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Einleitung und Ziele der Arbeit 1

1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Histomonose ist eine parasitdre Erkrankung, die durch Infektion mit dem Protozoon
Histomonas meleagridis verursacht wird. Diese Krankheit tritt besonders bei Puten und
Hihnern sowie bei anderen Vogelarten auf und fihrt zu schweren wirtschaftlichen Verlusten.

In den letzten drei Jahrzehnten konnte das Auftreten von Histomonose durch verbessertes
Management, wie zum Beispiel die strikte Trennung der Haltung von Puten und
Hihnerherden und durch verfigbare therapeutische und prophylaktische Préparate eindeutig
reduziert werden.

In der jungsten Zeit trat die Krankheit bei Puten und Hihnern in Europa verbunden mit sehr
hoher Mortalitéat auf. Das gehaufte Wiederauftreten wird durch jetzt fehlende Therapie- bzw.
Prophylaxemdglichkeiten verursacht. Seit 1995 besteht ein Therapienotstand flr diese
Erkrankung, da alle gegen Histomonose wirksamen Arzneimittel der Wirkgruppe der
Nitroimidazole einschlieBlich der Nitrofurane in Anhang IV der Verordnung (EWG.) Nr.
2377/90 aufgenommen wurden. Acht Jahre spater lief nach der Verordnung (EWG.) Nr.
1756/2002 am 31. Marz 2003 die Ubergangsfrist zum Einsatz von Nifursol® als
Futterzusatzstoff zur Prophylaxe von Histomonose ab, seitdem besteht zusatzlich ein
Prophylaxenotstand. Seit 2003 stehen also in Europa weder Mittel zur Behandlung noch zum
prophylaktischen Einsatz zur Verfligung.

Ziele dieser Arbeit waren somit Erkenntnisse Uber die Pathogenese von Histomonose bei
verschiedenen Putenlinien und Hiahnerlinien zu gewinnen. AuBerdem sollte die Wirksamkeit
von Paromomycinsulfat in vitro und in vivo gegen Histomonose untersucht werden, um das
Potential dieses Praparates zur Prophylaxe dieser Krankheit zu Gberprifen.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Geschichte

Die erste Beschreibung von Histomonas meleagridis erfolgte 1893 in den USA (Rhode
Island) durch Theobald Smith als Amoeba meleagridis, da zu diesem Zeitpunkt noch keine
begeiBelten Stadien bekannt waren (Smith, 1895). Erst knapp dreiBig Jahre spater wurden
begeiBelte Stadien des Schwarzkopferregers entdeckt (Tyzzer und Fabyan, 1922), die
bereits einige Jahre zuvor auf Grund beobachteter Erregerbewegungen vermutet worden
waren (Tyzzer, 1920). In Folge dessen erfolgte eine Umbenennung des Organismus in
Histomonas meleagridis, den noch heute giltigen wissenschaftlichen Namen. Alternative
Bezeichnungen von Histomonose, die sich in der Literatur finden, sind Schwarzkopfkrankheit
(Blackhead disease), Typhlohepatitis, Enterohepatitis und ansteckende Blinddarm-
Leberentziindung.

1901 wurde das Auftreten der Histomonose erstmals bei Hihnern festgestellt und 1908
fanden erste wirtschaftlich bedeutende Ausbriiche bei Hihnern statt (Lund 1967a). Durch
verbesserte Haltungsbedingungen konnte das Auftreten der Krankheit in den USA verringert
werden, allerdings blieb die Histomonose in vielen amerikanischen Bundesstaaten die
Haupttodesursache bei Puten (Bushnell und Jackley, 1918). 1926 hatte sich die Krankheit
auch auf andere Kontinente, wie Europa, Australien und Ostasien ausgebreitet. Anfang und
Mitte der 60er Jahre des 20. Jahrhunderts verlor die Histomonose durch Medikamente bzw.
den prophylaktischen Einsatz von Amdébostatika als Futterzusatzstoffe und verbessertes
Management an wirtschaftlicher Bedeutung. Am Ende der 60er Jahre sank die Anzahl der
Ausbriiche der Krankheit weiter ab (Hafez, 2003). 1995 wurde der Wirkstoff Nitroimidazol zur
Anwendung als Medikament bei lebensmittelliefernden Tieren durch die EU verboten (EU,
2002a). AuBerdem trat zusatzlich am 31. Marz 2003 das Verbot des Amdbostatikums
Nifursol als Futterzusatzstoff im Kraft (EU, 2002b). Der Grund des Verbots von Nitroimidazol
und Nifursol war, dass beide Praparate unter dem Verdacht stehen, krebserregend und
mutagen zu wirken. Seitdem stehen innerhalb der EU keine Therapeutika und keine
Prophylaktika fur Histomonose zur Verfigung.

2.2 Vorkommen von H. meleagridis

Die Histomonose ist weltweit verbreitet. Neben Puten und Hihnern kénnen eine Reihe
anderer Vogelarten infiziert werden.

Resultierend aus dem Therapie- bzw. Prophylaxenotstand treten Falle von Histomonose
verbunden mit sehr hoher Mortalitat regelmaBig in Europa auf (Hafez et al., 2005a). Da
Histomonose keine meldepflichtige Krankheit ist, liegt die Anzahl der bekannt gewordenen
Falle sicherlich unter den aufgetretenen Fallen (Hauck et al., 2006).
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2.2.1 Puten

In den Jahren 2004-2008 traten in Deutschland mindestens 35 Ausbriiche bei Puten auf
(Hauck et al. 2010a). Allein zwischen Marz 2003 und November 2005 betrugen die Verluste
in 14 dokumentierten Ausbriichen tUber 90.000 Tiere. In fast allen Fallen waren Putenh&hne
im Alter zwischen 4 und 11 Wochen betroffen (Hafez et al, 2005a).

Popp und Hafez (2007) berichteten beispielsweise Uber eine Infektion mit H. meleagridis in
einem Betrieb mit 5240 Puten im Alter von 53 Tagen. Die Mortalitat betrug mehr als 40 %
innerhalb einer Woche. Bemerkenswerterweise waren bei diesem Ausbruch, nur die
mannlichen Puten in zwei Stallen betroffen, wahrend die weiblichen Tiere, die durch
Maschendraht getrennt in den selben Stéllen gehalten wurden, nicht erkrankten. AuBerdem
berichteten Jung et al. (2009) (ber einen natdrlichen Ausbruch von Histomonose bei
Mastputen. In dem betroffenen Putenbestand wurden in zwei getrennten Stalleinheiten
innerhalb eines Gebaudes insgesamt 3090 Putenh&hne gehalten. Am 35. Masttag wurde die
Krankheit festgestellt. Der Zeitraum vom Auftreten der ersten klinischen Erscheinungen bis
zum letzten Todesfall betrug 40 Tage, und die Mortalitat lag bei 56,7 %. Bei diesem
Ausbruch wurden in der Einstreu viele Getreideschimmelkafer (Alphitobius diaperinus)
festgestellt, in denen aber mittels PCR keine DNA von Histomonas meleagridis
nachgewiesen werden konnte.

In Deutschland wurde das wiederholte Auftreten der Histomonose in einem
Putenelterntierbetrieb beschrieben. Der erste Ausbruch trat im Jahr 2005 bei 17 Wochen
alten Hennen und der zweite im Jahr 2009 bei 8 Wochen alten Hennen auf. Die Ausbriche
blieben auf einzelne Stalle bzw. ein durch einen Bauzaun aus Drahtgitterelementen
abgetrenntes Stallabteil beschréankt. Die Mortalitét stieg innerhalb weniger Tage auf 26 bzw.
65 % an, so dass die Tiere der betroffenen Stalle trotz Therapieversuche mit verschiedenen
Wirkstoffen, die keinen Erfolg zeigten, get6tet wurden. Die nachgewiesenen H. meleagridis
gehdrten in beiden Fallen dem Genotyp A an (Aka et al., 2011).

Aus Frankreich wurden von April 2003, kurz nach dem Verbot von Nifursol, bis Marz 2005
von 113 Ausbrichen der Histomonose in Putenmastbestanden und von 15 Fallen in
Elterntierbetrieben berichtet (Callait et al., 2007). Die meisten Falle wurden in der warmen
Jahreszeit, von April bis September, im Alter von 3 bis 17 Wochen beobachtet. Die Mortalitat
betrug meist 10-30 % in den Mastbestanden und 60,2 % in den Elterntierherden.

In weiteren europdischen Landern wurden auch mehrere Ausbriche von Histomonose
gemeldet, beispielsweise in Osterreich (Hess et al., 2005), den Niederlanden (Van der Heijen
et al 2006), Belgien (Bleyen et al., 2007), Schottland (anonym, 2009), Irland (anonym, 2006)
und GroBbritannien (Burch et al., 2007 und anonym, 2007).

In den USA und Stidamerika wurde auch Utber neue Ausbriiche von Histomonose berichtet,
beispielsweise lag in Kalifornien im Jahr 2001 die Mortalitatsrate bei 25 bis 75 % bei einem
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Ausbruch der Histomonose bei Mastputen (Shivaprasad et al., 2002) und im Jahr 2009
wurde von einem Ausbruch von Histomonose bei Mastputen im Alter von 9 bis 11 Wochen
mit einer Mortalitatsrate von 24-68 % berichtet (Senties-Cue et al., 2009).

2.2.2 Hihner

Die Infektion von HUhnern mit H. meleagridis verlauft meist subklinisch. Beispielsweise
wurde Histomonose im Jahr 2001 in einer Broilerherde in Kalifornien im Alter von 6 Wochen
diagnostiziert. Die Morbiditat betrug nur 1 % mit einem leichten Anstieg der Mortalitat (Cortes
et al.,, 2004). Im Gegensatz dazu betrug die Mortalitdt in einer im Freiland gehaltenen
Legehennenherde in Deutschland, in der die Krankheit kurz nach einer Infektion mit Rotlauf
auftrat, 50 % (Hafez et al., 2001).

In der Schweiz wurden zwischen 2000 und 2003 bei 1,1 % der zu diagnostischen Zwecken
untersuchten Legehennen mikroskopisch H. meleagridis festgestellt (Bart und Hoop, 2009).
Im Gegensatz dazu wurde in den Niederlanden bei einer seroepidemiologischen
Untersuchung von 115 Legehennenbestdnden aus verschiedenen Haltungssystemen
(Biobetriebe, Freilandhaltung, Bodenhaltung und Kafige) mittels eines kompetetiven ELISAs
bei 15 - 18 % der untersuchten Proben Antikérper gegen H. meleagridis gefunden.

Schulze (1975) berichtete Uber das Vorkommen von Histomonose bei einer
Junghennenaufzucht in Norddeutschland zwischen 1971 und 1973. Vorwiegend betroffen
waren Tiere im Alter von 3 bis 9 Wochen. Die Mortalitdt bei einer unbehandelten Herde
betrug 10%. Die Erkrankung trat bei 7 Herden in Kafighaltung und bei 156 Herden in
Bodenhaltung auf. Uber das weitere Vorkommen von Histomonose bei einem
Junghennenbestand in der 17. Lebenswoche berichteten Gerth et al., (1985).

2.2.3 Fasanen und andere Hiihnervégel

Interessanterweise wird angenommen, daB der Fasan der urspringliche Wirt von H.
meleagridis ist (McDougald, 2007). AuBerdem wurde das Protozoon als eine haufige
Ursache von Gewichtsverlust, Durchfall und Todesfélle bei Fasanen und Hihnervégel von
1996 bis 2008 in GroBbritannien genannt (anonym, 2009). Die Untersuchung von 12056
verendeten, meist wildlebenden, Rebhihnern, Rothiihnern und Fasanen in GroBbritannien
zwischen 1912 und 2003, ergab eine starke Korrelation zwischen dem Auftreten von
Heterakis und dem Vorkommen von Histomonose (Potts, 2009). Dabei scheint das
Vorkommen von H. meleagridis bei wildlebenden Fasanen ricklaufig zu sein. Vor dem Jahr
1952 wurde eine Infektion mit H. meleagridis bei 62% den Rebhihnern mit Heterakidenbefall
festgestellt, im Zeitraum von 1952 bis 1991 war nur 29% den Rebhihnern mit
Heterakidenbefall. Nach 1992 wurde Histomonose bei den genannten Vogelarten nicht mehr
diagnostiziert (Potts, 2009).
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2.2.1 Enten

Ein Ausbruch von Histomonose mit hoher Mortalitdt wurde bei 300 Jungenten in Saudi-
Arabien beobachtet. Als klinische Erscheinungen wurden blutiger Durchfall, Mattigkeit und
Dehydration beschrieben. Erste Todesféalle traten am 15. Tag nach dem Auftreten der
Symptome auf. Bei der pathologischen Untersuchung wurden eine akute hamorrhagische
Darm- und Blinddarmentziindung festgestellt. Als weitere Ursache neben H. meleagridis
wurde histologisch Enterococcus spp. nachgewiesen (Alkhalaf und Mahmoud, 2009).
AuBerdem untersuchten Callait-Cardinal et al., (2006) die Empfanglichkeit von Enten bei
einer experimentalen Infektion mit Histomonose. 83 Ente wurden intrakloakal mit H.
meleagridis infiziert und 35 Tage p.i. beobachtet. Es traten keine klinischen Erscheinungen
fir Histomonose bei den infizierten Enten auf. Typische makroskopische L&asionen im
Blinddarm wurden allerdings zwischen dem 7. und 21. Tag p.i. festgestellt. Daraus folgerten
sie, dass Enten kein fir H. meleagridis anfalliger Wirt sind, aber Ubertrdger von H.
meleagridis sein kbnnen.

2.2.2 StrauBe und andere Laufvogel

Borst und Lambers (1985) diagnostizierten eine akute Typhlohepatitis bei zwei jungen
StrauBen (Struthio camelus). Die pathologischen und histopathologischen Untersuchungen
zeigten eine auffallende Ahnlichkeit mit Histomonose beim Gefligel und es wurden
Histomonaden &hnelnde Protozoen im Nativpraparat nachgewiesen.

Bei einem Monitoring von mehr als 500 meist klinisch unauffalligen StrauBen und anderen
Laufvégeln in Spanien und Osterreich (iber einen Zeitraum von 4 Jahren wurde H.
meleagridis bei 35 % der untersuchten Dick- und Blinddarmproben im Nativpraparat
festgestellt (Gordo Ponce et al. 2002).

