dass es im Sommer zum einen einen
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héheren Anteil an eingesandten Proben zur Untersuchung auf H. meleagridis aus deutschen
Geflligelbetrieben gab und dass zum anderen auch der Anteil positiver Histomonaden-DNA
Nachweise im Sommer hoher war. Auch bei Freiland-Legehennen gab es Berichte Uber eine
héhere Anzahl an Histomonose-Ausbrichen im Sommer (Schulze 1975), wobei vermutet
wurde, dass diese Beobachtungen lediglich auf die vermehrte Nutzung der Auslaufe in der
Sommerzeit zurickzuflihren waren (Grafl et al.2011). In Veroffentlichungen tber Ausbriiche
bei Puten wurde ebenfalls darliber berichtet, dass die Falle vor allem in den warmen Monaten
von April bis September vorkamen (Callait-Cardinal et al. 2007) und dass in Betrieben, die im
Sommer und Spatsommer beprobt wurden, mehr positive DNA-Nachweise von H. meleagridis
detektiert wurden (Sulejmanovic et al. 2019). Beobachtungen aus einer Veroffentlichung tUber
Mastelterntiere von Dolka et al. (2015) zeigten jedoch das Gegenteil. Die Autoren berichteten
Uber acht Ausbriiche einer Histomonose in verschiedenen Elterntier-Betrieben in Polen, wobei
sich sieben davon auf die Monate Januar, Februar, Marz, November und Dezember
beschrankten. Lediglich ein weiterer Ausbruch fand im August statt. Aufgrund dieser
widerspruchlichen Literaturangaben war es unter anderem Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen,
ob sich die Haufigkeitsverteilung positiver DNA-Nachweise von H. meleagridis bei den
untersuchten Mastelterntier-Herden zwischen den Jahreszeiten unterschied. Bei dieser
Auswertung konnte festgestellt werden, dass es sowohl in Bezug auf die Wischproben als
auch in Bezug auf die Blinddarm- und Sockentupfer keinen statistisch signifikanten
Unterschied in der Haufigkeit positiver DNA-Nachweise zwischen den Jahreszeiten gab.
Tendenziell zeigte sich jedoch, dass der prozentuale Anteil an Proben mit positivem DNA-
Nachweis hinsichtlich Blinddarm- und Sockentupfern in den drei Sommermonaten zwischen
Juni und August am geringsten war. Auch bei der Untersuchung der Wischproben, die aus
den Sommermonaten stammten, konnten keine DNA-Nachweise verzeichnet werden.

Ob diese Beobachtungen bei Mastelterntieren mit einer geringeren Luft- bzw.
Einstreufeuchtigkeit, wie sie im Allgemeinen in den Sommermonaten zu erwarten ist, in
Verbindung gebracht werden kdnnen, bleibt unklar. Tatsache ist jedoch, dass die untersuchten
Mastelterntiere in Bodenhaltung gehalten wurden und die Einstreu Uber den gesamten
Produktionsdurchgang nicht ausgetauscht wurde. Somit kam es im Winter durch die hohere
Luftfeuchtigkeit haufig zu feuchterer Einstreu, auch wenn die Temperatur im Stall durch
regelmaflige Heiz- und Liftungsperioden konstant bei etwa 20 °C gehalten werden sollte. Die
Vermutung liegt nahe, dass im Vergleich zum Sommer die maRigeren Stalltemperaturen sowie
entsprechende Feuchtigkeit der Einstreu in den Herbst- und Wintermonaten fir die
Vermehrung und Verbreitung von H. meleagridis glinstigere Bedingungen darstellen als die im
Allgemeinen warme Luft und sehr trockene Einstreu in den Sommermonaten. Ganapathy et
al. (2000) zumindest konnten feststellen, dass feuchtes Wetter, wenngleich auch in

Verbindung mit Warme, Symptome einer Histomonose verschlimmern kann. Zusatzlich
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konnten auch die in den Herbst- und Wintermonaten vermutlich starker schwankenden
Temperaturen zwischen Tag und Nacht férderlich fir eine Histomonose sein, wenngleich
Untersuchungen in diesem Bereich bisher fehlen. Saunders et al. (2000) untersuchte jedoch
die Reaktion von Heterakiden auf anaerobe Umgebungsbedingungen und Sauerstoff. Sie
fanden heraus, dass die Anzahl der embryonierten Eier sowohl mit steigenden Temperaturen
als auch unter Bedingungen fluktuierender Temperaturen zu nimmt. Somit ware vorstellbar,
dass Witterungseinflisse wie starker Wind und niedrige bzw. fluktuierende Temperaturen in
Kombination mit bestimmten ungiinstigen Liftungseinstellungen im Herbst und Winter zu
grofleren Temperaturschwankungen im Stall fihren, weshalb in der Folge mehr Histomonaden
aus Heterakis-Eiern in den Blinddarm freigesetzt werden. Gegen diese Theorie spricht jedoch
die Tatsache, dass weniger als ein von 200 Heterakis-Eiern Histomonaden enthalt und auch
nicht jeder Wurm die gleiche Anzahl an Eiern entwickelt, die mit H. meleagridis infiziert sind
(Lund und Burtner 1957). Weiterhin kdnnen niedrigere Temperaturen mit einer geringeren oder
verzdgerten Embryonierung und Entwicklung der Heterakis-Larven im Ei und somit mit einer
geringeren Infektionsintensitat einhergehen.

In den routinemaRig durchgefuhrten Sektionen konnten nur in vereinzelten Fallen
Heterakiden festgestellt werden, wenngleich Blinddarmwurmer aufgrund ihrer GréfRe in kaltem
Blinddarmkot visuell nur schlecht auszumachen sind und eine parasitologische Untersuchung
des Blinddarmkots aus Kostengrinden nicht durchgefuhrt wurde. Im Hinblick auf den
Unterschied zur Pute lasst sich vermuten, dass die Haufigkeitsverteilung positiver DNA-
Nachweise im Sommer auf Abweichungen in der Pathogenese und Immunreaktion (Powell et

al. 2009) nach Infektion mit H. meleagridis zurickzuflhren ist.

Wasser stellt das wichtigste Element fur jeden lebenden Organismus dar (Ball 2017; Wiggins
1990). Es ist essenziell fiir die Immunfunktion und die Aufrechterhaltung der Homoéostase und
hat bedeutende Auswirkungen auf Gesundheit und Leistung der Tiere (More-Bayona et al.
2020). Da die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Mastelterntiere sowohl mit
Brunnenwasser als auch mit Stadtwasser versorgt wurden, sollte Uberprift werden, ob die
Herkunft des Trankwassers einen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit fir einen positiven
Histomonaden-DNA Nachweis in der qPCR hatte. Obwohl sowohl in Bezug auf die
Blinddarmtupfer als auch in Bezug auf die Sockentupfer ein héherer Anteil an positiven DNA-
Nachweisen bei Proben von Betrieben mit Brunnenwasser festgestellt werden konnte, wurde
mittels Chi-Quadrat-Test nachgewiesen, dass dieser Unterschied nicht statistisch signifikant
war und die Herkunft des Trankwassers somit keinen Einfluss auf das Ergebnis der
Histomonaden-qPCR hatte.

Weitere Untersuchungen zum Vorkommen von H. meleagridis in Trankewasser

unterschiedlicher Quellen fehlen bisher. Nichtsdestotrotz wiesen Loffi et al. (2012) nach, dass
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Histomonaden bis zu neun Stunden in unchloriertem Leitungswasser Uberlebensfahig waren
und schlussfolgerten daraus, dass mit H. meleagridis kontaminiertes Wasser eine Rolle in der
Ubertragung des Parasiten innerhalb oder in der Umgebung eines Gefliigelstalles spielen
kénnte. Dass kontaminiertes Trinkwasser oder auch Futter eine Rolle bei der Ubertragung von
Parasiten spielt, wurde auch in Bezug auf Trichomonas gallinae bereits vermutet. Kocan
(1969) untersuchte Motilitat und Uberlebensfahigkeit von Trichomonas gallinae in destilliertem
sowie mit NaCl versetztem Wasser und fand heraus, dass der Parasit in Wasser, welches bis
zu 0,9 % NaCl enthielt, in Abhangigkeit von der Konzentration des Kochsalzes 120 Minuten
bis 24 Stunden Uberleben konnte und weiterhin infektids fir Tauben war. Dies gelang sowohl
bei einer Inkubationstemperatur von 25 °C als auch bei 35 °C. Auch andere Erreger, wie
Bakterien, scheinen in stehenden Gewassern langere Zeit Uberlebensfahig zu sein. So
untersuchten Li et al. (2018) die Persistenz von Salmonella typhimurium in Brunnenwasser.
Sie kamen zu dem Schluss, dass das Bakterium bis zu 75,1 Tage und im Durchschnitt 41,1
Tage in Brunnenwasser Uberleben konnte. Zudem stellten Sie fest, dass die Menge des
Ammoniums im Brunnenwasser sowie die Hohe des pH-Wertes positiv mit der
Uberlebensfahigkeit von S. typhimurium korrelierten. Sie vermuteten, dass sich der pH-Wert
indirekt auf einen Erreger im Wasser auswirken kann, indem er die physikalisch-chemischen
Eigenschaften des Wassers, wie die Bioverfugbarkeit von Nahrstoffen, die Loslichkeit von
kationischen Metallen, die Eigenschaften des enthaltenen organischen Kohlenstoffs und die
elektrische Leitfahigkeit andert. Diese veranderten Eigenschaften konnten dann wiederum
einen direkten Einfluss auf die Bakterienpopulation haben. Inwieweit die Eigenschaften des
Brunnenwassers, welches in der vorliegenden Arbeit fir die Mastelterntiere genutzt wurde, die
Uberlebensfahigkeit der Histomonaden und damit die Wahrscheinlichkeit fiir einen positiven
DNA-Nachweis in der qPCR beeinflussen konnten, blieb unklar. RegelmaRige Daten Uber die
Zusammensetzung des Wassers wurden wahrend des Probenahmezeitraums nicht erhoben
und eine Untersuchung des Wassers auf Histomonaden fand nicht statt.