In Griechenland wurde H. meleagridis bei StrauBen im Alter von 23-60 Tage in nativen
Darmabstrichen und Giemsa gefarbten Kotausstrichen festgestellt (lordanidis et al., 2003).
Das einzige klinische Zeichen war ein Kloakenprolaps. Bei der Nekropsie waren die Vogel
leicht dehydriert und in einem schlechten Ernahrungszustand. Der Inhalt des Duodenums
war wassrig und die Schleimhaut war geschwollen. Die Blinddarme waren aufgetrieben und
mit braunen, wassrigen Inhalt geflillt, wahrend der Inhalt des Dickdarms fest war.
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2.3 Atiologie
2.3.1 Taxonomische Einordnung

Bei der Erstbeschreibung wurde H. meleagridis als Amoebe bezeichnet (Smith, 1895). Erst
spater wurden begeiBelte Stadien gefunden und H. meleagridis als mit den Trichomonaden
verwandter Parasit erkannt (Tyzzer und Fabyan 1922). In den frilhen Beschreibungen
erfolgte die Einordnung von H. meleagridis nicht immer eindeutig, da sowohl Protozoen mit
einer, zwei als auch vier GeiBeln beobachtet wurden. Die gréBere Form mit 4 GeiBeln wurde
spater als eigene, nicht pathogene Art unter dem Namen Parahistomonas wenrichi
beschrieben (Lund, 1963).

Die Systematik der Parabasalia wurde in den letzten Jahren mehrmals geandert (Brugerolle
und Patterson, 2001, Adl et al, 2005, Cepicka et al., 2010). Die aktuelle taxonomische
Einordung von H.meleagridis nach Cepicka et al. (2010) ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Des
Weiteren zeigte eine pyhlogenetische Analyse verschiedener Gensequenzen eine hohe
Verwandschaftswahrscheinlichkeit mit verschiedenen Trichomonaden (T. vaginalis, T.
gallinae, Pentatrichomonas sp., T. foetus) sowie mit Dientamoeba fragilis und
Monocercomonas sp. (Gerbod et al., 2001; van der Heijden et al., 2006; Munsch et al.,
2009a; Hauck und Hafez, 2010).

Tabelle 1 : Taxonomische Einordung von H.meleagridis (Cepicka et al., 2010).

Reich Protozoen

Stamm Parabasalia

Klasse 3. Klasse Tritrichomonadea
Ordnung Tritrichomonadida

Familie Dientamoebidae

Gattung Histomonas

Art Histomonas meleagridis

2.3.2 Morphologie

Histomonas meleagridis tritt in zwei Formen auf. Die begeiBelte Form, die im Darmlumen
auftritt und von rundlicher bis langlicher Gestalt mit einem Durchmesser von 6-20 pym ist, hat
meist eine, selten zwei GeiBeln, die 6-11 pm lang sind. Die zweite Form wird als
Gewebeform bezeichnet. Sie hat ein amdboides Aussehen, ist unbegeiBelt und parasitiert in
den Geweben des Wirts (Kdsters, 1992).

Die Zellbegrenzung von H. meleagridis besteht aus einer einfachen Membran. Das
Cytoplasma von H.meleagridis enthalt B-Glykogen, Ribosomen und RNA (Lee et al., 1969),
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sowie eine variable Anzahl an Nahrungsvakuolen und den Zellkern (Schuster, 1968). Der
Kern ist meist ovoid oder U-férmig und beinhaltet einen Nukleolus. Die Kernhiille mit
Doppelmembran ist klar erkennbar (Schuster, 1968; Lee et al., 1969). In der Nahe des
Zellkerns ist haufig der Golgiapparat oder auch ein langs geschnittener Mikrotubulus zu
identifizieren (Schuster, 1968).

Der Spindelapparat besteht aus Mikrotubuli und ist fir den Transport von Partikeln in der
Zelle zustandig (Schuster, 1968). Die GeiBel besteht ebenfalls aus Mikrotubuli und wird von
der Zellmembran umgeben (Lee et al., 1969). Sie tritt meist einzeln auf und entspringt in der
Nahe der Kernmembran (Lee et al., 1969), wobei auch Zellen beobachtet wurden, die eine
zweite GeiBel aufwiesen (Lund, 1967a).

Sackartige Organellen wurden beschrieben, die spater als Hydrogenosomen identifiziert
wurden (Lindmark und Muller 1973; Maller, 1975). Da Mitochondrien bei Histomonaden und
Trichomonaden nicht auftreten (Schuster, 1968), lbernehmen die Hydrogenosome die
Funktion der Mitochondrien im Energiestoffwechsel in sauerstoffarmer Umgebung (Embley,
1997). Das raue endoplasmatische Retikulum fehlt ebenfalls (Lee et al., 1969).

2.3.3 Genom

Die genetische Information Uber H. meleagridis ist bisher sehr begrenzt. Die GréBe des
Genoms und die Anzahl der Gene, sowie der Chromosomen sind unbekannt. Im Gegensatz
dazu wurde das Genom von Trichomonas vaginalis vollstandig sequenziert. Die GrdBe des
Genoms betragt ca. 160 Megabasenpaare. In dem Genom wurden 60,000 protein-
kodierende Gene und 250 Kopien des Gens der ribosomalen DNA festgestellt (Carlton et al.,
2007).

2001 wurde das ssu rRNA-Gen von H. meleagridis durch Gerbod et al. (2001) sequenziert.
Die Sequenzanalyse des Gens war sehr hilfreich flr die Entwicklung verschiedener
diagnostischer PCR-Teste. AuBerdem entwickelten van der Heijden et al. (2006) ein
Verfahren zur Genotypisierung von H. meleagridis, das auf Sequenzunterschieden der nicht
kodierenden internal transcribed spacer (ITS) -1-Sequenzen beruht. Zwei verschiedene
Genotypen von H. meleagridis wurden identifiziert. Hauck und Hafez (2010) fanden mittels
eines modifizierten Verfahrens vier Subtypen (A-D). Das Verfahren kann somit als eine
vielversprechende Technik zur Identifizierung von H. meleagridis Typen angesehen werden.

Mazet et al. (2008) sequenzierten Teile der Gene der Malatdecarboxylase, Alpha-succinyl
Coenzym A-Synthetase und Eisen-Hydrogenase, die am anaeroben Stoffwechsel in den
Hydrogenosomen beteiligt sind. Fir die Alpha-succinyl Coenzym A-Synthetase wird
zusatzlich eine Rolle als Adhasin vermutet.

Ebenso wurden Teile der beta-Tubulin-Gene fiinf verschiedener H. meleagridis Stdmme
sequenziert (Hauck und Hafez, 2009). Da die Unterschiede sehr gering waren und kein
Clustering der Sequenzen der gleichen Stamme festgestellt wurde, schien das Beta-Tubulin-
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Gen nicht zur Stammdifferenzierung geeignet zu sein. AuBerdem wiesen alle
Aminosauresequenzen auf eine Empfindlichkeit des untersuchten Protozoons gegenlber
Benzimidazolen hin, was jedoch in vitro nicht bestatigt werden konnte.

Bilic et al., (2009) identifizierten mRNAs, die fur Antigene von H. meleagridis kodieren. Sie
fanden 37 Gene, die u. a. fUr strukturelle Proteine, Stoffwechselenzyme, Membran- und
Zelloberflachenproteine, Protein-Kinasen, Stressproteine und verschiedene andere
intrazellulare Proteine kodierten, und an der Adhasion und Gewebeinvasion beteiligt sein
kénnten.

2.4 Weitere Eigenschaften von H. meleagridis

Hu et al. (2008) bemerkten eine Agglutination von H. meleagridis Zellen in vitro nach der
Zugabe von Pferdeserum. Diese Eigenschaft kann von Bedeutung flr
elektronenmikroskopische Studien und fir die Aufbereitung von Antigenen flr weitere
Untersuchungen sein.

Ferner wurden zystenartige Stadien in H. meleagridis Isolaten festgestellt, die
moglicherweise eine Rolle beim Uberleben des Parasiten in der Umwelt sowie der
Verschleppung von Bestand zu Bestand spielen konnten (Munsch et al., 2009a).

2.5 Ubertragung und Infektion

Histomonas meleagridis ist in der AuBenwelt sehr empfindlich und auBerhalb des Wirtes nur
fir kurze Zeit lebensfahig. Der Parasit Uberlebt im Kot héchstens einige Stunden, jedoch
bleibt er in Eiern von Heterakis gallinarum Gber mehrere Jahre infektiés (Lund und Chute,
1972).

2.5.1 Orale Infektion

Die Ubertragung von H. meleagridis kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Ob orale
Infektionen mdglich sind, ist fraglich. Zahlreiche Studien kamen zu einem negativen Ergebnis
(Horton-Smith und Long, 1955; 1956; Lund, 1956), da die empfindliche Struktur des
Parasiten durch die Magen-Darm-Passage nicht Uberlebt (McDougald, 1984).

Dahingegen konnten Liebhart und Hess (2009) Eintagsputen oral auch mit geringen Dosen
einer klonalen Kultur des Parasiten infizieren. Interessanterweise erkrankten die Tiere schon
2 Tage nach der Infektion und Ubertrugen die Infektion auf andere Tiere im gleichen
Stallabteil.
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2.5.2 Ubertragung mittels Vektoren

Eine orale Infektion kann durch Aufnahme von Eiern des Nematoden Heterakis gallinarum, in
denen Histomonaden vorhanden sind, erfolgen (Graybill und Smith, 1920; Graybill, 1921;
Tyzzer und Fabyan, 1922). Eine Ubertragung des Protozoons durch Eier anderer
Nematoden, wie beispielsweise Heterakis bonasae war nicht méglich (Davidson et al., 1978).
Eine weitere Ausbreitung des Erregers kann auch durch Regenwirmer wie zum Beispiel
Lumbricus terrestris, Allolobophora caliginosa und Eisenia foetida, die als Stapelwirte fir
Heterakiden gelten, erfolgen (Lund et al., 1966a; Kemp und Franson, 1975). Diese
Regenwirmer kdnnen die infizierten Eier von H. gallinarum aufnehmen. Die
Heterakidenlarven schlipfen im Regenwurm und bleiben dort tGber Jahre infekti6s.

Neben dem Regenwurm kénnen eventuell auch noch einige andere Arthropoden,
beispielsweise Fliegen, Grashlpfer, Grillen und Kellerasseln als mechanische Vektoren fir
eine raumliche Verbreitung von H. meleagridis sorgen (Frank, 1953).

2.5.3 Infektion durch ,,cloacal drinking“

Die intrakloakale Infektion gilt als die zuverlassigste Methode, um die Krankheit
experimentell zu reproduzieren (McDougald, 2005b). Unter natlrlichen Bedingungen erfolgt
eine Ubertragung von H. meleagridis bei Puten oder Hithnern durch kontaminierte Einstreu,
da die Histomonaden im Kot erkrankter Tiere ausgeschieden werden (Hu und McDougald,
2003; McDougald, 2007). An diesem Kot kdnnen sich andere Tiere direkt durch Aufsaugen
des Kotes in die Kloake, dem sog. "cloacal drinking" infizieren (Hu et al., 2004). Dieser
Mechanismus erklart vermutlich die schnelle Ausbreitung des Erregers innerhalb eines
Bestandes, auch in Abwesenheit einer Infektion mit H. gallinarum.

2.6 Klinische Symptome

Besonders bei Jungputen zwischen 3 und 12 Wochen flhrt die Infektion mit H. meleagridis
zu einem schweren Krankheitsverlauf mit einer hohen Mortalitdts- und Morbiditatsrate von
70-90 %. Klinische Erscheinungen kdnnen nach einer Inkubationszeit von 7-12 Tagen
beobachtet werden. Symptome sind Mattigkeit, Schlafrigkeit, geschlossene Augen,
hangende Fligel, unsicherer Gang und Futterverweigerung. Als charakteristisches
Kennzeichen gilt der schwefelgelbe Kot, der spater mit wenig Blut vermischt sein kann. Die
Kotfarbe wird durch hamolytische Leberschaden hervorgerufen. In Folge der schweren
Kreislaufstdérung tritt teilweise eine ausgepragte Zyanose des Kopfs und seiner Anhange auf,
weswegen die Krankheit auch als Schwarzkopfkrankheit bezeichnet wurde (Késters 1992).
Der Verlauf der Infektion wird hauptséchlich von Alter und Darmflora des Wirtes beeinflusst,
zusatzlich kann eine Infektion durch Bakterien wie E. coli und Clostridium perfringens
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beginstigt werden (Springer et al., 1970), zudem verstarkt eine gleichzeitige Infektion mit
Kokzidien den Krankheitsverlauf bei Masthdhnchen (McDougald und Hu, 2001).

2.7 Pathogenese

Wenn Tiere sich oral oder tber die Kloake mit Histomonaden infizieren, gelangt der Erreger
in die Blinddéarme und dringt in die Blinddarmschleimhaut ein. Dort vermehrt sich der Erreger
und es kommt zu entzindlichen Verdickungen, kleinen bis groBen Ulzerationen und
atrophisch-nekrotischen Prozessen (Dwyer und Honigberg, 1970). Die Schleimhaut wird mit
fibrinbsen bis diphtheroiden Beldgen bedeckt, die spater das Blinddarmlumen ausfillen
kénnen. Uber das Pfortaderblut gelangt der Erreger in die Leber (Clarkson, 1961). Dort
bilden sich unregelmaBige, gelbliche, 0,5 bis 3 cm groBe Nekroseherde, die sich tief in das
gesunde Lebergewebe erstrecken und deutlich vom gesunden Lebergewebe abgegrenzt
sind (Craig, 1930; Dwyer und Honigberg, 1970).

Von der Leber aus kann sich der Parasit weiter im Koérper verbreiten (Hess et al., 2005,
Hauck et al. 2006, Grabensteiner et al., 2007 und Senties-Cue et al., 2009). Bei Puten wurde
DNA des Parasiten in Drisenmagen, Duodenum, Jejunum, Blinddarm, Pankreas, Bursa
cloacalis, Leber, Nieren, Milz, Herz, Lungen, Thymus, Gehirn und im Knochenmark
nachgewiesen, wobei Lasionen in diesen Organen extrem selten sind. Im Gegensatz dazu
verlief der Nachweis aus Blut und Muskeln des Oberschenkels negativ (Grabensteiner et al.,
2006). Bei Hihnern konnte der Parasit im Blinddarm, Bursa cloacal, Niere, Herz und Gehirn
nachgewiesen werden, aber nicht in der Leber (Grabensteiner et al., 2006). Die Verbreitung
von H. meleagridis durch infizierte Makrophagen, die den Parasit enthalten, ist ein
wahrscheinlicher Mechanismus dieser systemischen Ausbreitung (Singh et al., 2008 und
Senties-Cue et al., 2009).