Indirekte Auswirkungen der Vertrankung von Brunnenwasser auf den Verlauf einer
Infektion mit Bakterien oder Pilzen untersuchten More-Bayona et al. (2020) in Kanada bei drei
Wochen alten Masthuhnern. Die Autoren identifizierten mehrere im Brunnenwasser
vorkommende Kontaminanten und bewerteten ihre Auswirkungen auf immunologische
Prozesse in der Bauchhéhle von Hihnern nach 7-tagiger Exposition. Obwohl das untersuchte
Brunnenwasser den strengen Trinkwasserrichtlinien Kanadas entsprach, konnten die Autoren
gleich mehrere Auswirkungen von Brunnenwasser auf die Immunitat der Hihner feststellen.
So wurde zum einen das Leukozytenprofil der untersuchten Tiere hin zu einer erhéhten Anzahl
an Makrophagen und niedrigeren Anzahl an CD8+-Lymphozyten in der Bauchhdhle der
Huhner verandert. Des Weiteren forderte das Brunnenwasser die Expression

proinflammatorischer Leukozyten-Gene wahrend einer akuten Entziindungsreaktion. Da auch

85



Diskussion

die Expression antiinflammatorischer Zytokine hochreguliert wurde, schlussfolgerten die
Autoren, dass das Vertranken von Brunnenwasser zu einer Dysregulation der Immunantwort
wahrend einer akuten Entziindungsreaktion mit Bakterien oder Pilzen fiihren konnte.
Wenngleich die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Produktionsbetriebe die jahrlich
gesetzlich  vorgeschriebenen  Untersuchungen des  Trankwassers  durchflhrten,
bertcksichtigten die Ergebnisse dieser Untersuchungen lediglich, ob fir die untersuchten
Parameter ein bestimmter Hochstwert unter- oder Uberschritten wurde (Daten nicht
veroffentlicht). Unklar bleibt jedoch, inwieweit die Bewertung der derzeitig akzeptablen
Hochstwerte fir einzelne Schadstoffe im Wasser die synergistischen biologischen Wirkungen
von Chemikalien und ihren Abbauprodukten berticksichtigen (Alexander et al. 2008). Somit
konnte die Frage, ob im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Verlauf einer Infektion mit H.
meleagridis bei Mastelterntieren indirekt durch die Wasserqualitat beeinflusst wurde, nicht
beantwortet werden. Klar ist jedoch, dass pathogene Mikroorganismen, wie Escherichia coli,
Pseudomonaden, Klebsiellen oder Proteus vulgaris, Candida albicans, Aspergillus flavus und
Hefepilze in Trankeleitungen von Hihnerbestanden persistieren (Soliman et al. 2009) und
dass die Anwesenheit dieser Pathogene die Wachstumsbedingungen fur H. meleagridis

positiv beeinflussen kann (Springer et al. 1970; Lesser 1964).

Untersuchungen dartber, ob sich die Pravalenzen fir eine Histomonaden-Infektion in den
Regionen Deutschlands voneinander unterscheiden, existieren bisher nicht. Daher ist es
interessant, dass in der vorliegenden Arbeit in den Jahren 2016/2017 regionspezifische
Unterschiede in den qPCR-Ergebnissen der Sockentupfer festgestellt werden konnten. Es
zeigte sich, dass nicht nur die Anzahl der positiven DNA-Nachweise der Sockentupfer aus
Mecklenburg-Vorpommern statistisch signifikant hdher war als die aus Betrieben in Sachsen-
Anhalt oder Thiringen, sondern auch, dass die Ct-Werte dieser Sockentupfer statistisch
signifikant niedriger waren.

Der Grund fir die Unterschiede in den gPCR-Ergebnissen der Sockentupfer blieb unklar.
Obwohl in Mecklenburg-Vorpommern nur Tiere der Herkunft A eingestallt waren, konnte die
Herkunft der Tiere als Erklarung fir die statistisch signifikant héhere Anzahl der positiven
DNA-Nachweise bzw. niedrigeren Ct-Werte der Sockentupfer ausgeschlossen werden. Im
Vergleich der qPCR-Ergebnisse zwischen den beiden Herkiinften A und B wurden weder
signifikante Unterschiede in der Haufigkeit positiver Histomonaden-DNA Nachweise (Chi-
Quadrat-Test), noch Unterschiede in den Ct-Werten der Blinddarm- oder Sockentupfer
festgestellt (Kruskal-Wallis-Test, Daten nicht dargestellt).

Bereits Ende der 80er Jahre konnte nachgewiesen werden, dass die Pravalenz fir eine
Histomonose in den Regionen grofRer ist, in denen auch Heterakis gallinarum und

verschiedene Regenwurmarten vorkommen (Adams et al. 1986). Jedoch hatten die Tiere in
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Mecklenburg-Vorpommern, wie auch die Tiere in Sachsen-Anhalt und Thiringen, zu keinem
Zeitpunkt Zugang ins Freie und es gab keinen Hinweis darauf, dass Erdreich in die Stalle
eingetragen wurde. Weitere vergleichende Untersuchungen zur Pravalenz von H. meleagridis
zwischen verschiedenen Regionen Deutschlands oder Europas fehlen bis heute, jedoch
konnten bei anderen Protozoon Unterschiede in den Pravalenzen innerhalb Europas
nachvollzogen werden. Eine Untersuchung von Marx et al. (2017) zeigte, dass in Bezug auf
Trichomonas sp. die mithilfe einer PCR ermittelte Pravalenz bei Turteltauben in Deutschland
und Spanien bei nahezu 100 % lag, wahrend sie im gleichen Untersuchungszeitraum in Italien
80 % und auf Malta nur 21 % betrug.

Mittels einer Einteilung von Histomonaden in verschiedene Genotypen versuchte man in
den letzten Jahren, Unterschiede in der Virulenz des Erregers sowie epidemiologische
Zusammenhange darzustellen. So wurden Histomonaden-positive Proben von Puten mittels
PCR auf drei genetische Loci untersucht (Bilic et al. 2014). Bei dieser Untersuchung konnten
zwei Genotypen dargestellt werden, wobei Genotyp 1 hauptsachlich Proben aus Europa
zugeordnet werden konnte, wahrend Genotyp 2 nur vereinzelt nachgewiesen wurde. Offen
blieb jedoch, inwieweit sich die Zugehdrigkeit eines Histomonaden-positiven Isolates zu einem
der beiden Genotypen auf die Inzidenz einer Infektion auswirken konnte. Aka et al. (2010)
berichteten Uber Ausbriche einer Histomonose bei Putenelterntieren. Die dort isolierten
Histomonadenstamme wurden mittels C-Profiling Analyse des Internal transcribed spacers 1
(ITS-1) nach van der Heijden et al. (2006), modifiziert nach Hauck et al. (2010b) genotypisiert.
Bei den beschriebenen Ausbruchen, die mit erhohter Mortalitat und klinischen Symptomen
einhergingen, wurde der Genotyp A nachgewiesen. In zwei weiteren Fallen an einem anderen
Standort, bei denen H. meleagridis nur zufallig bei routinemafligen Sektionen identifiziert
wurde, konnte der Genotyp C detektiert werden. Die Autoren vermuteten, dass die geringere
Mortalitat bei Genotyp C ein Hinweis auf eine geringere Virulenz sein konnte. Geht man davon
aus, dass der Genotyp einen Einfluss auf die Virulenz des Erregers hat (Callait-Cardinal et al.
2007; Dwyer und Honigberg 1970; Lund 1956; Tyzzer 1936), ware es vorstellbar, dass die
Mastelterntiere, die in Mecklenburg-Vorpommern gehalten wurden, mit einem anderen
Genotyp von H. meleagridis infiziert waren, als die Tiere in Sachsen-Anhalt und Thdringen.
Dies konnte sowohl eine Erklarung fur die Unterschiede in der Haufigkeit der positiven DNA-
Nachweise in Mecklenburg-Vorpommern als auch in der Héhe der Ct-Werte sein. Eine
Genotypisierung der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Histomonaden fand jedoch

nicht statt.
Schon 1967 fand Lund heraus, dass sich die Inzidenz einer Infektion mit Histomonaden bei

vier verschiedenen Hihnerrassen nach oraler Infektion voneinander unterschied. Sie lag

zwischen 25 und 80 %. Auch Chute et al. (1976) infizierten Hihner der Rasse New Hampshire
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und weil3e Leghorn oral tber den Kropf und stellten fest, dass die Inzidenz einer Infektion mit
H. meleagridis bei den Tieren der Herkunft weile Leghorn gréfker war als bei Hihnern der
Herkunft New Hampshire. Untersuchungen aus jlingerer Zeit sprechen im Gegensatz daflr,
dass der genetische Hintergrund der Hihner keinen Einfluss auf eine Infektion mit H.
meleagridis hat (Lotfi 2011; Zahoor et al. 2011). Aufgrund der bisher recht widersprtchlichen
Ergebnisse in der Literatur galt es daher, in dieser Arbeit zu Uberprifen, inwieweit sich bei
Mastelterntieren die Ergebnisse der Histomonaden-qPCR in Bezug auf zwei verschiedene
genetische Herklinfte voneinander unterschieden. Obwohl es bei den Proben der Tiere der
Herkunft A eine héhere Anzahl an positiven DNA-Nachweisen gab und diese Beobachtung
sowohl fur die Proben insgesamt, als auch fir Wischproben, Blinddarmtupfer und
Sockentupfer im Einzelnen bestatigt werden konnte, waren die Unterschiede in den
Haufigkeiten zu den Ergebnissen der Tiere der Herkunft B doch sehr gering. Fir die
rechnerische Uberpriifung wurden die Ergebnisse der Histomonaden-qPCR von Wischproben,
Blinddarmtupfern und Sockentupfern daher in positiv und negativ klassiert und mittels Chi-
Quadrat-Test beiden Herklinften gegenlbergestellt. Die Ergebnisse der Tests ergaben, dass
hinsichtlich der Anzahl positiver DNA-Nachweise mittels Histomonaden-gPCR zwischen den
Herkinften A und B fir keine der genannten Probenmaterialien ein statistisch signifikanter
Unterschied existierte. Da zudem keine der untersuchten Herden innerhalb des Zeitraums der
Untersuchung klinische Symptome einer Histomonose zeigte, wurde in dieser Arbeit die These
von Zahoor et al. (2011) gestitzt. Die Autoren untersuchten vier verschiedene, kommerzielle
Huhnerlinien auf inre Empfanglichkeit gegenuber einer Infektion mit H. meleagridis, konnten
jedoch keine Unterschiede zwischen den Linien feststellen. Sie schlussfolgerten daraus, dass
kommerzielle Huhnerlinien lediglich asymptomatische Trager von Histomonaden seien,
wenngleich teilweise Blinddarm- und Leberldsionen bei den untersuchten Tieren festgestellt
werden konnten. Auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tieren der Herkunft A
konnten im Laufe des Produktionsdurchganges in vereinzelten Fallen makroskopisch
sichtbare Blinddarmentziindungen festgestellt werden, bei den Tieren der Herkunft B waren
diese zu keinem Zeitpunkt nachweisbar. Dieser Unterschied zwischen beiden Herklinften lasst
die Vermutung zu, dass Zuchtprogramme bei Hihnern die Physiologie des Darms (Uni et al.
1996), die Immunfunktion (Simon et al. 2014) und das Mikrobiom des Darms (Kers et al. 2018)
durchaus beeinflussen kénnen. In einer Studie mit unterschiedlichen Broiler-Herkinften wurde
gezeigt, dass in einem Alter von 20 Lebenstagen die spezifische mikrobielle
Zusammensetzung des lleums bei jeder Herkunft eine andere war (Kim et al. 2015). So wurden
bei Tieren der Herkunft Cobb im lleum Bacteroidetes-zugehdrige Bakterien gefunden, die
Tieren der Herkunft Ross fehlten. Mastelterntiere der Herkunft Ross wiederum wiesen
Bakterien des Stammes Actinobacteria in ihrem lleum-Inhalt auf, was bei Cobb-Tieren nicht

der Fall war. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien beobachtet (Mohd Shaufi
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et al. 2015; Pourapedin et al. 2015; Nakphaichit et al. 2011). Vor diesem Hintergrund und der
Tatsache, dass bestimmte Kombinationen von Bakterien die Vermehrungsbedingungen fur H.
meleagridis positiv beeinflussen (Springer et al. 1970; Bradley und Reid 1966), ware es somit
denkbar, dass die Zusammensetzung der Bakterienflora im Darm bei den in dieser Arbeit
untersuchten Mastelterntieren der Herkunft A fiir die Vermehrung und somit fur die Ausbildung
einer makroskopisch sichtbaren Typhlitis bessere Bedingungen bot, wenngleich keine

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Herklinften dargestellt werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden, vom Tag der Einstallung in den Produktionsstall
abgesehen, je Probenahmezeitpunkt zwei Blinddarmtupfer von je zwei Tieren und ein Paar
Sockentupfer aus dem Stall genommen und mittels gPCR untersucht. Da die Untersuchung
der Sockentupfer mehr Tiere einbezog, als die Untersuchung der Blinddarmtupfer, verwundert
es nicht, dass mehr Socken- als Blindarmtupfer positiv auf DNA von H. meleagridis getestet
wurden.

Von der Anzahl der infizierten Tiere im Stall abgesehen, konnen auch die Durchflihrung
der Probenahme, der intermittierende Ausscheidungscharakter des Erregers sowie PCR-
limitierende Faktoren einen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit fiir einen positiven
Histomonaden-DNA Nachweis gehabt haben. So lie3en sich die niedrigeren Ct-Werte bei den
Blinddarmtupfern damit erklaren, dass die Probenahme mittels Blinddarmtupfer genau dort
stattfand, wo sich der Erreger ansiedelt und vermehrt, wohingegen die Menge der
Histomonaden an den Sockentupfern durch die Stallgrundflache und die Einstreu verdinnt
gewesen sein kénnte. Auch die Ubertragung von H. meleagridis innerhalb eines Stalles tber
den Kontakt zwischen infizierten und nicht infizierten Tieren, die im Vergleich zu Puten nicht
in der gleichen Weise erfolgreich zu sein scheint, kdnnte einen Einfluss auf das qPCR-
Ergebnis gehabt haben. Hu et al. (2006) waren weder in der Lage, eine Histomonaden-
Infektion durch 10 %, noch durch 25 % infizierter Tiere auf nicht infizierte zu Ubertragen. Dies
bestatigte auch ein Versuch von Hess et al. (2006a), in welchem zehn infizierte Hihner mit
vier Kontakttieren zusammengehalten wurden. Dort konnte H. meleagridis lediglich bei zwei
Tieren reisoliert werden, die anderen beiden Huhner blieben Uber den gesamten
Versuchszeitraum von sechs Wochen Histomonaden-negativ. Auch Grafl et al. (2011) stellten
fest, dass es nicht mdglich war, H. meleagridis aus Kloakentupfern zu isolieren. Daten zur
Ausbreitung einer Infektion mit H. meleagridis bei kommerziell in Bodenhaltung gehaltenen
Mastelterntieren sind bisher nicht existent. Ein Grund dafiir, warum die Nachweise in den
Blinddarm- und Sockentupfern in einem einmal infizierten Betrieb nicht durchweg gelang, ist
in der intermittierenden Ausscheidung von H. meleagridis zu suchen, die, einigen Autoren
zufolge, epidemiologische Untersuchungen und Monitorings mittels PCR limitiert (Hess et al.
2006a; McDougald und Galloway 1973).
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Da in der vorliegenden Arbeit kein zweites Diagnostikum zum Vergleich eingesetzt wurde,
konnte keine Aussage dartber getroffen werden, inwieweit Proben aufgrund einer zu geringen
Trophozoiten-Anzahl am Probenmaterial, Inhibitoren oder anderen Faktoren falsch negativ
getestet wurden. Um dies zu umgehen, untersuchten Zahoor et al. (2011) die Proben mittels
konventioneller PCR und Immunhistochemie. Die Autoren stellten fest, dass bei der
Untersuchung von vier Lebern und einem Blinddarm die Histomonaden-PCR ein negatives
Ergebnis ergab, wahrend der Befund der Immunhistochemie positiv fir H. meleagridis war. Xu
et al. (2014) vermuteten, dass falsch negative Ergebnisse durch Inhibitoren der Tag-
Polymerase, die sich vor allem im Darm befindet, zustande kommen kénnten. Huber et al.
(2005) fanden mittels einer HIS5-PCR heraus, dass eine hohe Anzahl von Tetratrichomonas
gallinarum zu weniger positiven Histomonaden-DNA Nachweisen fihrte. Auch die
Nachweisgrenzen der verschiedenen PCRs kénnten ein Grund fir falsch negative Ergebnisse
sein. Bei der Hime-PCR, einer PCR mit einer internen Amplifikationskontrolle, lag die
Nachweisgrenze beispielsweise bei 50 Parasiten pro mg Kot oder Leber (Bleyen et al. 2006).
Hafez et al. (2005a) verglichen Spezifitat und Sensitivitat verschiedener PCRs miteinander
und fanden heraus, dass die Nachweisgrenze der dort verwendeten Real-time-PCR bei 63
pg/ul lag. Ahnliche Daten zu Untersuchungen der Nachweisgrenzen der in der vorliegenden

Arbeit verwendeten gPCR mit entsprechenden Primern lagen nicht vor.

Verschiedene Studien belegen, dass Huhner lediglich in den Blinddarmen pathologisch-
anatomische Veranderungen ausbilden (Stokholm et al. 2010; Esquenet et al. 2003; Homer
und Butcher 1991). Als Folge der Besiedlung des Blinddarms durch H. meleagridis kommt es
zu einer Verdickung der Mukosa und vergroRerten Blinddarmen, die hyperamisch und mit
einem weil-graulichen bis braun-fleckigen Inhalt gefullt sind (Esquenet et al. 2003). Im
Rahmen dieser Arbeit sollte durch die Untersuchung der Blinddarmtupfer mittels qPCR
Uberprift werden, inwieweit bei Elterntieren diese makroskopisch sichtbaren Veranderungen
an den Blinddarmen mit einem positiven Histomonaden-DNA Nachweis korrelierten. Es zeigte
sich, dass von den Fallen, bei denen mittels gPCR ein DNA-Nachweis gelang, nurin 2,9 %
eine Typhlitis festgestellt werden konnte und dass der prozentuale Anteil an
Blinddarmentzindungen bei allen Betrieben Uber den gesamten Produktionsdurchgang sehr
gering war. In nur drei von neun Betrieben mit Tieren der Herkunft A konnte in wenigen Fallen
eine Typhlitis festgestellt werden. Diese Beobachtung widerspricht einer Arbeit von Huber et
al. (2005), in der Blinddarmkot von Puten mittels einer konventionellen PCR untersucht und
den Ergebnissen eines Scorings der Blinddarmlasionen gegenlibergestellt wurde. Die Autoren
berichteten, dass das PCR-Ergebnis mit dem Scoring der Lasionen in fast allen Fallen
Ubereinstimmte. Dennoch ist bekannt, dass Huhner im Vergleich zu Puten haufig geringere

klinische Symptome auspragen und die Blinddarmlasionen, bedingt durch eine Histomonose,
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auch fehlen kénnen (Zahoor et a. 2011). AulRerdem sind die Histomonaden-typischen
Blinddarmentziindungen bei einer temporaren Erkrankung, wie der Histomonose, bei Hihnern
nur fur eine kurze Zeit sichtbar (Liebhart et al. 2013; Zahoor et al. 2011).