Es ist mdglich, dass unter Feldbedingungen mannliche Puten empfanglicher fir Infektionen
mit H. meleagridis als weibliche Puten sind (Senties-Cue et al., 2009; Popp und Hafez,
2007). Obwohl ménnliche und weibliche Puten im gleichen Stall gehalten wurden, waren nur
die mannlichen Puten betroffen und weibliche Puten zeigten keine klinischen Symptome. Im
Gegensatz wurde von anderen Autoren kein signifikanter Unterschied zwischen Hennen und
Hahnen nach natlrlicher oder experimenteller Infektion mit H. meleagridis beobachtet
(Callait et al., 2007; van der Heijden and Landman 2008b; Liebhart et al., 2008).

Es wurde festgestellt, dass der Verlauf der Krankheit von der Infektionsdosis und dem Alter
der Tiere abhéangig ist (Lund, 1955). Allerdings wurden von verschiedenen Autoren
unterschiedliche Infektionsdosen mit Erfolg verwendet. Liebhart et al. (2008) konnten die
Krankheit nach experimenteller intrakloakaler Infektion mit nur 10 Histomonadenzellen eines
klonalen Stammes bei Puten in unterschiedlichem Alter reproduzieren, wohingegen van der
Heijden und Landman (2008b) die Erkrankung mit einer intrakloakalen Infektion mit 100
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Histomonadenzellen nicht auslésen konnten. Die mdgliche Erklarung fir diese Diskrepanz
kann in der Verwendung unterschiedlich virulenter Stdmme liegen.

2.8 Pathologisch-anatomische Lasionen

Hauptsachlich werden die L&sionen der Histomonose in Blinddarmen und Lebern
beobachtet. Die Lasionen sind zuerst im Blinddarm ab dem 8. Tag p.i. feststellbar (Kemp und
Springer, 1978). Die ersten Anzeichen nach einer Infektion mit H. melegridis sind verdickte
Blinddarmwéande. Im weiteren Verlauf flllen serése und hamorrhagische Exsudate aus der
Blinddarmschleimhaut das erweiterte Blinddarmlumen aus und bilden einen k&seartig, festen
Kern. In der Blinddarmwand befinden sich Ulzerationen, die zu einer Perforation des Organs
fihren kdnnen und somit eine generalisierte Peritonitis auslésen kénnen.

Leberlasionen bei Puten beginnen oft scheinbar am 10. Tag p.i. und sehen sehr
unterschiedlich aus. Oft werden die Lasionen als eine kreisférmige, eingesunkene Nekrose
umgeben von einem erhabenen Ring mit einem Durchmesser von bis zu 1 cm beschrieben.
Bei schweren Infektionen kénnen die Lasionen komfluierend sein und den gréBten Teil der
Leber befallen haben, so daB kaum noch unverandertes Lebergewebe sichtbar ist (Kemp
und Springer, 1978).

Insbesondere bei Hihnern kénnen sich die Lasionen als multiple, stecknadelkopfgroBe
Nekrosen darstellen (Kemp und Springer, 1978).

Lasionen in anderen Organen wie Bursa, Lunge, Niere, Milz und Mesenterien kénnen
manchmal in Form weiBBer oder gelber runder Nekroseherde auftreten (Shivaprasad et al.,
2002; Cortes et al., 2004; Senties-Cué et al., 2009).

2.9 Histologie

Histopathologische Veranderungen aufgrund der Infektion von H. meleagridis wurden nach
experimenteller oder natlrlichen Infektionen bei Puten und Hiihnern beschrieben (Kemp und
Springer, 1978), Brener et al., 2006, Callait-Cardinal et al., 2006 und Senties-Cué et al.,
2009). Mikroskopische Lasionen und das Vorliegen von H. melagridis Trophozoiten wurden
vor allem in Blinddarmen und in der Leber festgestellt, aber auch in anderern Organen wie
der Bursa cloacalis, Nieren, Milz, Lungen, Pankreas und Driisenmagen (Shivaprasad et al.,
2002; Singh et al., 2008 und Senties-Cué et al., 2009).
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2.9.1 Blinddarm

Im Allgemeinen verursachen Histomonaden bei Hihnern in den Blinddéarmen eine schwere
diphtheroide Typhlitis mit Ausbildung zahlreicher Ulzerationen, die bis tief in die Submukosa
und herdférmig in die Tunica muscularis reichen kénnen (Gerth et al., 1985).

Bei Puten sind an den ersten 3 Tagen p.i. noch keine Lasionen feststellbar, erst am 4. Tag
p.i. werden kleine Geschwire in der Blinddarmschleimhaut sichtbar und der Inhalt wird
heller. 5 - 6 Tage nach der Infektion werden die Protozoen in groBer Anzahl in der Lamina
propria und Muskularis mukosa als blasse, schwach gefarbte, ovale Strukturen in Lacunen
sichtbar (Kemp und Springer, 1978).

Im Blinddarmlumen befindet sich ein Kern aus abgel6stem Epithel, Fibrin, Erythrozyten,
Leukozyten, Parasiten und Ingesta. Eine hochgradige Typhlitis mit groBflachigen
Epithelennekrosen wird bei infizierten Puten zwischen dem 8. und 11. Tag p.i.
nachgewiesen. In allen Schichten der Blinddarmwandstrukturen sind Histomonaden,
zusammen mit mononuklearen Zellen und heterophilen Infiltraten sichtbar (Kemp und
Springer, 1978).

Die histologischen Veranderungen bestehen zwischen den 12.-16. Tagen p.i. bei Puten auf
Riesenzellen, klumpige Nekrose und die Invasion des Protozoons weit in die Tunica
muscularis, die fast bis zur Serosa reichen. 17-21 Tage p.i. wurde eine groBe Anzahl der
Riesenzellen mit wenigen Histomonaden im Gewebe festgestellt, die gréBte Anzahl
Histomonaden befindet sich in der Nahe der Serosa (Kemp und Springer, 1978).

Lymphoide Zentren im ganzen Blinddarmgewebe wurden in den alten L&sionen nach der
Genesung nachgewiesen (Vatne et al., 1969). Es wurden auch zahlreiche Histomonaden in
der Blinddarmschleimhaut zusammen mit einer hochgradigen Infiltration durch mononukleare
Zellen am 35 Tag. p.i bei Enten festgestellt (Callait-Cardinal et al., 2006).

Auch nach natdrlicher Infektion bei Puten wurden Riesenzellen mit einer groBen Anzahl
Histomonaden festgestellt (Brener et al., 2006 und Senties-Cué et al., 2009). Oft gab es
Geschwire, die tief in die Muskelschichten hineinreichten.

2.9.2 Leber

Die Leberveranderung bei Hiihnern stellen sich als ausgedehnte, tiefgreifende Nekrosen mit
starker Infiltration von Entzlindungszellen dar, hauptsachlich von Histiozyten, heterophilen
Granulozyten und Lymphozyten (Gerth et al., 1985). Nach Perjod-Acid-Schiff Farbung (PAS)
erscheinen die Histomonaden im Gewebeschnitt als rote granulierte Kérperchen und bei
Verwendung der Grocott-Farbung sind die Histomonaden als granulierte Kérperchen von
hellborauner bis tiefschwarzer Farbe zu erkennen (Kemp und Reid, 1966). Die ersten
mikroskopischen Lasionen in der Leber bei Puten sind von etwa 6-7 Tage p.i. zu erkennen.



Literaturibersicht 13

Die Lasionen bestehen aus heterophilen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten, die
sich in der Nahe der Pfortader ansammeln. Jedoch scheint der Nachweis von Histomonaden
in diesen Bereichen schwer zu sein. Ahnliche Ergebnisse ergaben Untersuchungen von
Callait-Cardinal et al. (2006), eine Infiltration mit mononuklearen Zellen und heterophilen
Granulozyten wurde in der Nahe der Pfortader zwischen dem 8. und 11. Tag p.i. bei 19% der
untersuchten infizierten Enten sichtbar. Etwa 10-14 Tage p.i. wurde eine hochgradige
Infiltration mit Lymphozyten und Makrophagen, begleitet von einer moderaten Infiltration mit
heterophilen Granulozyten beobachtet. Zusétzlich wurden Nekrosen und zerfallende
Leberzellen im Zentrum der Lasionen festgestellt. Viele einzeln liegende Histomonaden oder
Cluster des Parasiten sind in der Peripherie der L&sionen sichtbar.

14-21 Tage p.i. wurden schwere Nekrosen, zusammen mit Histomonaden in den
Makrophagen nachgewiesen. Bei der Genesung blieben eine groBe Anzahl Lymphozyten im
Bereich der Fibrosen und sich regenerierenden Leberzellen (Vatne et al., 1969).

In der Leber von natrlich infizierten Puten trat eine schwere umfangreiche granulomatése
Hepatitis (Brener et al., 2006) oder eine multifokale klumpige Nekrose der Leberzellen
(Senties-Cué et al., 2009) mit einer groBen Menge von Riesenzellen, Makrophagen,
Epithelzellen, Plasmazellen, Lymphozyten und heterophilen Granulozyten auf. Auch wurde
eine groBe Anzahl nekrotischer Leberepithelzellen beobachtet (Brener et al., 2006).

2.9.3 Gallengénge

In den Gallengangen bei Puten wurde eine moderate bis hochgradige Dilatation festgestellt,
zusatzlich wurde eine hochgradige proliferative granulomatése Cholangitis mit
Histomonaden nachgewiesen (Senties-Cué et al., 2009).

2.9.4 Bursa cloacalis

Eine Entzindung der Bursa cloacalis wurde sowohl nach natirlicher als auch nach
experimenteller Infektion bei Puten und Hihnern beobachtet (Cortes et al., 2004; Hess et al.,
2006b; Senties-Cué et al., 2009). Die Lasionen waren bei Puten und Hiihnern von Nekrose
des Parenchyms und Infiltration mit einer groBen Anzahl von heterophilen Granulozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen, Riesenzellen und Histomonaden mit Fibrin
gepragt (Cortes et al. 2004; Senties-Cué et al., 2009). Entziindliches Exsudat wurde im
Subepithel und in den lymphatischen Follikel festgestellt. In schweren Féllen wurde eine
Atrophie der Follikel und Ulzeration des Epithels mit hochgradiger Nekrose des Epithels
sowie eine fibrinds-eitrige Entzlindung festgestellt (Senties-Cué et al., 2009).
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2.9.5 Nieren

In einigen Fallen bei Puten wurde eine gering- bis hochgradige, multifokale Nephritis
charakterisiert durch Nekrosen und die Infiltration einer groBen Anzahl verschiedener
Entziindungszellen mit Histomonaden beobachtet (Shivaprasad et al., 2002). AuBerdem
wurden eine groBe Anzahl von Makrophagen, Riesenzellen und einige Plasmazellen mit
verschiedenen groBen Vakuolen nachgewiesen, die oft Histomonaden enthielten.
Gelegentlich wurde eine Entziindung der Umgebung der BlutgefédBe mit einer Erweiterung
des GefaBlumens wund Hypertrophie der Endothelzellen bemerkt. Eine akute
Koagulationsnekrose der tubularen Epithelzellen mit Gallenpigment in ihren Lumen wurde
ebenfalls beobachtet, allerdings wurden keine Protozoen nachgewiesen (Senties-Cué et al.,
2009).

2.9.6 Milz

In der Milz bei Puten wurde eine leichte bis starke Zunahme der Phagozyten in der
Umgebung der Vakuolen, die Histomonaden enthielten festgestellt. Die rote Pulpa der Milz
war mit heterophilen Granulozyten, Makrophagen und Plasmazellen infiltriert, aber es
wurden keine vielkernigen Riesenzellen oder Nekrosen festgestellt. Im Lumen der
BlutgefaBe der Milz wurden einige Makrophagen beobachtet, die in ihrem Zytoplasma
Histomonaden enthielten. In einem Schnitt wurde eine hochgradige fibrinés-eitrige
Entzindung der Milzkapsel nachgewiesen, die allerdings nicht das Parenchym erreichte
(Senties-Cué et al., 2009).

2.9.7 Lunge
In der Lunge bei Puten wurde eine moderate, multifokale, granulomatése Pneumonie mit
einer geringen Anzahl von Histomonaden beobachtet (Senties-Cué et al., 2009).

2.9.8 Pankreas

In der Bauchspeicheldriise bei Puten wurde eine fibrinds-eitrige Entziindung beobachtet.
AuBerdem lagen mittelgradige multifokale Nekrose der azindsen Zellen und eine
granulomatése Entziindung mit einigen Histomonaden vor (Senties-Cué et al., 2009).

2.9.9 Drisenmagen

In einem Fall bei Puten wurde eine geringgradige lokale Nekrose der Vormagenschleimhaut
mit granulomatdser Entziindung und wenigen Histomonaden beobachtet (Senties-Cué et al.,
2009).
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2.10 Diagnose

Eine Diagnose ist in fast allen Féllen erst postmortal aufgrund der Veranderungen in Leber
und Blinddarmen mdéglich (Craig, 1930). Nativpraparate von Blinddarm und Leber frisch
getbteter Tiere kdénnen lichtmikroskopisch auf H. meleagridis untersucht werden. Das
Vorliegen anderer Einzeller, die eine zuverlassige Diagnose beeintrachtigen kdnnte, macht
die Diagnosestellung auf diesem Weg schwierig (Hafez und Zimmerman, 2003).

Zur Absicherung kdnnen Isolationsversuche sowie histopathologische Untersuchungen
durchgefiihrt werden. Aus Organmaterial frisch getoterer Tiere kann die Isolierung der
Histomonaden in unterschiedlichen Medien wie Dwyers Medium (Dwyer, 1970) oder Dwyers
modifiziertem Medium (McDougald und Galloway, 1973) versucht werden. Unter
Praxisbedingungen brachten die Isolierung und die Erhaltung von Histomonaden in
Reinkultur viele unerwartete Probleme (Hafez und Zimmermann, 2003). Die Versuche zur
Unterbindung von begleitenden Bakterien durch Supplementierung des Mediums mit
Antibiotika flihrte zur Tétung der Histomonaden, die sich angeblich von Bakterien erndhren.
Durch die Etablierung spezifischer PCR-Systeme ist es gelungen, sichere diagnostische
Verfahren zu etablieren (Hafez et al., 2003).