Nach intrakloakaler Infektion von Hihnern mit H. meleagridis kénnen sich bereits nach
drei oder vier Tagen Blinddarmlasionen ausbilden. Da die Probenahmen lediglich alle vier
Wochen stattfanden, ware es mdéglich, dass die Blinddarmentzindungen zum Zeitpunkt der
Probenahme bereits wieder abgeheilt waren, auch wenn sich noch Histomonaden mittels
gPCR nachweisen lieken. Grinde fir das Fehlen makroskopisch sichtbarer
Blinddarmentziindungen wurden in der Vergangenheit bereits vielfaltig diskutiert. Eine
Erklarung ist, dass der Grad der Lasionen in der Darmwand abhangig ist von der Virulenz des
Erregers und anderen Faktoren wie dem Vorhandensein von Kokzidien, Nematoden,
Bakterien wie E. coli und Clostridien und Mykotoxinen (McDougald 2005; Hu und McDougald
2002; Ganapathy et al. 2000). Auch Hauck et al. (2010c) stellten fest, dass bestimmte
Bakterien im Darm ein anaerobes Milieu produzieren, welches flr H. meleagridis scheinbar
bessere Wachstumsbedingungen darstellt. Anzunehmen ist daher, dass optimierte
Wachstumsbedingungen zu einer starkeren Auspragung an Blinddarmentzindungen fuhren
kénnen bzw. im Gegensatz dazu, unglnstige Wachstumsbedingungen zu weniger
Blinddarmentziindungen fihren. Eine weitere Ursache flir unglnstige Bedingungen kénnte die
Anwesenheit von nicht-pathogenen Organismen in Kot und Zdkum des Huhns sein. Es wurde
berichtet, dass diese nicht-pathogenen Organismen das Wachstum von Histomonaden
hemmen konnen (Stepkowski und Klimont 1980; Delappe 1953a). Eine weitere Erklarung
koénnte im Immunsystem der Hihner im Vergleich zu Puten liegen. Powell et al. (2009) fanden
durch die Untersuchung von mRNA Expressionslevels flr proinflammatorische Zytokine
heraus, dass Huhner die Expression dieser Zytokine deutlich friher hochregulierten als Puten
und dass diese friihe Immunantwort der Grund dafiir sein konnte, dass sich die Infektion nicht
so stark ausbreitet. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass es bei Hihnern im
Vergleich zu Puten schon in einem sehr friihen Stadium der Infektion zu einem deutlichen
Anstieg der Monozyten und Makrophagen in Blut und Blinddarm kommt (Kidane et al. 2018;
Mitra et al. 2017). Somit scheint es moglich, dass diese Zellen durch ihre Fahigkeit zur
Phagozytose entsprechende entzindliche Veranderungen im Blinddarm vermindern oder
verhindern kénnen. Zudem ware es moglich, dass die Anzahl infektiéser Trophozoiten, mit der
die Hihner infiziert wurden, nicht ausreichte, um Blinddarmlasionen zu verursachen. So
zeigten McDougald und Hu (2001) in einem Versuch mit Hihnern, dass 100.000
Histomonaden je Huhn ausreichten, um bei 68 % der Tiere Blinddarmlasionen auszulésen.
Des Weiteren ware es moglich, dass die Infektion noch nicht fortgeschritten genug war, um
Blinddarmlasionen auszubilden. Aka et al. (2011) vermuteten, dass bei Puten die

Wahrscheinlichkeit far die Auspragung von klinischen Symptomen, unter anderem
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Blinddarmentziindungen, abhangig vom Genotyp der Histomonaden und einer damit
verbundenen schwacheren oder starkeren Virulenz sein konnte. Ubertragt man diese
Vermutung auf Mastelterntiere, kdnnte man mutmalen, dass das Fehlen der makroskopisch
sichtbaren Entziindungen bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Herden auf die
Infektion mit einem avirulenten Histomonaden-Stamm zurlickzufihren war. Zu betonen ist,
dass in keiner der genannten Farmen zu keinem Zeitpunkt klinische Symptome wie Apathie,
Kimmern, gestraubtes Gefieder, hangende Fligel oder geschlossene Augen beobachtet
werden konnten. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von Zahoor et al. (2011)
Uberein, die nach experimenteller Infektion von Hihnern mit Histomonaden weder Mortalitat

noch klinische Symptome feststellen konnten.

Der Ausbruch einer Histomonose bei Huhnern wird oft mit dem Auftreten einer aviaren
Colibazillose, auch als Coliseptikamie oder Colisepsis bezeichnet, assoziiert (Vereecken et al.
2015; Stokholm et al. 2010). Eine solche Infektion kann in Legetieren eine systemische
Infektion verursachen, die mit einer Perikarditis, Perihepatitis, Salpingitis, Peritonitis,
Salpingoperitonitis oder auch einer Polyserositis einhergehen kann (Olsen et al. 2016;
Landman und van Eck 2015; Jordan et al. 2005; Zanella et al. 2000). Da Polyserositiden,
definiert als gleichzeitige Entziindung mehrerer oder aller serésen Haute (Pschyrembel 1994),
auch bei den hier untersuchten Tieren festgestellt werden konnten, sollte Uberprift werden, ob
der positive Nachweis von Histomonaden-DNA mittels qPCR an Blinddarm- und
Sockentupfern die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Polyserositis in den
Mastelterntier-Herden beeinflusst. Wahrend die Ergebnisse in Bezug auf die Blinddarmtupfer
weder flir Tiere der Herkunft A noch fir Tiere der Herkunft B mit dem prozentualen Anteil einer
Polyserositis korrelierten, zeigte eine zweite Berechnung bei den Sockentupfern, dass fir
Tiere der Herkunft A ein hoherer Ct-Wert in der Histomonaden-qPCR und ein niedrigerer
prozentualer Anteil einer Polyserositis an den Sektionsbefunden zueinander in Beziehung
standen. Bei den Tieren der Herkunft B konnte dieser Zusammenhang bei den Sockentupfern
nicht festgestellt werden. Beide Ergebnisse wurden in der Literatur bereits diskutiert. So
untersuchten Stokholm et al. (2010) Grinde fir die Mortalitat bei Bio-Legehennen in
Danemark. Sie fanden heraus, dass bei 217 von 290 mit H. meleagridis infizierten Bio-
Legehennen ebenfalls eine Infektion mit E. coli vorlag. Zudem erwahnten die Autoren
Ergebnisse unverdffentlichter Untersuchungen. Dabei konnten die Autoren bei E. coli-Isolaten
von Histomonaden-positiven Hennen mit einer Coliseptikdmie durch Plasmidanalyse eine
hohe Diversitat feststellen und vermuteten, dass H. meleagridis ein Wegbereiter flr eine
Coliseptikamie sein kénnte. Auch Hess (2017) stellte dar, dass Co-Infektionen mit E. coli den
Verlauf einer Infektion mit H. meleagridis komplizierter machen kénnen. Zudem mutmalte der

Autor, dass die durch Histomonaden induzierten Lasionen im Blinddarm eine Eintrittspforte fur
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E. coli sein kdnnten. Diese Annahme korreliert mit den Beobachtungen von Paudel et al.
(2018), die feststellten, dass eine Colibazillose bei Hiihnern oft als Folge einer Infektion mit H.
meleagridis auftritt und daher vermuteten, dass eine gestdrte Darmbarriere eine Verlagerung
von E. coli aus dem Darm in andere Organe induzieren kdnnte. In einer anderen Studie konnte
bei einem Ausbruch einer Histomonose bei Freilandlegehennen bei allen mit H. meleagridis
infizierten und in der 63. Lebenswoche euthanasierten Tieren eine fibrinds-hamorrhagische
Peritonitis festgestellt werden (Esquenet et al. 2003). Diese Entziindung kénnte die Folge einer
Perforation der Blinddarme aufgrund der flir H. meleagridis typischen, festen Blinddarm-
Ausgusse sein (Lotfi 2011; van der Heijden 2009), die sich vermutlich auch vom Bauchfell auf
andere Organe hin zu einer Polyserositis ausbreiten kann. Diese Kausalitat scheint jedoch als
Erklarung fir die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unwahrscheinlich zu sein. Zum einen
konnten Uber den gesamten Zeitraum, in dem routinegemafe Sektionen durchgefiihrt wurden,
nur bei drei Mastelterntier-Herden vereinzelt Typhlitiden festgestellt werden. Zum anderen
wirde man im Falle eines Zusammenhangs zwischen einer Polyserositis aufgrund einer
vorangegangenen H. meleagridis-bedingten Typhlitis eine Korrelation zwischen dem
prozentualen Anteil der Polyserositis an allen Sektionsbefunden und den positiven DNA-
Nachweisen der Blinddarmtupfer erwarten. Dieser Zusammenhang konnte jedoch nicht
dargestellt werden.

Olsen et al. (2011) untersuchten mittels Multi-locus sequence typing und Plasmid-Analyse
die genomische Vielfalt von Avidren pathogenen E. coli (APEC) und den Einfluss einer
Infektion mit H. meleagridis bei Freiland-Legehennen in Danemark. Die Autoren konnten
jedoch keine Unterschiede in der Diversitat der nachgewiesenen E. coli-Sequenztypen
zwischen Histomonaden-positiven und Histomonaden-negativen Herden feststellen, so dass
sie schlussfolgerten, dass eine Histomonose kein pradisponierender Faktor fir eine E. coli-
Infektion zu sein schien. Bei den Mastelterntieren dieser Arbeit handelte es sich jedoch um
Tiere, die konventionell in Bodenhaltung gehalten und restriktiv gefittert wurden. Im Vergleich
zu Freiland-Legehennen, die im Laufe des Tages auch im Auslauf Futter aufnehmen kdnnen,
beinhaltete das restriktive Fltterungsmanagement bei den Mastelterntieren jedoch taglich
einen gewissen Zeitraum des Futterentzugs. Eine Vermutung ware somit, dass dieser
temporare Entzug einen positiven Einfluss auf die Vermehrung von H. meleagridis haben und
somit indirekt auch die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Polyserositis erhoht haben
konnte. Der positive Effekt einer Futterrestriktion auf eine Infektion mit H. meleagridis wurde
bereits von Liebhart und Hess (2009) bestatigt, die durch die Gabe einer alkalischen Losung
einen Futterentzug imitierten, damit den pH-Wert in Kropf, Magen und Duodenum bei Hihnern
und Puten erhdhten und so die Anzahl Histomonaden-typischer Lasionen auf 100% steigern
konnten. Interessant ist zudem, dass auch andere Studien bestatigen, dass ein temporarer

Futterentzug die Darmflora hin zu einer erhéhten Kolonisation mit pathogenen Darmbakterien
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beeinflussen kann (Burkholder et al. 2008; Thompson et al. 2008). Somit ware vorstellbar,
dass eine durch die restriktive Futterung induzierte pathogenreiche Bakterienflora im Darm die
Wachstumsbedingungen fur Histomonaden positiv beeinflusst und in der Folge die Ausbildung
von Polyserositiden beginstigt haben kdnnte. Zudem ist es sehr interessant, dass bei Hilhnern
sowohl zwischen Lege- und Mastlinie als auch zwischen verschiedenen Huhnerrassen
Unterschiede im Darmmikrobiom festgestellt werden konnten (Kim et al. 2015; Videnska et al.
2014; Jang et al. 2013; Uni et al. 1996). Dies lasst die Vermutung zu, dass sich die Haltung
von Mastelterntieren typische Futterrestriktion in Abhangigkeit vom genetischen Hintergrund
der Tiere unterschiedlich stark auf das Darmmikrobiom auswirkte und daher bei Tieren der
Herkunft A zu einer pathogenreicheren Darmflora gefiihrt haben kénnte, die wiederum einen
positiven Einfluss auf H. meleagridis als Wegbereiter fir eine E. coli-bedingte Polyserositis
hatte. Ein Grund daflir, dass sich dieser Zusammenhang nur bei den Sockentupfern, nicht aber
in Bezug auf die Blinddarmtupfer darstellen lie, kénnte die geringe Anzahl an
Blinddarmtupfern sein, die in diese Berechnung eingeflossen sind. Wahrend es sich bei den
Blinddarmtupfern lediglich um Proben von 2 Tieren je Betrieb und Probenahmezeitpunkt (n =
380) mit den entsprechenden Sektionsbefunden handelte, konnten mittels Sockentupfern je
nach Stallgrole und eingestallter Tierzahl deutlich mehr Tiere beprobt werden, was die
Wahrscheinlichkeit fir einen positiven DNA-Nachweis in der Histomonaden-gPCR erhoht

haben konnte.

Nach experimenteller Infektion von Legehennen mit H. meleagridis konnte eine Reduktion der
Legeleistung um 30 % induziert werden (Liebhart et al. 2013). Die Autoren vermuteten, dass
Blinddarmentzindungen zu einer verringerten Aufnahme von Nahrungsbestandteilen fuhren,
die wiederum eine Atrophie von Eierstock und Eileitern verursacht. Diese Atrophie filhrte zwei
bis vier Wochen p. i. zu einem signifikanten Abfall der Legeleistung, wobei sich diese nach
funf Wochen wieder erholte. Auch andere Autoren berichteten Uber einen Abfall der
Legeleistung in Folge einer Histomonose bei Hihnern (Popp et al. 2011; Esquenet et al. 2003;
Ganapathy et al. 2000). Aufgrund der Beobachtungen dieser Autoren und der Tatsache, dass
bei zehn Betrieben am Ende des Produktionszeitraumes im Vergleich zum
Integrationsstandard eine negative Abweichung der Legeleistung in Bezug auf das
Gesamtgelege beobachtet wurde (Betrieb 11 bis 20), sollte in der vorliegenden Arbeit Uberpriift
werden, ob niedrigere Ct-Werte in der Histomonaden-gPCR mit einer verminderten
Legeleistung korrelierten. Mittels Spearman-Rangkorrelation konnte jedoch dargestellt
werden, dass es weder in Bezug auf die Blinddarmtupfer noch in Bezug auf die Sockentupfer
einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen niedrigeren Ct-Werten und der
Legeleistung gab. Die Hypothese, dass niedrigere Ct-Werte mit einer negativen Abweichung

der Legeleistung korrelieren, konnte somit nicht bestatigt werden und wird durch die Tatsache
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gestutzt, dass in den hier untersuchten Mastelterntier-Herden entgegen der Beobachtung von
Liebhart et al. (2013) keine makroskopischen Anzeichen einer Atrophie von Eierstock oder
Eileitern festgestellt werden konnten. Somit I&sst sich vermuten, dass sich die Auswirkungen
der Infektion mit H. meleagridis auch bei Mastelterntieren nur auf die Blinddarme begrenzen
kénnen, so wie es bei Hihnern bereits mehrfach beobachtet wurde (Stokholm et al. 2010;
Esquenet et al. 2003; Homer und Butcher 1991). Auch die Tatsache, dass Hihner aufgrund
einer frlihen Immunantwort in den Blinddarmen zumeist dazu in der Lage scheinen, die
Infektion auf die Blinddarme zu beschranken (Kidane et al. 2018, Mitra et al. 2017), kénnte
eine Erklarung dafiir sein, warum sich die positiven Histomonaden-DNA Nachweise bei
Mastelterntieren nicht darstellbar negativ auf die Legeleistung auswirkten. Des Weiteren wurde
bereits viel Uber Unterschiede in der Pathogenitat verschiedener Histomonaden-lsolate
diskutiert (Callait-Cardinal et al. 2007; Dwyer und Honigberg 1970; Lund 1956; Tyzzer 1936).
Obwohl es mithilfe unterschiedlicher Verfahren bereits gelang, H. meleagridis-Stamme zu
genotypisieren (Bilic et al. 2014; van der Heijden et al. 2006), bedarf es weiterer
Untersuchungen in der Zukunft, um den Einfluss der unterschiedlichen Genotypen auf die
Wahrscheinlichkeit flr die Auspragung klinischer Symptome, wie eine Verminderung der
Legeleistung, zu eruieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die aus der Probe isolierte
Histomonaden-DNA nicht typisiert, so dass keine Aussage dartber getroffen werden konnte,
ob alle Proben dem gleichen Genotyp angehorten. Gerth et al. (1985) fanden heraus, dass
eine Infektion mit H. meleagridis am Ende der Aufzucht in der Produktionsphase nicht nur zu
einer niedrigeren Legeleistung Uber mehrere Wochen fuhren kann, sondern auch zu einer
verminderten Eischalenqualitat. Aber auch dies konnte im Rahmen dieser Arbeit bei keiner der
untersuchten Mastelterntier-Herden beobachtet werden. Betriebe, bei denen bereits bei
Einstallung in den Produktionsbetrieb DNA von H. meleagridis in den Wischproben oder
Blinddarmtupfern nachgewiesen werden konnte, fielen weder durch eine besonders schlechte
Legeleistung noch durch eine auffallend schlechte Eischalenqualitat auf. Zu &ahnlichen
Ergebnissen kamen auch Sigmon et al. (2019). Die Autoren zeigten, dass die Infektion von
Hihnern wahrend der Aufzucht keine negativen Langzeitauswirkungen auf Legebeginn,
Legeleistung, Eigewicht oder Futterverwertung hatten und vermuteten, dass der frihe
Infektionszeitpunkt den Tieren Zeit gegeben hatte, zu genesen. In der vorliegenden Arbeit
konnte der genaue Infektionszeitraum nicht bestimmt werden, da die Mastelterntiere wahrend
der Aufzucht nicht untersucht worden waren. Denkbar schien jedoch, dass der Groldteil der
Tiere sich bereits wahrend der Aufzucht mit H. meleagridis infizierte, genesen konnte und
daher in der Produktion trotz positiven DNA-Nachweisen keine klinischen Symptome mehr
zeigte. Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern somit die Ansicht, dass Huhner trotz

positiven Histomonaden-DNA Nachweisen keine klinischen Symptome ausbilden missen.
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Wenngleich die Gegenlberstellung von Ct-Werten und Abweichung der Legeleistung keinen
statistisch signifikanten Zusammenhang erbrachte, zeigte sich dennoch eine sehr schwach
inverse Korrelation und somit die geringe Tendenz, dass niedrigere Ct-Werte mit einer
positiven Abweichung der Legeleistung korrelierten. Ahnliche Ergebnisse erzielte eine Studie
von Chadwick et al. (2020), in der die Autoren den Einfluss einer frihen Histomonaden-
Infektion bei Elterntier-Hennen in der Aufzucht auf das Wachstum sowie die Legeleistung und
Eiqualitat in der Produktionsphase untersuchten. Zwischen der 48. und 51. Lebenswoche
wurde hier in der Gruppe der mit H. meleagridis infizierten Hennen eine hdhere Legeleistung
im Vergleich zur Kontroligruppe festgestellt. Die Autoren vermuteten, dass die durch
Histomonaden induzierten Entziindungen des Blinddarms zu einer verminderten Entwicklung
des Korpergewichts in der Aufzucht geflihrt haben kénnten und verwiesen auf eine andere
Studie bei Mastelterntieren, nach der sich héhere Kérpergewichte negativ auf die Legeleistung

auswirken koénnen (Abbas et al. 2010).

Uber eine erhdhte Mortalitat bei Hiihnern infolge einer Infektion mit Histomonaden wurde
ebenso vielfach berichtet (Popp et al. 2011; Esquenet et al. 2003; Ganapathy et al. 2000),
wobei die Angaben stark variieren und sich vor allem auf Legehennen und Masthihner
beziehen. In Bezug auf Elterntiere sind Angaben zu Mortalitdten kaum vorhanden. Lediglich
bei einem Ausbruch in Polen wurde von einer Mortalitat von 6,6 % zwischen der 5. und 19.
Lebenswoche berichtet, wobei in diesem Fall auch Gallibacterium anatis nachgewiesen wurde.
Die héchsten Verluste waren in diesem Fall innerhalb der ersten zwei Wochen nach den ersten
Symptomen zu verzeichnen (Dolka et al. 2015). Um zu Uberprifen, ob sich die Hohe der Ct-
Werte der Histomonaden-qgPCR auf die Mortalitat der Mastelterntiere auswirkte, wurde eine
Spearman-Rangkorrelation berechnet. Die Ergebnisse erbrachten eine sehr schwach inverse,
nicht statistisch signifikante Korrelation und zeigten somit, dass es weder in Bezug auf die
Blinddarmtupfer noch in Bezug auf die Sockentupfer einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen der Hohe aller Ct-Werte, die U(Uber den gesamten
Produktionszeitraum mittels gPCR erfasst wurden und den Abgangen gab. Wenngleich in 15
von 19 Betriecben am Ende des Produktionszeitraumes eine im Vergleich zum
Integrationsstandard hohere Mortalitdt zu verzeichnen war, konnte jedoch kein
Zusammenhang zu den gPCR-Ergebnissen festgestellt werden. Somit schien die Hohe der
Ct-Werte in der Histomonaden-gPCR keine Aussage uUber die Mortalitdt der untersuchten
Mastelterntiere zuzulassen. Auch dieses Ergebnis korrelierte mit der allgemeinen Auffassung,
dass Huhner in Bezug auf eine Infektion mit H. meleagridis lediglich als Reservoir-Wirte
dienen, bei denen die Erkrankung haufig symptomlos ablauft (Liebhart und Hess 2019).