2.10.1 Isolierung

Eine Kultivierung in vitro ist aus dem Organmaterial frisch getoteter Tiere. Dwyers Medium
moglich (Dwyer, 1970). Dieses Medium besteht aus dem Zellkulturmedium M199 mit
Pferdeserum und Reismehl mit oder ohne Hihnerembryo-Extrakt. M199 kann durch andere
Zellkulturmedien oder phosphatgepufferte Salzlésung ersetzt werden. Hingegen waren
verschiedene bakteriologische Medien nicht geeignet (Hauck et al., 2010b).

Van der Heijden et al. (2005) untersuchten die Wirkung der Menge des Reismehls und der
PartikelgréBe auf das Wachstum von H. meleagridis. Sie fanden heraus, dass Kulturen von
H. meleagridis fir mindestens 21 Tage ohne Subkultivierung lebensfahig waren, wenn nur
eine geringe Menge Reismehl (10-12 mg pro 12,5 ml Medium) eingesetzt wurde. 50-100 mg
Reismehl pro 12,5 ml Medium ergaben jedoch ein signifikant besseres Wachstum des
Parasiten.

Die Konzentration von H. meleagridis im Medium konnte mehr als 10’ Parasiten/ml betragen.
Der Einfluss der PartikelgréBe des Reismehls auf das Wachstum des Parasiten war gering.
AuBerdem berichteten van der Heijden und Landman (2007a) Uber eine bis zu 3 fache
Erhéhung der Histomonaden- Anzahl, wenn der Parasit unter Zugabe von Reismehl (100
mg/12,5 ml Medium) und ohne Hihnerembryo-Extrakt kultiviert wird. Das Pferdeserum, bzw.
Serum anderer Tierarten, ist ein wesentlicher Bestandteil des Mediums, ohne den kein
Wachstum von H. meleagridis erfolgt (Hauck et al 2010b).
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Hess et al. (2006a) etablierten Kulturen von H. meleagridis, T. gallinarum und Blastocystis
sp., aus einer einzigen Zelle, sogenannte monoklonale Kulturen. Dazu wurde die Zelle
mittels Mikromanipulation in neues, mit Bakterien aus dem Blinddarminnahlt von Puten
konditioniertes Medium Uberfihrt.

2.10.2 Histopathologie

Der Erreger kann im histologischen Praparat mittels PAS Farbung, Hamatoxylin-Eosin
Farbung (HE) und Grocott-Farbung nachgewiesen werden (Kemp und Reid, 1966). Jedoch
kénnen die beiden Farbungen zwischen Blastomyces, Candida albicans und H. meleagridis
nicht deutlich unterscheiden, da die Mikroorganismen vermutlich nicht ausreichend gefarbt
werden. Cortes et al. (2004) verwendeten die Wright-Farbung und berichteten, dass diese
Farbung geeignet war, um den Parasit in der Leber zu erkennen. AuBerdem war die PAS
Farbung hilfreich bei der ldentifizierung des Parasiten, jedoch gab es auch viele H.
meleagridis-Zellen, die mittels PAS nicht gefarbt werden konnten. Mdglicherweise liegen
verschiedene Entwicklungsstadien des Parasiten vor, von denen einige mittels PAS nicht
gefarbt werden kénnen (Senties-Cué et al., 2009).

2.10.3 In-situ-Hybridisierung

Liebhart et al. (2006) entwickelten ein in-situ-Hybridisierung Verfahren zur Detektierung und
Unterscheidung von H. meleagridis und anderen Mikroorganismen in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben. Diese Methode bietet eine héhere Spezifitat fliir den Nachweis des Parasiten
in Gewebeproben, eine Visualisierung der detektierten Nukleinsauren in ihrer zellulédren
Umgebung und eine histologische Untersuchung der veranderten Gewebe.

2.10.4 Immunhistochemie

Mit spezifischen Antikérpern kann H. meleagridis immunhistochemisch in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben nachgewiesen werden. Diese Technik erwies sich als
sensitiver als HE und PAS- Farbungen, besonders bei den Geweben mit einer geringen
Anzahl an Parasiten (Singh et al., 2008).

2.10.5 Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR)
Eine sichere Diagnose ist zurzeit mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mdglich (Hafez et

al., 2005b; Huber et al., 2005; Grabensteiner und Hess, 2006; Bleyen et al., 2007). Die
Primer wurden auf Grundlage der veréffentlichten Sequenz der kleiner ribosomalen
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Untereinheit des rRNA- Gens (SSU- rRNA- Gen) von H. meleagridis entwickelt (Gerbod et
al., 2001).

Eine PCR fir die Diagnose von H. meleagridis wurde von Hafez et al., (2005b) entwickelt.
Sie entwickelten eine konventionelle PCR, eine nested PCR und eine real-time PCR, um das
ssu rRNA-Gen des Parasiten zu detektieren. Die konventionelle PCR ist sensitiver als die
real-time PCR, aber weniger spezifisch als diese. Die Sensitivitdt der real-time PCR war
jedoch ausreichend, um die DNA des Parasiten in Gewebeproben im Rahmen der
Routinediagnostik zu detektieren.

Eine weitere PCR wurde von Huber et al., (2005) entwickelt. Diese PCR kann H. meleagridis
detektieren, wenn die Anzahl der Parasiten in der Kultur zwischen 10 und 10" Parasiten/ml
liegt. Grabensteiner und Hess (2006) entwickelten eine PCR, die DNA von 10 Protozoen
detektieren kann. Zuletzt entwickelten Bleyen et al. (2007) eine PCR mit einer internen
Amplifikationskontrolle, um falsch negative Ergebnisse auszuschlieBen. Mittels dieser PCR
kénnen 20 Parasiten in Leber- und Blinddarmproben oder 50 Parasiten in Kotproben
nachgewiesen werden. Ein Vergleich der PCR-Systeme von Hafez et al. (2005b), Huber et
al. (2005) und Bleyen et al. (2007) ergab bei Leberproben infizierter Puten keinen
Unterschied, wahrend die Sensitivitat bei den Blinddarmproben zwischen 27,3 % und 72,7 %
lag (Bleyen et al.,, 2007). Dieser Vergleich der PCR-Systeme wurde in Tabelle 2
zusammengefasst.

Tabelle 2: Vergleich verschiedener PCR-Systeme nach Bleyen et al. (2007)

Probe Nachweisgrenzen
PCR-System GroBe des
) Leber Leber Blinddarm geman der
von Amplikons
Ohne Lasionen  Mit L&sionen Mit L&sionen Erstverdffentlichung
Hafez et al., 476 bp 0/6 13/13 711
n.u.
(2005b) conventional positiv positiv positiv
Huber et al., 0/6 13/13 3/11 0.1 Parasiten /ml
209 bp N .
(2005) positiv positiv positiv (300 in Kotproben)
491 bp
Bleyen et al., Mit interner 0/6 13/13 8/11 positiv 20 Parasiten
(2007) Kontrolle positiv Positiv 2/11 inhibiert (50 in Kotproben)
(627bp)

n.u.: nicht untersucht.
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2.10.6 Nachweis von Antikérpern

Zum Nachweis von Antikérpern gegen H. meleagridis bei Gefligel wurde ein indirekter
Sandwich- ELISA von Windisch und Hess (2009) entwickelt. In Seren experimentell mit H.
meleagridis infizierter Hiihner und Puten wurden ab der 2. Woche p.i. IgG Antikérper gegen
H. meleagridis nachgewiesen. AuBBerdem setzten Bleyen et al. (2009) eine indirekte Immun-
Fluoreszenzanalyse zum Nachweis von IgG im Serum von experimentell mit H. meleagridis
infizierten Puten ein. Zuletzt entwickelten van der Heijden et al. (2010) einen kompetetiven
ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen H. meleagridis bei Hihnern und Puten. Dazu
benutzen sie einen monoklonalen Antikérper gegen ein extrahiertes Protein von H.
meleagridis.

2.10.7 Veranderungen von Blutwerten

Die Histomonose kann durch Veranderungen der Serum und Plasma- Enzyme nicht sicher
diagnostiziert werden, da diese nur eine Schadigung der Leber anzeigen kénnen (Tabelle 3).
So erhéhen sich bei Puten die Werte fir Asparaginsaureaminotransferase (AST),
Laktatdehydrogenase (LDH), Malatdehydrogenase (MDH), Glutamatdehydrogenase (GLDH)
und Bilirubin nach experimenteller (Al-Khateeb und Hansen, 1974, Beg und Clarkson, 1970a;
1970b; McDougald und Hansen, 1970; Hirsch, 1979) und natirlicher Infektion (Koncicki et
al., 1999) mit Histomonaden. Im Gegensatz dazu sinken die Werte dieser Enzyme bei
Huhnern, wenn nur in den Blinddarmen Lasionen vorliegen (McDougald und Hansen, 1970).
Eine Behandlung mit Salfurid, einem gegen Histomonaden wirksamen Medikament, flhrte
entsprechend zu niedrigeren GOT-Werten (Al-Khateeb und Hansen, 1973).

Die Werte fiir Cholinesterase im Blut sinken nach der Infektion von Puten (McDougald und
Hansen, 1970). DarlUber hinaus wurden bei den BluteiweiBen niedrigere Albumin- und
erhdhte Globulinwerte nach der Infektion mit Histomonaden bei Puten und Hihnern
festgestellt (Clarkson, 1966; McDougald und Hansen, 1969; Beg und Clarkson, 1970ga;
1970b).
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Tabelle 3: Auswirkung einer Infektion mit H. meleagridis auf Plasmaenzyme und BluteiweiBe
laut Literatur

Proben- Cholin-
Referenz Tierart nahme GOT GPT Albumin Bilirubin LDH Globulin
: esterase
Tag p.i.
Al-Khateeb and
Hansen, 1973 Puten " *
A-Khateeband | "omner 11,89.45, * *-
Hansen 1974 Puten + +/ +
Beg and Clarkson, . Taglich
1970a Hihner 4 21) "
Beg and Clarkson, Taglich
1970b Puten 1220 ¥ * ¥
Taglich
Clarkson, 1966 Puten (1-14) +
. Téglich
Hirsch, 1979 Puten (1-17) +
McDougald and .
Hansen, 1969 Hihner 3,6,9,12 - +
McDougald and . : _
Hansen, 1970 Hohner 3,6,9,12 + +/ + +/
McDougald and .
Hansen, 1970 Puten 3,6,9, 12 + +/ +
Meier und Schultz, .
1980 Hihner 1,2,7,14 +/- +

+: Werte erhoht; -: Werte erniedrigt; +/-: Werte unverandert; keine Angabe: Blutwerte wurden nicht

untersucht
2.11 Prophylaxe und Therapie
2.11.1 In der Vergangenheit proyhylaktisch eingesetzte Wirkstoffe

Im Laufe der Jahre wurden viele Substanzen auf ihre Wirksamkeit zur Behandlung bzw. zur
Prophylaxe von Histomonose untersucht (Tabelle 4). Anfang der 20er Jahren des letzten
Jahrhunderts wurden das getrocknete Rhizom und die Wurzeln von Cephaelis ipecacuanha
(IPECAC) als erste mdogliche therapeutische bzw. prophylaktische Substanz gegen
Histomonose getestet (Wegeforth und Wegeforth, 1921; Graybill, 1922). Diese Substanz war
jedoch nicht wirksam. Das Selbe galt fiir eine Reihe weiterer Substanzen wie beispielsweise
Brechweinstein, Chinin Hydrochlorid und Emetin Hydrochlorid (Tyzzer und Fabyan, 1922).
Danach wurden Arsenverbindungen untersucht, die zu diesem Zeitpunkt als Vviel
versprechende Medikamente galten (Tyzzer, 1923). Das beste Ergebnis lieferte
Tryparsamid, das im Vergleich zu anderen getesteten Arsenverbindungen weniger toxisch,
aber teuer war (Tyzzer, 1927).
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Von Anfang der 60er bis in die 90er Jahre galten Nitroimidazol- Verbindungen als Mittel der
Wahl bei der Behandlung der Histomonaden (Flowers et al., 1965). Besonders waren die
Wirkstoffe Dimetridazol, Ipronidazol und Ronidazol weit verbreitet. Auch fiir eine Reihe von
Nitrofuranen wurde ein Effekt auf Histomonaden nachgewiesen. Beispielsweise flhrten
Furazolidon, Furoxon und Nihydrazon zu einer verringerten Mortalitdt durch Histomonaden
(Bowen et al., 1971). Aufgrund der cancerogenen und mutagenen Wirkung der Nitrofurane
wurden sie innerhalb der EU im Jahr 1993 verboten, zwei Jahre spater erfolgte auch ein
spezielles Verbot fir Furazolidon. Zudem wurden alle gegen Histomonaden wirksamen
Wirkstoffe der Nitroimidazol- Gruppe in der EU in Anhang IV der Verordnung Nr. 2377/90
aufgenommen (EU, 2002a). Deswegen besteht seit 1995 ein Therapienotstand fir diese
Erkrankung.

Bereits 1982 erfolgte die Zulassung des Nitrofurans Nifursol (3,5-Dinitro-
Salicylsaurehydrazid) in der EU. Nifursol war das Mittel der Wahl als prophylaktischer
Futterzusatzstoff zur Bekampfung der Histomonaden bei Puten und wurde Gber 20 Jahre in
Europa verwendet. Aus den gleichen Grinden, die fir das Verbot von Nitrofuranen angefihrt
wurden, wurde die Zulassung von Nifursol zum 31.03.2003 innerhalb der EU widerrufen (EU,
2002b). Seitdem besteht zusétzlich ein Prophylaxenotstand in der EU flr diese Erkrankung.
In den USA und Kanada ist Nitarsone (4-Nitrophenylarsensaure) als Futterzusatzstoff mit
dem Handelsnamen Histostat zugelassen. Eine prophylaktische Wirkung von Histostat
wurde mehrmalig nachgewiesen (McNaughton und Skinner, 2000; Skinner, 2000; Sims und
Danny, 2002; Duffy et al., 2004).

2.11.2 Aktuelle Therapeutika und Prophylaktika

In den jlngsten Studien wurden weitere Produkte gefunden, die in vitro eine anti-histomonale
Aktivitat haben. Dazu gehérten atherische Ole (Zenner et al., 2003), pflanzliche Produkte
(Hafez und Hauck, 2006; van der Heijden und Landman 2008a) und weitere natlrliche
organische Verbindungen (Grabensteiner et al., 2007). Die pflanzlichen Produkte konnten in
vivo die Mortalitdt durch Histomonose reduzieren, jedoch nicht vollstandig verhindern
(Zenner et al., 2003; Hafez und Hauck, 2006; Grabensteiner et al., 2007, van der Heijden
und Landman 2008b).

2.11.2.1 Testung von Substanten in vitro

Zenner et al. (2003) testete verschiedene atherische Ole aus Cinnamomum aromaticum,
Citrus limon pericarps und Allium sativum, und zeigten eine Wirkung dieser Substanzen
gegen T. gallinarum und H. meleagridis. Wirksam waren ummantelte Extrakte aus Oregano,
Zimt, Thymian, Zitrusfrichten und Paprikagewachsen (Hauck und Hafez, 2007).
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Eine antiprotozoische Wirkung gegen H. meleagridis zeigte die Steppenraute (Peganum
harmala), insbesondere ihre Alkaloide Harmane und Harmalin (Arshad et al., 2008), sowie
das Antibiotikum Tiamulin (Hauck et al., 2010c).

Van der Heijden und Landman (2008a) untersuchten die Wirkung von vier pflanzlichen
Produkten, namentlich Aromabiotic™, Enteroguard™, Protophyt SP™, Protophyt B™ sowie
von Dimetridazol und Histostat-50™, auf H. meleagridis in vitro. Enteroguard™ und
Protophyt B™ sowie Dimetridazol und Histostat-50™ hemmten das Wachstum von H.
meleagridis, wahrend kein Effekt von Aromabiotic™ und Protophyt SP™ festgestellt wurde.
Nicht wirksam in vitro waren auch die finf Benzimidazole Albendazol, Fenbendazol,

Flubendazol, Mebendazol und Nocodazol (Hauck und Hafez, 2009).
2.11.2.2 Testung von Substanten in vivo

Hafez und Hauck (2006) untersuchten die Wirksamkeit eines pflanzlichen Produkts
(Protophyt®) in vivo zur Prophylaxe einer experimentellen Infektion mit H. meleagridis bei
Puten. Das Produkt reduzierte die Mortalitat, jedoch wurden die Lasionen in Leber und
Blinddarmen bei den verendeten, behandelten Puten nicht reduziert. Im Gegensatz dazu war
die Applikation von Protophyt® im Feld nicht erfolgreich (Chossat, 2002).

Auch die therapeutische Gabe eines pflanzlichen Produktes mit Oreganoextrakt (Ropadiarsol
7,5%) an auf natlrlichem Weg infizierte Puten war nicht wirksam und reduzierte nicht die
Mortalitdt (Popp und Hafez, 2007). Hingegen schien Tiamulin die Mortalitdt durch
Histomonose zu reduzieren (Burch et al. 2007).

Duffy et al. (2005) verglichen Nitarson (Histostat®) und ein proprietares pflanzliches Produkt
(Natustat™) fiir die Prophylaxe von Histomonose nach einer experimentellen Infektion mit H.
meleagridis bei Puten. Beide Produkte waren wirksam, jedoch flhrte die Gabe von
Natustat™ zu einem signifikanten hdéheren Kdérpergewicht und zu einer Verringerung des
Lasionsgrads in den Blinddarmen. Im Gegensatz reduzierten bei infizierten Masthahnchen
beide Produkte statistisch gleichwertig die Lasionen in Leber und Blinddarmen (Duffy et al.,
2004). Hier muB jedoch betont werden, dass die Mortalitat der infizierten und nicht
behandelten Kontrolle lediglich bei unter 0,5% lag.

Van der Heijden und Landman (2008b) untersuchten die prophylaktische Wirkung der
pflanzlichen Produkte Enteroguard™ und Protophyt™ gegen eine experimentelle Infektion
mit H. meleagridis bei Puten. Die beiden Produkte hatten keine Wirkung gegen
Histomonose, auch bei einer sehr geringen Infektionsdosis mit H. meleagridis nicht.

Hauck et al. (2010b) untersuchten die Wirkung von Nifurtimox (NFX), eines Nitrofurans, flr
die Kontrolle von Histomonose in vitro und in vivo nach experimenteller Infektionen von
Puten. Sie berichteten, dass 200 ppm NFX in vitro vollstandig letal fir H. meleagridis war.
AuBerdem konnte ein signifikanter Effekt der prophylaktischen Applikation von NFX im Futter
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festgestellt werden. Im Gegensatz dazu war eine therapeutische Behandlung mit 400 ppm im
Futter fir 3 Tage p.i. nur partiell wirksam. Insgesamt war die Reduzierung der Lasionen bei
verendeten und getéteten Tieren durch die prophylaktische bzw. therapeutische Applikation
von NFX in der Leber ausgepragter als in den Blinddarmen, vermutlich weil die
Konzentration des Praparats in der Leber durch den Stoffwechsel héher war. AuBerdem gab
es keine negative Wirkung auf das Wachstum der Puten und die Futteraufnahme bei den
nicht infizierten aber behandelten Gruppen. Das deutet darauf hin, daB3 die Anwendung von
NFX zur Prophylaxe oder Therapie bei einer Infektion mit H. meleagridis méglich ist.

2.11.2.3 Paromomycin

Paromomycin ist ein lange bekanntes Aminoglykosid-Antibiotikum mit antiparasitarer Aktivitat
(Carter et al., 1962; Garin et al. 1966), das in jlngerer Zeit eine neue Bedeutung bei der
Behandlung der Leishmaniose beim Menschen erworben hat (EI-On et al., 1984; Vexenat et
al., 1998; Minodier und Parola, 2007). Nach experimenteller Infektion von Puten mit H.
meleagridis reduzierte Paromomycinsulfat mit einer Konzentration von 1000 oder 2000 ppm
im Futter die Mortalitat (Lindquist, 1962). Bei Hihnern war Paromomycinsulfat unwirksam
gegen Histomonose, eine Reduzierung des Lasionsgrads in Leber und Blinddarmen wurde
nicht beobachtet (Hu und McDougald, 2004). In vitro reduzierte Paromomycinsulfat jedoch
das Wachstum von Histomonaden bei einer Konzentration von 10 pg/ml und war bei einer
Konzentration von 100 pg/ml vollstéandig letal fiir H. meleagridis (Hu und McDougald, 2004).
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Tabelle 4: Ubersicht Giber auf ihre Wirkung gegen H. meleagridis untersuchte Substanzen

Substanz Methode Ergebnis Literatur
IPECAC In vivo (Puten) Wirkungslos Wegforth et al., 1921
Schwefel In vivo (Puten) Wirkungslos Tyzzer und Fabyan, 1922

Chinin Hydrochlorid
Neoarsphenamin
Arsensaure (As203) In vivo (Puten) Wirkungslos Tyzzer, 1923
Tryparsamid
Atoxyl
Bayer 205
Terpentin In vivo (Puten) Wirkungslos Tyzzer, 1927
Mexican Bitter Bush
Salvarsan
Neo-Salvarsan
Myo-Salvarsan
Stabilarsan . )
Vet-Stab In vivo (Puten) Wirkungslos Jaquette et al., 1947
Arsephamin
Spirocid
Mapharsid
Emetin Hydrochlorid In vivo (Puten) Wirkungslos Swales et al., 1948
Chloroquin Diphosphat
Di-iodohydroyquinol
Phenyl-Quecksilbernitrat In vivo (Puten) wirksam Swales, 1950
Acetarson
Arsinobenzamid
Paromomycinsulfat In vivo (Puten) Wirksam Lindquist, 1962
Mo wisan
R In vitro Caillait et al., 2002
oxarsone Wirkungslos

Benzimidazole

Penicillin
Chlortetracyclin
Tylosin
Srafloxacin In vivo (Broiler) Wirkungslos Hu et al., 2002
Salinomycin
Diclazuril
Doxarson, Lasalocid

Atherische Ole In vitro Wirksam Zenner et al., 2003

Nitroimidazole In vivo (Broiler) Wirksam
Carbadox In vivo (Broiler) Wirkungslos

— Hu et al., 2004
Quinolinol
Benzimidazoles In vitro Wirkungslos
Promomycinsulfate
Natustat® . . .
Histostat In vivo (Broiler) Wirksam Duffy et al., 2004
Natustat® . .
Histostat® In vivo (Puten) Wirksam Duffy et al., 2005
Protophyt® In vivo (Puten) Wirksam
Hauck und Hafez, 2006
Pflanzliche Extrakte In vitro Wirksam
Tiamulin In vivo (Puten) Wirksam Burch et al., 2007

Atherische Ole In vivo (Puten) Wirksam Grabensteiner et al., 2007

Protophyt B'g'

e wiksar
Histostat® In vitro Van der Heijden et al., 2008a

Aromabiotic™ )

Protophyt SP™ Wirkungslos
®
Protophyt” | In vivo (Puten) Wirkungslos Van der Heijden et al., 2008b
Enteroguard
Benzimidazole In vitro Wirkungslos Hauck und Hafez, 2009
Nifurtimox In vitro und In vivo (Puten) Wirksam Hauck et al., 2010b
Tiamulin In vitro Wirksam Hauck et al., 2010c
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2.12 Immunitat

Die Immunantwort des Wirts und der Anteil der verschiedenen Komponenten des
Immunsystems fiir einen Schutz gegen Histomonose sind bisher unbekannt (Hess et al.,
2008). In den letzten funf Jahren wurden wieder Untersuchungen Uber die aktive oder
passive Immunitat gegen Histomonose durchgefiihrt. Die Immunantwort der Tiere gegen
eine Infektion mit diesem Protozoon ist vermutlich nicht nur eine systemische humorale
Immunitat, sondern auch eine zellulare Immunitat unter der Beteiligung von T-Zellen und
Interleukin, sowie einer Schleimhautimmunitat (Hess et al., 2008; Bleyen et al., 2009; Powell
et al., 2009).

2.12.1 Aktive Immunitéat

Die Rolle der zellularen Immunitat gegen eine Infektion mit H. meleagridis bei Hihnern und
Puten wurde von Powell et al., (2009) untersucht. Hihner zeigten eine erh6hte Expression
von Interleukinen und Zytokinen im Blinddarm und eine Reduktion der Anzahl
nachgewiesener Histomonaden. Im Gegensatz dazu wurde solche lokale Immunantwort bei
Puten nicht nachgewiesen. Bei Hilhnern und Puten wurde gleichzeitig mit der Veranderung
in der Leber durch den Parasiten eine Beteiligung von T-Zellen beobachtet. Dies war bei
Puten ausgepragter als bei Hihnern. Jedoch stieg der Antikérperspiegel im Blut bei den
HUhnern mehr als bei den Puten an, was als zusétzlicher Beweis firr eine adaptive Reaktion
gedeutet wurde.

2.12.1.1 Immunschutz nach liberstandener Infektion

Puten kénnen nach einer Infektion und Behandlung mit Dimetridazol oder Ronidazol eine
Immunitat ausbilden (Joyner et al., 1963, Bleyen et al 2009). Im Gegensatz dazu war in einer
anderen Untersuchung eine dreimalige Wiederholung von Infektionen, Behandlung und
Genesung notwendig, bevor die Puten einen deutlichen Schutz gegen eine Reinfektion mit
H. meleagridis zeigten (McDougald, 2005a).

2.12.1.2 Immunschutz nach Impfung mit inaktivierten H. meleagridis

Hess et al., (2008) untersuchten bei Puten die Wirksamkeit einer inaktivierten Impfung, um
einen Schutz gegen Histomonose zu erreichen. Die Impfung mit inaktivierten Vakzinen ergab
kein zufriedenstellendes Ergebnis, vermutlich da die zellulare Immunitat mit T-Zellen und
Interleukin die Hauptkomponenten eines Schutzes sind. AuBerdem zeigten Bleyen et al.
(2009), dass intrakloakal infizierte und behandelte Puten einen signifikanten héheren IgG-
Titer haben als intramuskular mit inaktivierten Histomonaden geimpfte Puten.
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2.12.1.3 Immunschutz nach Impfung mit attenuierten H. meleagridis

Versuche zur Immunisierung von Hihnern und Puten mit in vivo attenuierten H. meleagridis
waren teilweise erfolgreich (Tyzzer, 1933a; 1933b; 1934; 1936). Tyzzer produzierte eine
nicht pathogene Kultur durch langere Kultivierung in vitro und verwendete die Kultur zur
intrakloakalen Impfung von Hihnern und Puten. Jedoch waren die Tiere nicht komplett
gegen einen Challenge mit einem virulenten Isolat geschitzt. Ebenso attenuierten Lund et
al., 1966b; 1967b Kulturen von H. meleagridis durch wiederholte Passagierung in vitro,
wobei mit der Virulenz auch die Immunogenitét verloren ging und keinen Schutz gegen eine
Infektion vermittelt. Zuletzt produzierten Hess et al. (2008) nicht virulente Kulturen von H.
meleagridis durch 95, 215 und 295 Passagen in vitro und verwendeten diese Kulturen zur
intrakloakalen Impfung bei Puten. Alle Passagen vermittelten einen sehr guten Schutz der
Puten gegen eine Infektion mit virulenten H. meleagridis.

2.12.1.4 Immunschutz nach der Impfung mit nicht-pathogen H. wenrichi

Histomonas wenrichi wurde zuerst von Wenrich (1943) beschrieben. Als eine apathogene,
nahe verwandte Art scheint H. wenrichi fir die Entwicklung eines Impfstoffs gegen die
Histomonose geeignet. Tatsachlich schitzt eine Immunisierung von Puten mit H. wenrichi
gegen eine intrakloakale Infektion mit H. meleagridis, bietet aber keinen vollstandigen
Schutz, wenn die Puten oral mit heterakiden Eiern infiziert wurden (Lund, 1959).

2.12.2 Passive Immunitat

Versuche zum Transfer der Immunitat durch intraperitoneale Injektion von Serum immuner
Végel blieben bis jetzt erfolglos. Puten, die kurz vor der Infektion ein Serum mit Antikdrpern
gegen Histomonaden erhielten, starben und zeigten flar Histomonose typische
Veranderungen (Bleyen et al. 2009). AuBerdem gab es keinen Unterschied im Lasionsgrad
in Leber und Blinddarmen nach der Infektion von passivimmunisierten Puten.

2.13 Genetische Resistenz

Eine Zichtung von Putenlinien, die gegeniber einer Infektion mit H. meleagridis resistent
sind, kénnte ein Ansatz zur Bekampfung der Krankheit sein. Reynaud et al. (2005)
verglichen die Empfindlichkeit zweier Putenlinien, einer modernen, schweren Linie und einer
traditionellen leichten Linie fUr eine Infektion mit H. meleagridis. Beide Putenlinien waren
empfanglich fir die Infektion und die Mortalitat lag bei 100 %. Die pathologischen und
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histologischen Veranderungen waren identisch und es gab keinen Unterschied im
Lasionsgrad zwischen den beiden Linien.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Histomonaden- Stamme

Die Histomonaden- Stamme Pute/Deutschland/GB551/04 und Pute/Deutschland GB542/04
lagen am Institut fir Gefligelkrankheiten der FU Berlin vor. Beide Stdmme wurden von
natirlichen Ausbriichen bei Puten im Jahr 2004 in Deutschland in modifiziertem Dwyers
Medium isoliert und nach der Angabe von Hafez et al. (2005) wurden die Stamme
identifiziert.