Zudem ist bekannt, dass sich Ko-Infektionen mit anderen Erregern negativ auf die Mortalitat
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bei HUihnern auswirken kénnen (Popp et al. 2011; Stokholm et al. 2010), was jedoch im

Rahmen dieser Arbeit aufgrund fehlender Untersuchungen nicht beurteilt werden konnte.

Die Auswertung der erhobenen Daten wahrend der Produktionsphase von 19 Mastelterntier-
Herden ergab, dass der Nachweis von Histomonaden-DNA mittels gPCR auch in Betrieben
mit hohen Biosicherheitsanforderungen gelang und dass positive DNA-Ergebnisse in der
gPCR keine statistisch signifikanten Auswirkungen auf die Produktionsparameter Abgange
und Legeleistung hatten. Nichtsdestotrotz ist die Histomonose bei Mastelterntieren als
durchaus relevante und ernstzunehmende Erkrankung anzusehen und es besteht,
insbesondere hinsichtlich des Eintrags in die Herden, der Pathogenitat des Erregers sowie des
Einflusses aktueller Haltungsbedingungen auf die Darmgesundheit dringend weiterer

Forschungsbedarf.
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Vorkommen von Histomonas meleagridis bei Mastelterntieren
und Einfluss eines positiven Nachweises mittels Real-time PCR auf die

Produktionsparameter der Herde

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 19 in Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen-Anhalt und
Tharingen lokalisierte Mastelterntier-Herden vom Tag der Einstallung in den Produktionsstall
bis zur 56. Lebenswoche alle vier Wochen molekularbiologisch (gqPCR) auf das Vorkommen
von Histomonas meleagridis-DNA untersucht. Dabei handelte es sich um neun Betriebe mit
Mastelterntieren der Herkunft A und zehn Betriebe mit Mastelterntieren der Herkunft B. Fur
alle Herden wurden Daten Uber die Herdengesundheit (Sektionsbefunde) sowie wirtschaftliche
Parameter (Abgadnge Hennen, Legeleistung) erhoben und den Ergebnissen der

Histomonaden-qPCR gegenubergestellt.

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, zu prifen, inwieweit Mastelterntiere sich trotz
umfangreicher Biosicherheitsmalnahmen mit H. meleagridis infizieren. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigten, dass der DNA-Nachweis mittels Histomonaden-qPCR in allen
Herden im Verlauf des Produktionszeitraumes mehrfach gelang. Zum Zeitpunkt der
Einstallung in den Produktionsstall konnte bereits in 31,6 % der Betriebe DNA von H.
meleagridis detektiert werden. Der spateste Zeitpunkt, an dem ein positiver Nachweis von
Histomonaden-DNA mittels gPCR eruiert wurde, war die 36. Lebenswoche. Des Weiteren
wurde untersucht, ob bestimmte Faktoren wie die Jahreszeit, die Herkunft des verwendeten
Trankewassers oder die Region, in der sich der Betrieb befand, die Wahrscheinlichkeit fir ein
positives DNA-Ergebnis in der Histomonaden-qPCR beeinflusste. Wahrend dies bei den
ersten beiden Faktoren Jahreszeit und Trankewasserherkunft nicht der Fall war, zeigte sich in
Bezug auf die Region, dass die Ct-Werte der Sockentupfer von Betrieben, die sich in
Mecklenburg-Vorpommern befanden, statistisch signifikant niedriger waren als die von
Betrieben in Sachsen-Anhalt und Thuringen. Der Grund fiir die Unterschiede in den Ct-Werten

blieb unklar.

Ein weiterer Zweck dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob sich die Wahrscheinlichkeit flr
eine Infektion mit H. meleagridis zwischen zwei genetisch unterschiedlichen Tier-Herklnften
voneinander unterschied. Die Untersuchung von Blinddarm- und Sockentupfern erbrachte

diesbezlglich jedoch kein statistisch signifikantes Ergebnis. Der prozentuale Anteil der
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positiven DNA-Nachweise von H. meleagridis lag bei Tieren der Herkunft A bei 51,6 %, bei
Tieren der Herkunft B bei 39,5 %. Des Weiteren wurde durch Verwendung zweier
unterschiedlicher Probenmaterialien, Blinddarm- und Sockentupfer, Uberprift, ob das
Probenmaterial die Wahrscheinlichkeit fur einen positiven DNA-Nachweis beeinflusst. Dabei
wurde festgestellt, dass sich bei identischem Probenahmezeitpunkt die Ergebnisse der gPCR
bei Blinddarm- und Sockentupfern statistisch signifikant voneinander unterschieden. Der
Nachweis von Histomonaden-DNA mittels gPCR gelang bei mehr als der Halfte der
Sockentupfer, wahrend nur gut ein Drittel der Blinddarmtupfer positiv getestet wurde. Diese
Ergebnisse scheinen der Tatsache geschuldet zu sein, dass die Untersuchung mittels

Sockentupfern mehr Tiere einbezog als die Untersuchung mittels Blinddarmtupfern.

Trotz einer erheblichen Anzahl an positiven DNA-Nachweisen mittels qPCR konnte
augenscheinlich kein Zusammenhang zu einer Typhlitis hergestellt werden. Lediglich bei 3 von
19 Herden wurden im Untersuchungszeitraum in den routinegemalf durchgefiihrten Sektionen
Typhlitiden festgestellt, wobei der hdchste prozentuale Anteil bei 3,0 % lag. Interessanterweise
konnte jedoch auch bei 36,2 % der makroskopisch unauffalligen Blinddarme DNA von H.
meleagridis nachgewiesen werden. In Bezug auf den Sektionsbefund Polyserositis zeigte sich
bei Tieren der Herkunft A eine Korrelation zwischen der Summe der Ct-Werte (Sockentupfer)
und dem prozentualen Anteil der Tiere, bei denen eine Polyserositis festgestellt wurde. Die
Ergebnisse der statistischen Auswertung deuteten darauf hin, dass der Anteil der Tiere mit
Polyserositis mit steigendem Ct-Wert abnimmt. AbschlieBend zeigten weitere
Untersuchungen, dass mittels qPCR nachgewiesene Infektionen mit H. meleagridis bei
Mastelterntieren weder zu einer negativen Beeinflussung der Legeleistung (Gesamtgelege)

noch zu einem Anstieg der Mortalitat (Abgange) fuhren mussen.
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7 Summary

Investigations on the occurence of Histomonas meleagridis in broiler breeders and
influence of positive detection by Real-time PCR on the production parameters of the
flock

In the course of this work, 19 broiler breeder flocks located in Mecklenburg-Western
Pomerania, Saxony-Anhalt and Thuringia were analysed by qPCR for the presence of
Histomonas meleagridis DNA every four weeks from the day of housing into the production
facility. These were nine farms with broiler breeders of breed A and ten farms with broiler
breeders of breed B. Data on flock health (necropsy findings) and economic parameters
(mortality and laying performance) were collected for all flocks and compared with the results
of the gPCR.

The first aim of this study was to investigate the extent to which broiler breeders become
infected with H. meleagridis despite extensive biosecurity measures. The results of the tests
showed that DNA was detected several times in all flocks during the production period. At the
time of housing into the production facility, DNA of H. meleagridis was already detected in 31.6
% of the flocks. The latest time at which a positive DNA detection was achieved was the 36"
week of life. Furthermore, it was investigated whether certain factors such as the season, the
origin of drinking water or the region in which the farm was located influenced the probability
of a positive DNA result in the gPCR. This was not the case for the first two factors, but with
regard to the region, the Ct values of boot swabs from farms located in Mecklenburg-Wesern
Pomerania were statistically significant lower than those from farms in Saxony-Anhalt and

Thuringia. The reason for this difference in the Ct values remained unclear.

Another purpose of this study was to find out whether the probability of an infection with
histomonads differs between two breeds. However, the examination of cecal and boot swabs
did not yield any statistically significant result in this respect. The percentage of positive DNA
detections of H. meleagridis was 51.6 % in breed A broiler breeders and 39.5 % in breed B
broiler breeders. Furthermore, the use of two different sample materials, cecal swabs and boot
swabs, was used to investigate whether the sample material influences the probability of a
positive DNA detection. It was found that there was a statistically significant difference between
the gPCR results at identical sampling times. DNA of H. meleagridis was detected in more
than half of the boot swabs, while only a third of the cecal swabs tested positive. These results
appear to be due to the fact that testing with boot swabs involved more animals than testing

with cecal swabs.
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Despite of a considerable number of positive DNA detections by qPCR, no connection to
typhlitis could apparently be established. Only 3 out of 19 flocks were found to have typhlitides
in the routinely performed necropsies during the study period, with the highest percentage
being 3.0 %. Interestingly, DNA of H. meleagridis could also be detected in 36.2 % of
macroscopically inconspicuous ceca. With regard to the diagnosis of polyserositis, in breed A
there was a correlation between the sum of the Ct values (boot swabs) and the percentage of
broiler breeders in which polyserositis was diagnosed. The results of the statistical analysis
indicated that the percentage of broiler breeders with polyserositis decreases with increasing
Ctvalues. Finally, further studies showed that infections with H. meleagridis detected by gPCR
do not necessarily lead to a negative effect on laying performance or to an increase in mortality

in broiler breeder flocks.
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9

Anhang

Tabelle 16: Produktionsparameter Betrieb 1

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in 9 9 9 9 Gelege %Resthenne  |[Abgédnge kum. %POL | Abgédnge kum. %POL | Abgange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne s PR )
Lebenswochen . (bec Wert - (beot Wert) |(Integrationsstandard) | (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . .
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 -0,20
24 13,99 22,00 -8,01 0,32 0,70 -0,38
28 85,15 86,00 -0,85 1,61 1,40 0,21
32 84,37 85,00 -0,63 3,27 2,30 0,97
36 83,80 81,00 2,80 4,48 3,00 1,48
40 80,79 77,00 3,79 574 3,70 2,04
44 77,56 73,00 4,56 7,92 4,40 3,52
48 72,20 69,00 3,20 9,55 5,20 4,35
52 68,57 64,00 4,57 11,00 6,00 5,00
56 59,83 60,00 -0,17 11,88 7,00 4,88
Summe 9,26 21,87
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Abbildung 26: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 17: Produktionsparameter Betrieb 2