3.1.2 Tiere

Puteneintagskiiken der Linien British United Turkey (BUT-Big 6) und Kelly Bronze Turkey
(KBT) wurden vom Moorgut Kartzfehn von Kameke GmbH & Co. Kg, Bdsel, bezogen.
Wildputen Eintagskiken [Wild-Canadian-Turkey, (WCT)] wurden im |Institut for
Geflligelkrankheiten der FU Berlin ausgebriitet. Die Eier stammten aus eigener Zucht.

SPF- Lege- und Masteintagskiken wurden im Institut fir Geflliigelkrankheiten der FU Berlin
ausgebritet und die Eier stammten auch aus eigener Zucht.
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3.1.3 Materialen und Geréaten

3.1.3.1 Materialien und Gerate fiir die Kultivierung von Histomonaden

Deckglaser 18 x 18mm

Menzel-Glaser, Braunschweig

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck, Darmstadt

Embryonierte Eier von SPF- Hilhnern

Lohmann Tierzucht, Cuxhaven

Fotales Kalber Serum

Biochrom AG, Berlin

Fuchs-Rosenthal Zahlkammer

Tiefe, 0.0625mm?)

(0.200mm

Hecht-Assistent, Sondheim

Glaspipetten

Hirschmann, Pliezhausen

Lichtmikroskop, Type DM/LS 11/98

Wetzlar GmbH, Bensheim

Medium 199 mit Hanks Salzen

Biochrom AG, Berlin

Nalgene Cryo Freezing Container

Thermo Fisher Scientific., Roskilde,
Danemark

Objekttrager, ca. 76 x 26mm

Menzel-Glaser, Braunschweig.

Pferde Serum

Biochrom AG, Berlin

PH-Meter

Schott Gerate GmbH, Mainz

Pipetten (20,200,1000ul)

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfen (Accuboys)

Integra Bioscience, Fernwald

Sodium Bicarbonate

Biochrom AG, Berlin

Ultra-Turrax, Typ 18/10

IKA-Werk, Staufen

Waage

Sartorius Analytik, Berlin

Zellkultur-Flaschen (25cm?)

TPP, Deutschland

Zentrifugen Réhrchen 50ml

TPP, Deutschland

3.1.3.2 Materialien und Gerate fiir die Durchflihrung der Tierversuche

Lithium-Heparin-Réhrchen, 1,3ml

Sarstedt, Nimbrecht

Putenstarter und Mastfutter Typ15 und 16

TUK-TUK, Pansdorf

Spritzen und Kandlen (0.6 x 30 mm)

BSN Medical, Hamburg

Zentrifugen Réhrchen (1,5-2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Waage, Kern 440-49N

Th. Geyer, Berlin
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3.1.3.3 Materialien und Gerate fiir die Praparation von DNA

Biophotometer

Eppendorf, AG, Hamburg

Einmalpipettenspitzen (Safeseal-Tips)

Biozym, Hessisch Oldendorf

Fixvolumen-Pipetten

Abimed, Langenfeld

Lamina HeraSafe

Heraeus, Hanau

QlAamp DNA Mini Kit (Proteinase K,
Lysispuffer ATL, Lysispuffer AL,
Filtterréhrchen, Waschpuffer AW1,

Waschpuffer AW2, Elutionspuffer AE)

Qiagen, Hilden

Schittelbad Typ 1083

GFL, Burgwedel

Vortex-Genie

Bender & Hobein AG, Hamburg

3.1.3.4 Materialien und Gerate fur die Durchfiilhrung von PCR

100bp Marker

New England Biolabs, Frankfurt

Biozym LE Agarose

Biozym, Hessisch Oldendorf

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips

Biozym, Hessisch Oldendorf

Elektrophorese Kammer Horizon

Lifetechnologies Gibco Brl, Galthersburg,
USA

Gel Dokumentation

Bio- RAD, Quantity One- 4.6.1, Laboratories
GmbH, Minchen

iCycler iQ und die dazugehdrige Software

Bio-Rad, Minchen

Lamina HeraSafe

Heraeus, Hanau

Mastermix

Qiagen GmbH, Hilden

Primer

Biomers Net GmbH, Ulm

Redy-To-Go PCR Beads-Kit (PCR-GefaBe
Puffer-, Nukleotid und Polymerasemix in
Kugelform)

Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg

Syber Green PCR Mastermix

Qiagen GmbH,Hilden

Thermocycler T3

Biometra, Géttingen
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3.1.4 Loésungen und Medien

3.1.4.1 PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 137mM
KCI 1,47mM
KH,PO, 1,47mM
Na,HPO, 6,46mM
pH 7,4

3.1.4.2 TBE-Puffer (Tris-Borat-Elektrophoresepuffer)

Tris 89mM
Borsaure 89mM
EDTA Dinatriumsalz | 2mM
pH 7,5

3.1.4.3 Probenladepuffer

Bromphenolblau 0.25ml
Xylencyanol 0.25ml
Glycerin 30ml
TBE—Puffer (4x) 100ml

3.1.4.4 GroBenmarker 100 bp

100 bp—DNA Ladder | 30ul

Probenladepuffer 30l

ddH.0 185l
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3.1.4.5 Dwyers medium

M 199 mit Hanks Salzen 85%
Inaktiviertes Pferdeserum 10%
Chickenembryo extract (12 Tage bebriitete SPF- Eier wurden geéffnet,

danach wurde der Kopf der Embryos verworfen. Je 6 Embryos wurden in 5%
50mI-Réhrchen tberfihrt und fir 4 min im Ultraturrax homogenisiert)

pH (der pH-Wert wurde mittels Na,Cos eingestellt) 7.4
Reismehl 1 mg/1ml

3.1.4.6 Modifiziertes Dwyers medium

M 199 mit Hanks Salzen 90%
Inaktiviertes Pferdeserum 10%
Reismehl 10mg/1ml

3.1.4.7 PBS-basiertes Medium

PBS 90%
Inaktiviertes Pferdeserum 10%
Reismehl 10mg/1ml

3.1.5 Medikamente

3.1.5.1 Gabbrovet 70®

Produktname Gabbrovet 70®

Wirkstoffe Paromomycin

Konzentration (%) 100 g/kg

Quelle & Hersteller Ceva sante animale, Frankreich
Chargennummer 07C21

Ablaufdatum 03/2009
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3.1.5.2 HistoBloc®

Produktname HistoBloc 80°

Wirkstoffe Paromomycin

Konzentration (%) 80 g/kg

Quelle & Hersteller Biovet, Huvepharma, Belgien
Chargennummer 07050975002

Ablaufdatum 11/2008

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von H. meleagridis in vitro
3.2.1.1 Auftauen von H. meleagridis Isolaten aus fllissigem Stickstoff
Histomonaden- Kulturmaterial in 2 ml Cryo-Réhrchen wurden aus flissigem Stickstoff im
40°C warmen Wasserbad aufgetaut und sofort in Zellkulturflaschen mit vorgewarmtem
Dwyers Medium (1 ml Histomonaden- Kulturmaterial / 9 ml Dwyers Medium) gegeben. Die
Kulturen wurden anschlieBend bei 40°C inkubiert. In den nachsten Tagen erfolgte die weitere

Passagierung der Histomonaden.

3.2.1.2 Passagierung der H. meleagridis Kulturen

1 ml der Ausgangspassage wurde zu 9 ml frischem, vorgewarmtem Dwyers Medium
gegeben und bei 40°C inkubiert. Die Passagierung erfolgte alle ein bis drei Tage.

3.2.1.3 Zahlen von H. meleagridis

Die Bestimmung der Histomonadenzahl erfolgte in einer Fuchs- Rosenthal- Zahlkammer
unter einem Lichtmikroskop mit 20 facher VergréBerung.

3.2.1.4 Konservierung von H. meleagridis Isolaten in flissigem Stickstoff

Im Cryo-Rdéhrchen wurden 150 pl fétales Kalberserum (FKS) mit 150 pl Dimethylsulfoxid
(DMSO) vorgelegt und mit Histomonaden- Kulturmaterial auf 2 ml aufgefillt. AnschlieBend
wurden die Cryo-Rdhrchen in den Isopropanol gefihlten Behélter fir 24 Stunden bei -70°C
gekihlt. Am n&chsten Tag wurden die Cryo-Rdéhrchen in flissigen Stickstoff Gberflhrt.
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3.2.2 Durchfiihrung der Tierversuche

3.2.2.1 Haltung

3.2.2.1.1 Kifige

Je 10 Puteneintagskiken wurden in einem Kafig gehalten. Die Kafige bestanden aus
Edelstahl und waren 85cm lang, 73cm breit und 63cm hoch.

3.2.2.1.2 Futter- und Wassernépfe

Jeder Kafig hatte 2 Trdge, einen fir Wasser und den zweiten fir Futter. Die Trége waren
82cm lang, 8cm breit und 6cm hoch. In jedem Napf konnte bis 3L Wasser oder 3kg Futter
gegeben werden. Zusétzlich wurde Wasser in 2 Flaschen mit Nippeln angeboten.

3.2.2.1.3 Futter
Die Tiere wurden mit kommerziellem Pelletfutter je nach Alter der Tiere (Phase 1: 1-14 Tage;
Phase 2: 14-56 Tage) gefittert. Das Futter enthielt keine Kokzidostatika oder Amdbostatika.

3.2.2.1.4 Temperatur

Die Raumtemperatur wurde in den ersten 14 Tagen auf 26°C - 28°C eingestellt. Zusatzlich
wurden Infrarot-Strahler eingesetzt, um die Temperatur des Stalls auf ca. 34°C zu bringen.
Vom 14. Tag bis 28. Tag wurde die Temperatur schrittweise auf 24°C reduziert. Vom 29. Tag
bis zum Ende der Versuche betrug die Raumtemperatur ca. 18°C - 22°C.

3.2.2.2 Infektion
Jeder Pute wurde mittels Kropfkanile 1ml Dwyers Medium mit H.meleagridis intrakloakal
verabreicht.

3.2.2.3 Blutnahme

Die Blutproben wurden vor und nach der Infektion aus der Fligelvene entnommen. Das Blut
wurde in Heparinrbhrchen aufgefangen. Die Blutproben wurden fir 10min bei 8000xg
zentrifugiert, um das Plasma zu gewinnen.

3.2.2.4 Bestimmung der Blutwerte

Die Plasmaproben wurden im Vet.Med.Labor in Berlin untersucht und Albumin,
Gesamteiwei3, Cholinesterase, Gallensduren, LDH und GOT bestimmt.

3.2.2.5 Bestimmung der Medikamentendosierung Gabbrovet 70%

Die Dosierung von Gabbrovet 70 wurde nach folgender Formel berechnet.
Paromomycin (g/Kafig) = Gewicht (kg/Kafig) x Dosierung (mg/kg) / 70
Paromomycin (g/Liter) = Paromomycin (g/Kafig) / Wasseraufnahme (vorheriger Tag L/K&fig).
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3.2.2.6 Bestimmung der Futterverwertung (FCR)
Die FCR wurde fir jeden Kafig aus der Gewichtszunahme der Tiere und dem

Futterverbrauch berechnet.

3.2.2.7 Bestimmung der europaischen Produktionseffizienzfaktor (EPEF)
Die EPEF wurde nach folgender Formel berechnet.
EPEF= Lebensfahigkeit (%) x Kérpergewicht (kg) x 100 / Alter (Tag) x FCR

3.2.2.8 Lasionsgrad in Leber und Blinddarmen

3.2.2.8.1 Makroskopischer Lésionsgrad

Makroskopische Lasionen in Blinddarmen und Leber wurden auf einer Skala von 0 — 4 nach
McDougald und Hu (2001) beurteilt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Makroskopischer Lasionsgrad in Blinddarmen und Leber (McDougald und Hu,
2001)

Grad Lasion
0 keine Lasionen
1 minimale oder kaum nachweisbare Lasionen.
2 vereinzelte, aber leicht nachweisbare Lasionen.
3 geringgradige Lasionen, die fast das gesamte Organ einbeziehen.
4 schwere Lasionen, die das gesamte Organ einbeziehen.

3.2.2.8.2 Histopathologischer Ldsionsgrad

Histopathologische Léasionen in Blinddarmen und Leber wurden auf einer Skale von 0 — 3
beurteilt. Zur Beurteilung der Leberldsionen wurden die Infiltration mit Entziindungszellen
sowie Zellnekrosen herangezogen (Tabelle 6). Lasionen im Blinddarm wurden anhand der
Infiltration mit Entzindungszellen in Lamina propria und Submukosa, der Ablésung von
Epithelzellen, der Bildung von Granulationsgewebe und dem Vorliegen von Abszessen
beurteilt (Tabelle 7)

Tabelle 6: Bestimmung des mikroskopischen Lasionsgrads in der Leber

Art der histopathologischen Lasionen in der Leber

Lasionsgrad
Infiltration mit Entziindungszellen Zellnekrosen
0 Unverandert Unverandert
1 Geringgradig Geringgradig
2 Mittelgradig Mittelgradig
3 Hochgradig Hochgradig
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Tabelle 7: Bestimmung des mikroskopischen L&sionsgrads in Blinddarmen

Art der histopathologischen Lasionen in Blinddérmen
Lasionsgrad Infiltration mit
Entziindungszellen in Abldsung von Granulationsgewebe Abszesse
Lamina propria und Epithelzellen 9
Submukosa
0 Unverandert Unverandert Unverandert Unverandert
. . Ablésung von Wenig Wenige
1 Geringgradig Epithelzellen Granulationsgewebe Abszesse
Ablésung von Mittelgradige Mittelgradige
2 Mittelgradig Epithelzellen mit Ausbildung von Anzahl von
Ulzerationen Granulationsgewebe Abszessen
Extensive
. Ablésung von Extensives Extensive
3 Hochgradig Epithelzellen mit | Granulationsgewebe Abszesse
Ulzerationen

Gewebeproben wurden in 4%-igem, Phosphat-gepuffertem Formalin fixiert. Nach 24
Stunden wurden die Proben in Paraffin eingebettet und Schnitte von 4 uym Starke mittels
Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Zur besseren Visualisierung der Histomonaden wurden
zusétzliche Schnitte mittels Periodic acid Schiff (PAS) angefarbt.

3.2.3 Molekularbiologische Untersuchungen
3.2.3.1 DNA-Extraktion
3.2.3.1.1 Extraktion von DNA aus Kulturmaterial
Die DNA-Pr&paration erfolgte mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit . Zu 200ul Histomonden-
Kultur wurden 20pl Proteinase K und 200ul Lysispuffer AL gegeben. Nach grindlichem

Mischen wurde der Ansatz im Wasserbad zunachst bei 56°C eine Stunde unter leichtem
Schitteln und anschlieBend 10min bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurden 200ul Ethanol
zu dem Ansatz gegeben und das Gemisch auf die mitgelieferte Saule mit Silikatmembran
Uberfihrt. Nach Zentrifugation (1min 8000 rpm) wurde das Filtrat verworfen, 500l
Waschpuffer AW1 auf die Membran gegeben und wieder unter denselben Bedingungen
zentrifugiert. Danach wurde die Membran ein zweites Mal mit 500ul Waschpuffer AW2 und
einer hochtourigen Zentrifugation (3min 14000 rpm) gewaschen. Die DNA wurde
anschlieBend mit 100ul des auf 70°C vorgewarmten Puffers AE und einer weiteren
Zentrifugation (1min, 8000xg) aus der Membran eluiert. Die Konzentration der DNA wurde im
BioPhotometer bei einer Lichtwellenlange von 260nm gegen dH,O als Leerwert gemessen.

3.2.3.1.2 Extraktion von DNA aus Gewebeproben

Ca. 25mg Gewebe wurden mit einer sterilen Schere grob zerkleinert. Dazu wurden 20yl
Proteinase K und 180ul Lysispuffer ATL gegeben und der Ansatz bei 56°C im Schuttelbad
Uber Nacht inkubiert. Nach Zugabe von 200yl Lysispuffer AL und Inkubation fir 10min bei
70°C im Wasserbad erfolgte die weitere Verarbeitung wie beim Kulturmaterial.
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3.2.3.2 Durchfiihrung der PCR

3.2.3.2.1 Ready-To- Go Beads PCR zum Nachweis von T. gallinarum und Blastocystis
sp.

Fir die Durchfiihrung der PCR wurden Ready-To- Go Beads verwendet. In die PCR GefaBe

des Kits wurden 25pmol je Primer und bis zu 1pg der einzusetzenden DNA pipettiert und mit

nukleasefreiem Wasser auf das Gesamtvolumen von 25pl aufgeflllt. Die Sequenzen der
Primeren werden in der Tabelle 8 aufgefiihrt. Das verwendete Temperaturprofil gibt Tabelle
9 wieder.

Tabelle 8: Ubersicht (iber die verwandten Primer zum Nachweis von Tetratrichomonas
gallinarum und Blastocystis sp. nach Grabensteiner und Hess (2006).

Primer Sequenz AmplifikatgréBe
Tof 5’-gca att gtt tct cca gaa gtg -3”
T. gallinarum : g : 988 o ] 527 bp
Tor 5°-gat ggc tct ctt tga gct tg-3
BIf 5’-taa ccg tag taa tic ta c-3’
Blastocystis sp - 9249 999 - 457 bp
Blr 5°-aac gtt aat ata cgc tat tgg-3

Tabelle 9: Temperaturprofil des verwendeten PCR-Programms.

Temperaturprofil
Initiale _ Finale
_ Zyklen Denaturierung | Anlagerung Synthese
Denaturierung Synthese
5 min 94°C 40 30sec 94°C 30sec 60°C 1min 72°C | 10min 72°C

3.2.3.2.2 Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1,2 %igen Agarosegels wurden 1,2 % Agarose in 100 ml TBE-Puffer
gegeben. Das Gemisch wurde in der Mikrowelle bei 700w 3 Minuten erhitzt, bis die Lésung
Agarose vollstandig geldst war. Der Kolben wurde flr kurze Zeit abgekuhlt. Danach wurde
die Gellésung mit 2pl Ethidiumbromid (EtBr) versetzt und zu einem horizontalen Gel mit 10-
20 Slots gegossen. Die Proben (5pl) wurden mit Stopmix (1pl) versetzt und in die Slots
pipettiert. Ein 100bp- Marker (8pl) wurde als Standard verwendet. AnschlieBend wurde die
Elektrophorese bei 80 Volt fir 50min durchgefihrt.

3.2.3.2.3 Real time PCR zum Nachweis von H. meleagridis

Zu 10yl Syber Green PCR Mastermix wurden 25pmol/pl der Primer gHr und gHf (Tabelle
10), 400-500 ng DNA der Proben und nukleasefreies Wasser auf ein Gesamtvolumen von
20ul gegeben. Die Durchfihrung der real time PCR erfolgte im iCycler iQ nach dem in
Tabelle 11 wiedergegebenen Temperaturprofil.
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Um die Spezifitdt der real-time PCR sicherzustellen, wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefihrt. Dafir wurde die Temperatur von 60°C in Schritten von 0.5°C auf 95°C erhéht
und die Temperatur gemessen.

Tabelle 10: Ubersicht (iber die verwandte Primer von H. meleagridis mittels Real-time PCR
nach Hafez et al., (2005).

Primer Sequenz
. qHr 5’-fct cta agg tcc tac tic taa aat -3’
H. meleagridis
gHf 5’-tgg aat tct atc gat caa ggg -3’

Tabelle 11: Temperaturprofil des verwendeten qPCR-Programms.

PCR Temperaturprofil
. Initiale _ Finale
Far _ Zyklen | Denaturierung | Anlagerung Synthese*
Denaturierung Synthese
qH 15 min 95C 40 30sec 95°C 30sec 57°C | 30sec 72°C | 5min 72°C

* Fluoreszenzmessung

3.2.4 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mit der Software SPSS fir Windows 14.0 durchgefihrt.
Fir alle Tests wurde, soweit nichts anderes im Text erwahnt ist, der Schwellenwert 5%
gewahlt.
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4 Versuchsdurchfiihrung und Ergebnisse
4.1 Versuche zur Pathogenese
4.1.1 Entwicklung der Lasionen und Nachweisbarkeit des Parasiten in
verschiedenen Organen nach experimentaler Infektion von
Puten mit H. meleagridis
4.1.1.1 Versuchsdesign

10 Puteneintagskiken (BUT-Big 6) wurden in Kafige eingestallt. Im Alter von 42 Tagen
wurden die Puten mit H. meleagridis-Stamm (Pute/Deutschland/GB551/04) intrakloakal
infiziert. Jede Pute erhielt intrakloakal 1ml Dwyers Medium mit 200,000 H. meleagridis. Im
Zeitraum von 1-10 Tagen nach der Infektion wurde jeden Tag eine Pute euthanasiert und auf
Veranderungen in Blinddarm, Leber, Lunge, Herz, Bursa, Jejunum, Niere, Milz, Gehirn und
Duodenum untersucht.

Von allen Tieren wurden Proben der genannten Organe entnommen und mittels Real-time
PCR und histopathologisch auf Histomonaden untersucht. Der Lasionsgrad wurde in Lebern
und in Blinddarmen bestimmt.

4.1.1.2 Befunde

4.1.1.2.1 Entwicklung der makroskopischen Lasionen

FUr Histomonaden typische Lasionen traten zuerst in den Blinddarmen am 3.Tag p.i und in
der Leber am 4.Tag p.i. auf. Der Lé&sionsgrad zwischen dem 1. und 10.Tag p.i in
Blinddarmen und in Lebern ist in Tabelle 12 und Abbildung 1 dargestellt. In allen anderen
Organen konnten keine makroskopischen Veranderungen festgestellt werden.

Tabelle 12: Entwicklung der makroskopischen Lasionen in Blinddarmen und Leber zwischen
dem 1. und 10. Tag p.i.

Tag.p.i. Lasionsgrad in den Blinddarmen Lasionsgrad in der Leber

1

0 Grad
2 0 Grad
3 1 Grad
4 1 Grad

2 Grad
5

2 Grad

6 3 Grad
7 3 Grad
8

4 Grad
9 4 Grad
10
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Abb.1: Entwicklung der makroskopischen L&sionen in Blinddarmen und Leber zwischen dem
1.und 10. Tag p.i.
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4.1.1.2.2 Histopathologische Untersuchung

Die histopathologischen Veranderungen zwischen dem 1. und 10.Tag p.i in Blinddarmen und
Leber ist in Tabelle 13 dargestellt. Der Nachweis von H. meleagridis erfolgte erstmalig am 5.
Tag p.i. in den Blinddarmen (Abb.2) und am 6. Tag p.i. in der Leber (Abb.3). In den anderen
Organen konnten durch die histopathologische Untersuchung keine Veranderungen bzw.
keine H. meleagridis festgestellt werden.

Tabelle 13: Entwicklung der mikroskopischen Lasionen in Blinddarmen und Leber zwischen
dem 1. und 10. Tag p.i.

Tag.p.i Lasionsgrad in
Blindddarmen Leber

"

2 0 0
3

4 1 1
5

6 i 0
7

8

9 3 3
10
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Abb.2: histopathologische Veranderungen und Nachweis von H. meleagridis im Blinddarm
am 5. Tag p.i.

200p X PAS X 1

Abb.3: histopathologische Veranderungen und Nachweis von H. meleagridis in der Leber am
6. Tag p.i.

200p X PAS X 10
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4.1.1.2.3 Untersuchung mittels Real-time PCR

Der Nachweis von Histomonaden- DNA mittels Real-time PCR erfolgte erstmalig am 1. Tag
p.i. im Blinddarm, 3. Tage p.i. in der Leber, 6. Tage p.i. in Lungen, Herz, Bursa und Jejunum
und 8. Tage p.i. in Nieren, Milz und Gehirn. Wahrend des gesamten Zeitraumes konnte
Histomonaden DNA nicht im Duodenum nachgewiesen werden (Tabelle 14).

Tabelle 14: Nachweis von Histomonaden DNA in verschiedenen Organen mittels Real-time
PCR zwischen dem 1. und 10. Tag p.i.

Tag Organ

(p-1.) Blinddarm Leber Lunge Herz Bursa Jejunum Niere Milz Gehirn Duodenum
1 + - - - - - - - - -
2 + - - - - - - - - -
3 + + - - - - - - - -
4 + + - - - - - - - -
5 + + - - - - - - - -
6 + + + + + + - - - -
7 + + + + + + - - - -
8 + + + + + + + + + -
9 + + + + + + + + + -
10 + + + + + + + + + -

4.1.2 Pathogenitat bei verschiedenen Putenlinien
4.1.2.1 Versuchsdesign

19 Puteneintagskiken der Linien Wild Canadian Turkeys (WCT), 20 Kelly Bronze Turkeys
(KBT) und 18 British United Turkeys (BUT-Big6) wurden in Kafigen gehalten. Im Alter von 28
Tagen wurden die Puten mit H. meleagridis-Stamm Pute/Deutschland/GB551/04 intrakloakal
infiziert. Jede Pute erhielt 1ml Dwyers Medium mit 300,000 H. meleagridis intrakloakal. Alle
Puten wurden fir 4 Wochen nach der Infektion beobachtet und die Mortalitat taglich
protokolliert. Nach der Beobachtungszeit wurden die Uberlebenden Tiere euthanasiert. An
allen verendeten und am Ende des Versuchs euthanasierten Puten wurde eine Sektion
durchgefiihrt und der Grad der Veranderungen in Blinddarmen und Leber bestimmt
(3.2.2.8.1). Von allen Tieren wurden Proben von Blinddarmen und Leber entnommen und
mittels Real-time PCR auf Histomonaden-DNA untersucht (3.2.3.2.3).

4.1.2.2 Ergebnisse
4.1.2.2.1 Mortalitat

Die Mortalitat betrug 94,73 % bei WCT, 77,77 % bei BUT-Big 6 und 75 % bei KBT (Abb.4).
Die Mortalitat fing am 6.Tag p.i bei WCT an und dauerte bis zum 20.Tag p.i bei BUT-Big6.
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Der Mortalitatsverlauf wird in Tabelle 15 dargestellt. Mittels Chi-Quadrat-Test wurde die

Mortalitat der Wildputen als statistisch signifikant héher als bei den anderen getesteten

Linien festgestellt.

Abb.4: Mortalitatsverlauf nach experimenteller Infektion von WCT, KBT und BUT-Big6 mit
H. meleagridis.
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Tabelle 15: Mortalitatsverlauf nach experimenteller Infektion von WCT, KBT und BUT-Big6
mit H. meleagridis.

Tag.p.i Anzahl verendeter Tiere pro Gruppe /Tag

WCT BUT-Big 6 KBT

6 1 0 0

7 1 0 0

8 3 0 0

9 4 0 0

10 5 4 3

11 1 2 0

12 2 3 2

13 1 0 5

14 0 1 0

15 0 1 2

16 0 1 1

17 0 0 2

18 0 0 0

19 0 1 0

20 0 1 0
Anzahl der Tiere 19 18 20
Anzahl verendeter Tiere 18 14 15
Mortalitat % 94,73 77,77 75

4.1.2.2.2 Inkubationszeit
Die Inkubationszeit betrug bei den WCT ungefahr 6 Tage, jedoch bei KBT und BUT-Big 6
ungefahr 10 Tage (Abb. 5).
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Abb.5: Inkubationszeit nach experimenteller Infektion von WCT, KBT und BUT-Big6 mit
H. meleagridis.
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4.1.2.2.3 Léasionsgrad in Lebern und in Blinddadrmen

Alle verendeten Puten zeigten die nach einer Infektion mit Histomonaden typischen Lasionen
in Blinddarmen und in Lebern (Abb.6). Der Lasionsgrad war in Blinddarmen und in Lebern
bei allen Gruppen fast identisch (Abb.7). Die Ergebnisse sind in Tabelle 16
zusammengefasst.
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Abb.6: Fir Histomonose typische Lasionen in Blinddarmen und in Lebern.
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Abb.7: Arithmetische Mittel der Lasionsgrade in Blindddarmen und in Lebern nach

experimenteller Infektion von WCT, KBT und BUT-Big6 mit H. meleagridis.
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Tabelle 16: Ubersicht iber Befunde nach experimenteller Infektion von WCT, KBT und BUT-

Big6 mit H. meleagridis.