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in 9 9 9 9 Gelege % Resthenne Abgdnge kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgange kum. %POL
Gelege % Resthenne Gelege % Resthenne PR o e
psbenshechen (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ e || Wert) | (Integr. dard) e
9 Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 6,13 22,00 -15,87 1,06 0,70 0,36
28 90,45 86,00 445 2,94 1,40 1,54
32 89,70 85,00 4,70 4,01 2,30 1,71
36 82,97 81,00 1,97 4,80 3,00 1,80
40 76,05 77,00 -0,95 6,15 3,70 2,45
44 73,22 73,00 0,22 7,22 4,40 2,82
48 69,97 69,00 0,97 8,17 5,20 297
52 65,83 64,00 1,83 8,97 6,00 297
56 64,00 60,00 4,00 10,42 7,00 3,42
Summe 1,32 20,04
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Abbildung 27: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 18: Produktionsparameter Betrieb 3

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05
24 10,89 22,00 -11,11 0,53 0,70 -0,17
28 87,05 86,00 1,05 0,95 1,40 -0,45
32 88,23 85,00 3,23 1,28 2,30 -1,02
36 83,66 81,00 2,66 1,68 3,00 -1,32
40 80,11 77,00 3,11 1,91 3,70 -1,79
44 76,85 73,00 3,85 2,03 4,40 -2,37
48 72,93 69,00 3,93 2,31 5,20 -2,89
52 66,44 64,00 244 2,70 6,00 -3,30
56 63,66 60,00 3,66 3,13 7,00 -3,87
Summe 12,82 17,13
Produktionsparameter Betrieb 3
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Abbildung 28: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 19: Produktionsparameter Betrieb 4

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,18 0,20 -0,02
24 24,77 22,00 2,77 0,71 0,70 0,01
28 87,30 86,00 1,30 2,58 1,40 1,18
32 87,41 85,00 2,41 3,32 2,30 1,02
36 84,83 81,00 3,83 4,14 3,00 1,14
40 80,53 77,00 3,53 5,25 3,70 1,55
44 76,52 73,00 3,52 6,52 4,40 2,12
48 73,31 69,00 4,31 7,57 5,20 2,37
52 68,74 64,00 4,74 8,86 6,00 2,86
56 65,78 60,00 578 10,26 7,00 3,26
Summe 32,19 15,49
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Abbildung 29: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 20: Produktionsparameter Betrieb 5

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 46,74 22,00 24,74 1,98 0,70 1,28
28 87,78 86,00 1,78 2,76 1,40 1,36
32 87,49 85,00 2,49 3,29 2,30 0,99
36 85,01 81,00 4,01 3,63 3,00 0,63
40 82,98 77,00 5,98 4,02 3,70 0,32
44 77,78 73,00 4,78 4,30 4,40 -0,10
48 72,87 69,00 3,87 4,70 5,20 -0,50
52 68,68 64,00 4,68 5,14 6,00 -0,86
56 62,51 60,00 2,51 5,67 7,00 -1,33
Summe 54,84 1,79
Produktionsparameter Betrieb 5
100,00 40,00
90,00 38,00
80,00 36,00
70,00 34,00
g
® 60,00 32,00 g.
£ &
b 0
% 50,00 30,00 §
1= (7]
° oo
& 40,00 28,00 o
o
o
o
30,00 26,00
20,00 24,00
10,00 22,00
’ -
’ ...-.--....~u.---‘-=‘_"'—'="_'H"m'u'“'_‘.”_'—'_‘“m'""m‘m“."“."
0,00 il * _——— 20,00
19 24 28 32 36 40 44 48 52 56

= | egeleistung Gelege % Resthenne (beobachteter Wert)

Abgdnge kum. % POL (beobachteter Wert)

® Ct-Wert Blinddarmtupfer

=== |egeleistung Gelege % Resthenne

= =Abgdnge kum. % POL (Integrationsstandard)

Ct-Wert Sockentupfer (19.LW Wischprobe)

(Integrationsstandard)

Abbildung 30: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 21: Produktionsparameter Betrieb 6

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 23,60 22,00 1,60 1,54 0,70 0,84
28 87,67 86,00 1,67 2,69 1,40 1,29
32 88,01 85,00 3,01 3,69 2,30 1,39
36 85,32 81,00 4,32 4,18 3,00 1,18
40 81,97 77,00 4,97 4,60 3,70 0,90
44 78,86 73,00 5,86 5,10 4,40 0,70
48 72,64 69,00 3,64 573 5,20 0,53
52 69,07 64,00 5,07 6,39 6,00 0,39
56 63,61 60,00 3,61 7,02 7,00 0,02
Summe 33,75 7,24
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Abbildung 31: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 22: Produktionsparameter Betrieb 7

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05
24 29,15 22,00 7,15 0,80 0,70 0,10
28 87,28 86,00 1,28 2,14 1,40 0,74
32 87,42 85,00 242 3,87 2,30 1,57
36 83,62 81,00 2,62 4,65 3,00 1,65
40 82,50 77,00 5,50 5,01 3,70 1,31
44 77,65 73,00 4,65 5,33 4,40 0,93
48 72,12 69,00 3,12 5,85 5,20 0,65
52 67,43 64,00 343 6,40 6,00 0,40
56 62,23 60,00 2,23 7,19 7,00 0,19
Summe 32,40 7,59
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Abbildung 32: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 23: Produktionsparameter Betrieb 9

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 29,15 22,00 7,15 0,35 0,70 -0,35
28 89,51 86,00 3,51 2,20 1,40 0,80
32 88,84 85,00 3,84 4,60 2,30 2,30
36 85,36 81,00 4,36 548 3,00 2,48
40 82,02 77,00 5,02 6,18 3,70 2,48
44 77,64 73,00 4,64 6,68 4,40 2,28
48 73,96 69,00 4,96 7,30 5,20 2,10
52 70,90 64,00 6,90 7,94 6,00 1,94
56 66,10 60,00 6,10 8,55 7,00 1,55
Summe 46,48 15,58
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Abbildung 33: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 24: Produktionsparameter Betrieb 10

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in = 9 o 9 Gelege %Resthenne Abginge %POL Abgiinge %POL Abginge %POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,08
24 10,26 22,00 -11,74 0,53 0,70 -0,17
28 86,34 86,00 0,34 2,42 1,40 1,02
32 87,91 85,00 291 3,28 2,30 0,98
36 86,46 81,00 5,46 4,46 3,00 1,46
40 81,70 77,00 4,70 5,36 3,70 1,66
44 78,32 73,00 532 597 4,40 1,57
48 75,56 69,00 6,56 6,54 5,20 1,34
52 71,49 64,00 7,49 7,01 6,00 1,01
56 67,23 60,00 723 745 7,00 0,45
Summe 28,27 9,40
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Abbildung 34: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 25: Produktionsparameter Betrieb 11

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,43 0,30 0,13
24 3,18 7,10 -3,92 0,67 0,90 -0,23
28 79,93 84,50 -4,57 1,89 2,20 -0,31
32 81,19 86,10 -4,91 297 2,90 0,07
36 76,79 80,70 -3,91 4,04 3,40 0,64
40 70,96 75,00 -4,04 5,08 3,80 1,28
44 65,86 71,00 -5,14 5,85 4,30 1,55
48 59,10 67,00 -7,90 6,51 4,60 1,91
52 55,25 63,00 -7,75 7,05 5,00 2,05
56 48,82 58,00 -9,18 7,81 5,40 2,41
Summe -51,32 9,50
Produktionsparameter Betrieb 11
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Abbildung 35: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 26: Produktionsparameter Betrieb 12

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,06 0,20 -0,14
24 8,58 7,10 1,48 0,50 0,90 -0,40
28 84,20 84,50 -0,30 1,51 2,20 -0,69
32 83,02 86,10 -3,08 2,20 2,90 -0,70
36 77,21 80,70 -3,49 2,93 3,40 -0,47
40 72,56 75,00 -2,44 3,66 3,80 -0,14
44 67,38 71,00 -3,62 4,22 4,30 -0,08
48 62,67 67,00 -4,33 4,95 4,60 0,35
52 57,13 63,00 -5,87 5,52 5,00 0,52
56 53,99 58,00 -4,01 6,46 5,40 1,06
Summe -25,66 -0,69
Produktionsparameter Betrieb 12
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Abbildung 36: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Tabelle 27: Produktionsparameter Betrieb 13

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,09 0,30 -0,21
24 8,37 7,10 1,27 0,48 0,90 -0,42
28 80,98 84,50 -3,52 1,66 2,20 -0,54
32 82,02 86,10 -4,08 3,60 2,90 0,70
36 77,64 80,70 -3,06 4,55 3,40 1,15
40 72,92 75,00 -2,08 4,84 3,80 1,04
44 69,35 71,00 -1,65 5,19 4,30 0,89
48 63,86 67,00 -3,14 5,71 4,60 1,11
52 60,18 63,00 -2,82 6,11 5,00 1,11
56 54,85 58,00 -3,15 6,73 5,40 1,33
Summe -22,23 6,16
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Anhang

Tabelle 28: Produktionsparameter Betrieb 14

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,30 0,30 0,00
24 0,49 7,10 -6,61 0,54 0,90 -0,36
28 82,01 84,50 -2,49 1,36 2,20 -0,84
32 83,83 86,10 -2,27 1,98 2,90 -0,92
36 79,00 80,70 -1,70 2,49 3,40 -0,91
40 72,55 75,00 -2,45 2,97 3,80 -0,83
44 67,15 71,00 -3,85 3,56 4,30 -0,74
48 65,19 67,00 -1,81 4,20 4,60 -0,40
52 59,44 63,00 -3,56 4,77 5,00 -0,23
56 56,13 58,00 -1,87 542 5,40 0,02
Summe -26,61 -5,21
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Abbildung 38: Produktionsparameter und qPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt
Betrieb 14
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Anhang

Tabelle 29: Produktionsparameter Betrieb 15

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,43 0,20 0,23
24 0,59 7,10 -6,51 2,17 0,90 1,27
28 76,04 84,50 -8,46 3,58 2,20 1,38
32 85,70 86,10 -0,40 4,09 2,90 1,19
36 81,80 80,70 1,10 4,49 3,40 1,09
40 7787 75,00 2,87 4,96 3,80 1,16
44 71,70 71,00 0,70 5,39 4,30 1,09
48 67,70 67,00 0,70 5,78 4,60 1,18
52 63,60 63,00 0,60 6,15 5,00 1,15
56 57,41 58,00 -0,59 6,76 5,40 1,36
Summe -9,99 11,10
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Abbildung 39: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 30: Produktionsparameter Betrieb 16

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
21 0,00 0,00 0,00 0,45 0,30 0,15
24 0,10 7,10 -7,00 0,76 0,90 -0,14
28 79,96 84,50 -4,54 1,92 2,20 -0,28
32 83,99 86,10 -2,11 3,95 2,90 1,05
36 76,72 80,70 -3,98 4,83 3,40 1,43
40 70,90 75,00 -4,10 5,92 3,80 212
44 63,41 71,00 -7,59 9,18 4,30 4,88
48 56,79 67,00 -10,21 10,52 4,60 5,92
52 52,33 63,00 -10,67 12,03 5,00 7,03
56 44,97 58,00 -13,03 14,49 5,40 9,09
Summe -63,23 31,25
Produktionsparameter Betrieb 16
100,00 40,00
90,00 38,00
80,00 36,00
70,00 3400
@
xR 60,00 32,00 ‘B._.
£ (s}
8 @
@ 50,00 3000 §
E [
© <]
5 &
o 40,00 28,00 o
[w]
Q.
o
30,00 26,00
20,00 24,00
]
10,00 ] eeeseanemnennnesaresaes 22,00
—" ...-‘n-----'l!""."" — — — —
0,00 : 20,00

21 24

= | egeleistung Gelege % Resthenne (beobachteter Wert)

28

32

Abgadnge kum. % POL (beobachteter Wert)

® Ct-Wert Blinddarmtupfer

36 40

a4

48 52

= = Abgdnge kum. % POL (Integrationsstandard)

Ct-Wert Sockentupfer (21.LW Wischprobe)

56

=== |egeleistung Gelege % Resthenne (Integrationsstandard)

Abbildung 40: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 31: Produktionsparameter Betrieb 17

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 -0,20
24 0,02 7,10 -7,08 0,54 0,90 -0,36
28 79,37 84,50 -5,13 1,17 2,20 -1,03
32 84,33 86,10 -1,77 2,26 2,90 -0,64
36 76,76 80,70 -3,94 3,34 3,40 -0,06
40 66,34 75,00 -8,66 5,89 3,80 2,09
44 67,49 71,00 -3,51 7,77 4,30 347
48 61,74 67,00 -5,26 8,89 4,60 4,29
52 55,96 63,00 -7,04 10,32 5,00 5,32
56 49,81 58,00 -8,19 12,35 5,40 6,95
Summe -50,58 19,83
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Anhang

Tabelle 32: Produktionsparameter Betrieb 18

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
19 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,08
24 0,19 7,10 -6,91 0,60 0,90 -0,30
28 77,55 84,50 -6,95 1,83 2,20 -0,37
32 83,55 86,10 -2,55 2,94 2,90 0,04
36 79,71 80,70 -0,99 3,86 3,40 0,46
40 75,01 75,00 0,01 4,68 3,80 0,88
44 69,88 71,00 -1,12 5,30 4,30 1,00
48 61,40 67,00 -5,60 6,93 4,60 2,33
52 60,07 63,00 -2,93 8,06 5,00 3,06
56 54,47 58,00 -3,53 8,45 5,40 3,05
Summe -30,57 10,23
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Abbildung 42: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 33: Produktionsparameter Betrieb 19

Legeleistun Legeleistun Differenz Legeleistung Differenz
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
18 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,04
24 9,80 7,10 2,70 0,92 0,90 0,02
28 83,84 84,50 -0,66 2,13 2,20 -0,07
32 85,27 86,10 -0,83 3,11 2,90 0,21
36 80,31 80,70 -0,39 3,90 3,40 0,50
40 72,15 75,00 -2,85 4,53 3,80 0,73
44 64,53 71,00 -6,47 6,04 4,30 1,74
48 62,21 67,00 -4,79 7,03 4,60 2,43
52 57,11 63,00 -5,89 7,84 5,00 2,84
56 53,85 58,00 -4,15 8,61 5,40 3,21
Summe -23,33 11,65
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Abbildung 43: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 34: Produktionsparameter Betrieb 20

Legeleistun Legeleistun Abweichung Legeleistung Abweichung
Alter in go 9 g,, 9 Gelege % Resthenne Abgange kum. % POL | Abgange kum. %POL | Abgiange kum. % POL
Gelege %Resthenne | Gelege % Resthenne .
Lebenswochen . (beobachteter Wert - (beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) [ (beobachteter Wert -
(beobachteter Wert) | (Integrationsstandard) . q
Integrationsstandard) Integrationsstandard)
20 0,00 0,00 0,00 0,03 0,20 -0,17
24 0,19 7,10 -6,91 0,82 0,90 -0,08
28 70,61 84,50 -13,89 1,46 2,20 -0,74
32 84,76 86,10 -1,34 2,25 2,90 -0,65
36 81,04 80,70 0,34 2,69 3,40 -0,71
40 74,22 75,00 -0,78 3,05 3,80 -0,75
44 70,66 71,00 -0,34 3,37 4,30 -0,93
48 66,13 67,00 -0,87 3,74 4,60 -0,86
52 61,65 63,00 -1,35 4,11 5,00 -0,89
56 55,09 58,00 -2,91 4,43 5,40 -0,97
Summe -28,05 -6,75
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Abbildung 44: Produktionsparameter und gPCR-Ergebnisse je Probenahmezeitpunkt Betrieb
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Anhang

Tabelle 35: Ct-Werte Histomonaden-qgPCR

Ct-Wert qPCR|Ct-Wert qPCR|Ct-Wert gPCR|Ct-Wert qPCR|Ct-Wert gPCR|Ct-Wert qPCR|Ct-Wert gPCR|Ct-Wert qPCR|Ct-Wert gPCR|Ct-Wert qPCR Summe der Ct-
Betriebs-ID | Herkunft | ;t’:lilung 24LW 28.LW 32LW 36.LW 40.LW 441w 48.LW 52.LW 56.LW BEp
WP | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT | BDT | SOT BDT

1 A nn. | nn. [ nn | nn | 32843230 | 33,78 |2597 (3357 | nn. | 3263 nn. |3398 26,12 | 33,99 | 22,39 | 34,34 | 25,52 | 33,76 | 31,28 | 308,98 | 323,58
2 A n.n nn. [3135| nn. 3330|3269 (3541 | nn. | 3801 nn. 3706|3919 | nn. | nn. [ nn. | 37,06 | nn. | nn. | nn. | 2620 | 33513 | 375,14
3 A n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. nn. |[3882| nn. | 3844 | nn. nn. [3379| nn. n.n. n.n. n.n. n.n. | 353,79 | 397,26
4 A nn. [ nn | 3750 3948|3588 3183|3982 | nn. |3842 (| nn. | nn. | 36753594 (3533 | nn. |3938| nn. | nn |[37,92]3841 | 34548 | 381,18
5 A n.n. nn. [36,88| nn. |3905]|23,13 (3580 | nn. |3887 | n.n. n.n. n.n. nn. [27,1213645| nn. | 3791 nn. | 3889 | nn. | 343,85 | 370,25
6 A 31,29 | 2520 | 30,27 | n.n. | 30,65 | 29,91 | 29,91 | 30,70 | 30,03 | 25,61 | 30,02 | 28,47 | 30,98 | 26,08 | 29,69 | 25,74 | 33,24 | 30,75 | 33,84 | n.n. [ 278,63 | 302,46
7 A n.n. nn. (3609 nn. |3468| nn. [3315( nn. | 3989 | nn. n.n. n.n. nn. |[3284| nn n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. | 343,81 | 392,84
9 A 3740 | n.n. n.n. nn. [3956 | n.n. n.n. | 34,50 | 39,60 | 37,25 | 38,42 | n.n. nn. | 3506 | n.n. n.n. nn. | 3534 | n.n n.n. | 357,58 | 382,15
10 A 27,32 | nn. | 3507 | 3504|3768 | nn. [37,39]3387|3351| nn. [37,58| nn. [3965| 34,63 (3959|3708 nn. | 39,94 (3975 36,23 | 340,22 | 376,79
11 B nn. | nn. [3046 | nn. |29,95| 37,62 | 32,07 | 31,70 | 33,24 | 27,44 | 3523 | n.n. | 3854|3685 | nn. (3986 | nn. [ nn. | nn. [ 36,08 | 319,49 | 369,55
12 B n.n. n.n. n.n. nn. (3794 nn. n.n. nn. (37,09 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. | 355,03 | 400,00
13 B n.n. nn. (3459 | nn. | 3768 | nn. |[3893| n.n. n.n. n.n. n.n. nn. 3917 | n.n. nn. [3560| nn. |3953]| nn. | 26,20 | 350,37 | 381,33
14 B nn. | nn 3529 nn. | 3483|2434 29,88 |3332 (31,76 | nn. | 30,22 | 29,75 | 32,63 | 34,61 | 33,79 | 29,68 | 30,66 | 28,05 | 31,60 | 24,57 | 290,66 | 324,32
15 B 36,96 | n.n. | 3856 | n.n. | 37,42 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. nn. (3934 nn ]3940 | nn. n.n. nn. [ 3958 | n.n. | 354,30 | 400,00
16 B nn. [ nn | 3781 nn | 3772 nn. [3888|3910| n.n. [ nn. [3920]3877 | nn. 3494|3717 | nn. | 3857 | nn. | nn. | nn. | 349,35 | 392,81
17 B n.n. nn. |[36,19 | 27,55| 36,43 | nn. |34,31 (3301 nn. | 3542|3457 | nn. |37,03] 31,61 | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. | 338,53 | 369,59
18 B 39,36 | n.n. n.n. nn. [3938| nn. nn. |[3892] 38,69 | nn. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. | 358,07 | 398,92
19 B n.n. [3846 (3478 | nn. | 3492 | n.n. n.n. | 33253837 | nn. n.n. n.n. n.n. n.n. |3835] nn. n.n. | 37,66 | n.n. n.n. | 346,42 | 389,37
20 B n.n. n.n. nn. | 21,43 13812 | nn. | 3506 [ nn. | 3870 (36,01 nn. |36,09] nn. n.n. n.n. | 36,83 | n.n. n.n. n.n. n.n. | 351,88 | 370,36
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