Gruppen
Parameter

WCT BUT-Big6 KBT

Anzahl der Tiere 19 18 20
Inkubationszeit (Tag) <6 <10 <10

Mortalitat (%) 94.73 77.77 75
o Leber 2.84 3.11 2.95

Lasionsgrad )

Blinddarm 3.79 3.11 2.95

4.1.2.2.4 Untersuchung mittels Real-time PCR
Die DNA von H. meleagridis konnte in Blinddarmen und in Lebern aller verendeten Tiere
nachgewiesen werden. Bei den Uberlebenden, euthanisierten Tieren gelang dieser Nachweis

nicht (Tabelle 17).

Tabelle17: Ergebnisse der Untersuchung von Blinddarmen und iLebern mittels Real-time

PCR.
Blinddarmprobe Leberprobe
Gruppe " : " :
positiv negativ positiv negativ
WCT 18 1 18 1
BUT-Big6 14 4 14 4
KBT 15 5 15 5

": liberlebende Tiere
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4.1.3 Pathogenitat bei Lege- und Masthilihnern
4.1.3.1 Versuchsdesign

SPF-Eintagskiken einer Mastlinie sowie SPF-Eintagskiken einer Legelinie wurden in
Kéfigen gehalten. Im Alter von 5 Wochen wurden die Tiere in 4 Gruppen aufgeteilt (Tabelle
18). Die Tiere, jeweils eine Gruppe in Mast bzw. Legelinie, wurden intrakloakal mit 200.000
H. meleagridis-Stamm Pute/Deutschland/GB542/04 infiziert. Die restlichen zwei Gruppen
wurden als nicht infizierte Kontrollgruppen gehalten. Alle Hilhner wurden fiir 3 Wochen nach
der Infektion beobachtet. Wéchentlich wurden die Hihner einzeln gewogen und der
Futterverbrauch pro Kafig bestimmt, gleichzeitig wurden 3 Tiere pro Gruppe euthanasiert. An
allen euthanasierten Hihnern wurde eine Sektion durchgefihrt und der makroskopische
Lasionsgrad in der Leber und Blinddarmen bestimmt. AuBerdem wurde von allen Tieren
Proben von Leber, Blinddarm, Milz, Niere und Lunge entnommen und mittels Real-time PCR
auf Histomonaden-DNA und histopathologisch untersucht.

Tabelle 18: Anzahl der Tiere in den Gruppen beim Vergleich der Anfalligkeit von Mast- und
Legehuhnern fur eine Infektion mit H. meleagridis.

Nr. Gruppe Anzahl der Tiere
1 Nicht infizierte Masthihnchen (NIM) 11

2 Infizierte Masthihnchen (IM) 12

3 Nicht infizierte Legehthner (NIL) 09

4 Infizierte Legehthner (IL) 10

4.1.3.2 Ergebnisse
4.1.3.2.1 Mortalitidt und Lasionen

Die Mortalitéat betrug bei allen Gruppen 0%. Tabelle 18 zeigt die Bewertung der L&sionen in
Blinddarmen und Lebern. In Blinddarmen waren die Lasionen 7 und 14 Tage p.i.
vergleichbar. Im Gegensatz dazu war die Auspragung der L&sionen in Lebern14 Tage p.i.
am starksten ausgepragt. Die mittleren Lasionsgrade an jedem Tag wurden mittels
einfaktorieller Varianzanalyse und Bonferronitest auf signifikante Unterschiede getestet. ein
signifikanter Unterschied durch die Lasionen in den Blinddarmen wurde am 7. und 14. Tag
p.i. zwischen den infizierten Tieren und nicht infizierten Tiere festgestellt. Beziglich der
Linien gab es keinen signifikanten Unterschied durch die Mortalitéat oder den Lasionsgrad in
Blinddarmen und Leber (Tabelle 19 und Abb.8, 9). Bei den anderen Organen konnten in
allen Gruppen keine Veranderungen festgestellt werden.
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Tabelle 19: Mittlerer makroskopischer Lasionsgrad in Blinddarmen und Leber bei Mast- und

Legetieren.
Lasionsgrad in
Gruppe Blinddarm _ Leber
Tag p.i.
7 14 21 7 14 21
Mw. 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NIM Stab. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
n 3 3 5 3 3 5
Mw. 2,17 2,33 0,33 1,17 0,33 0,50
M Stab. 0,76 1,15 0,52 0,29 0,61 0,50
n 3 3 6 3 3 6
Mw. 0,00** 0,00 0,00 0,00** 0,00 0,00
NIL Stab. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
n 3 3 3 3 3 3
Mw. 3,33** 3,00 0,25 1,50** 0,38 0,50
IL Stab. 0,58 1,00 0,50 0,50 0,48 0,50
n 3 3 4 3 3 4

Mw.: Mittelwert. Stab.: Standardabweichung. n.: Anzahl der Tiere. *Signifikanter Unterschied
zwischen infizierten Masttieren (IM) und nicht infizierten Masttieren (NIM) (P<0,05).
**Signifikanter Unterschied zwischen

Legetieren (NIL) (P<0,05).

infizierten Legetieren

und nicht

infizierten
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Abb.8: Mittlerer makroskopischer Lasionsgrad in Blinddarmen bei Mast- und Legetieren.
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Abb.9: Mittlerer makroskopischer Lasionsgrad in der Leber bei Mast- und Legetieren.

1.4

1.2

0,8

0,6

Lasionsgradr in Leber

0,4

0,2

1.6

s || ]
- =N
= = NIL
— =L

Tag p.l.

r/q\
. \
/ /\ .
. 7 AN AN
Vit N s
. 7 N\t
7 \\\
e <.
) ]
— e e
7 14 21




Ergebnisse 51

4.1.3.2.2 Histologische Untersuchung

Blinddarm, Leber, Milz, Niere und Lunge wurden histopathologisch und mittels Real-time
PCR untersucht. Obwohl histopathologische Veranderungen nur in Blinddarmen und Leber
festgestellt wurden, konnte die Parasit- DNA in meisten untersuchten Organen detektiert

werden.

4.1.3.2.2.1 Histopathologische Veranderungen in Blinddarmen

Die histopathologischen Veréanderungen in den Blinddarmen bestanden aus Infiltrationen mit
Entziindungszellen in der Lamina propria und der Submukosa, Ablésung der Epithelzellen,
Bildung von Granulationsgeweben und Abszessen (Tabelle 20 und Abb.10, 11). Die Starke
der entzindlichen Infiltrationen sowie die Ablésung von Epithelzellen war bei den infizierten
und den nicht infizierten Tieren am 7. und 14. Tag p.i. mittels einfaktorieller Varianzanalyse
und Bonferronitest signifikant unterschiedlich. Bei den infizierten Legetieren waren am 7. Tag
p.i. mehr Abszesse nachweisbar als bei den nicht infizierten Legetieren. Im Gegensatz
wurde bei der Bildung von Granulationsgewebe kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen festgestellt.

Tabelle 20: Mittlerer histopathologischer Lasionsgrad in Blinddarmen bei Mast- und

Legetieren.
Histopathologische Lasionen in Blinddérmen
Infiltration von
Entziindungszellen in . . Bildung von
Gruppe Lamina propria und Ablosung von Epithelzellen Granulationsgewebe Abszesse
Submukosa
Tag p.i.
7 14 21 7 14 21 7 14 21 7 14 21
MW' a a
NIM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Stab.
" Mw. | 1,67% 1,332 1 0,67° 0,33 0,67 0 0 0 |067 033 0,33
Stab. | 0,58 0,58 0 0,58 0,58 0,52 0 0 0 058 058 0,52
Mw.
NIL 0P 0P 0 0P 0P 0 0 0 0 | 0® of 0
Stab.
R Mw. | 3% 233 1 267 133° 0,25 1 033 0 | 1% 1P
Stab. 0 0,58 0 0,58 0,58 0,5 0 058 0 0 0

Mw.: Mittelwert. Stab.: Standardabweichung.

@ Signifikanter Unterschied zwischen infizierten Masttieren (IM) und nicht infizierten
Masttieren (NIM) (P<0,05).

® Signifikanter Unterschied zwischen infizierten Legetieren (IL) und nicht infizierten
Legetieren (NIL) (P<0,05).

¢ Signifikanter Unterschied zwischen infizierten Masttieren (IM) und infizierten Legetieren (IL)
(P<0,05).
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Abb.10: Hochgradige Infiltration mit Entziindungszellen (Makrophagen und Lymphozyten) in
der Lamina propria und der Submukosa, extensive Ablésung der Epithelzellen mit
Ulzirationen, Granulationsgewebe, Abszesse im Blinddarm bei Legetieren am 7. Tag p.i.

Abb.11: Mittelgradige Infiltration mit Entzindungszellen (Makrophagen und Lymphozyten) in
der Lamina propria und der Submukosa, Ablésung der Epithelzellen mit Ulzirationen,
Abszesse im Blinddarm bei Masttieren am 7. Tag p.i.

(50pm x PAS x 10)
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4.1.3.2.2.2 Histopathologische Veranderungen in der Leber

Die histopathologischen Veranderungen in der Leber beschrénkten sich auf Infiltrationen von
Entzindungszellen und Zellnekrosen (Tabelle 21 und Abb.12, 13). Ein signifikanter
Unterschied wurde nur bei der Auspragung der Nekrosen zwischen den infizierten und den
nicht infizierten Masttieren am 14. Tag p.i. mittels einfaktorieller Varianzanalyse und
Bonferronitest festgestellt.

Tabelle 21: Mittlerer histopathologischer Lasionsgrad in der Leber bei Lege- und Masttieren

Histopathologische Lasionen in der Leber
Gruppe Infiltration mit Entzindungszellen Nekrose
Tag p.i.
7 14 21 7 14 21
Mw. .
NIM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Stab.
IM Mw. 0,00 1,67 0,17 0,00 2,33" 0,17
Stab. 0,00 1,53 0,41 0,00 1,15 0,41
NIL Mw. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Stab.
L Mw. 0,33 1,33 0,50 0,33 2,00 0,25
Stab. 0,58 1,53 0,58 0,58 1,00 0,50

Mw.: Mittelwert. Stab.: Standardabweichung.
*Signifikanter Unterschied zwischen infizierten (IM) und nicht infizierten Masttieren (NIM)
(P<0,05).



Ergebnisse 54

Abb.12: Geringgradige Infiltration mit Entziindungszellen (Makrophagen und Lymphozyten)
und geringgradige Nekrose in der Leber bei Legetieren am 7. Tag p.i.

(50pm x PAS x 10)

Abb.13: Hochgradige Infiltration mit Entziindungszellen (Makrophagen und Lymphozyten)
und hochgradige Nekrose in der Leber bei Masttieren am 14. Tag p.i.

(20pum x PAS x 10)
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4.1.3.2.3 Untersuchung mittels Real-time PCR
Die DNA von H. meleagridis konnte in den Blinddarmen und Lebern aller infizierten Tiere

nachgewiesen werden. Ebenso gelang dies bei den meisten Milz- und Lungenproben

unabhangig vom Untersuchungstag und nur in wenigen Nieren infizierter Tiere am 14. und

21. Tag p.i. Bei allen nicht infizierten Tieren wurde keine DNA von H. meleagridis detektiert.

Die Ergebnisse zeigten insbesondere in der Leber eine gréBere Sensitivitdt der Real-time

PCR, insgesamt erbrachten die beiden Verfahren aber weitgehend Ubereinstimmende
Ergebnisse (Tabelle 22).

Tabelle 22: Nachweis des Parasiten mittels histologischer Untersuchung und Real-time PCR.

. Gewebeprobe
Ter | Gruppe | 159
o Blinddarm Leber Milz Lunge Niere
Histo PCR | Histo PCR | Histo PCR | Histo PCR | Histo PCR
1 M 7 + + - + + + + + - -
2 M 7 + + + + + + + -
3 IM 7 + + - + + + + + -
4 M 14 + + + + + + + + - -
5 M 14 + + + + + + + + + +
6 M 14 + + - + + + + + - -
7 M 21 + + + + - - + + + +
8 M 21 + + + + + -
9 M 21 + + + + + - -
10 IM 21 + + + + + - - -
11 M 21 - + + + + + + -
12 1\ 21 + + + - - + + -
13 IL 7 + + + + + - - -
14 IL 7 + + + + + + + -
15 IL 7 + + - + + + + + -
16 IL 14 + + + + + + + + - -
17 IL 14 + + - + + + + + + +
18 IL 14 + + + + + + + + -
19 IL 21 + + + + + - -
20 IL 21 + + + + + fehlt - - -
21 IL 21 + + + + + + + + +
22 IL 21 + + + + + + + + +

Histo: Histologische Untersuchung
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4.2 Versuche zur Wirksamkeit von Paromomycinsulfat gegen H. meleagridis
4.2.1 Versuche in vitro
4.2.1.1 Versuchsdesign

Drei verschiedene Versuche wurden Uber die Wirksamkeit von Paromomycin gegen H.
meleagridis in vitro durchgefuhrt. Im ersten Versuch wurde der Effekt von Paromomycin
unter der Anwendung von zwei verschiedenen Stdmmen (Pute/Deutschland/GB- 542/04 und
551/04) von H. meleagridis verglichen. Im zweiten Versuch wurde der Effekt von
Paromomycin nach Inokulation mit 20.000 oder 40.000 Trophozoiten des H. meleagridis-
Stammes Pute/Deutschland/GB- 542/04 untersucht. Der dritte Versuch verglich den Effekt
von Paromomycin bei zwei verschiedenen Passagen des H. meleagridis- Stamm
Pute/Deutschland/GB- 542/04.

In jedem Versuch wurden 100 pl Histomonas- Kultur mit etwa 20.000 bzw. 40.000 H.
meleagridis zu 890 pl frischem modifiziertem Dwyers Medium gegeben. Dazu kamen 10l
von in Medium verdinnten Paromomycin. Es wurden Paromomycinkonzentrationen von 10,
20, 40 und 80ppm in der Kultur getestet. Jede Konzentration wurde in sechs Repplikationen
untersucht. Die Kulturen wurden unter anaeroben Bedingungen bei 40 °C inkubiert und
taglich bis zum 4. Tag p.i. in einer Fuchs- Rosenthal- Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop
gezahlt. Fdr jede Konzentration und Zeitpunkt wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet. Die Mittelwerte wurden mittels einfaktorieller
Varianzanalyse und Bonferronitest auf signifikante Unterschiede getestet.

4.2.1.2 Ergebnisse
4.2.1.2.1 Vergleich der Wirkung von Paromomycin auf verschiedenen Stamme

Im ersten Versuch wurde der Effekt von Paromomycin auf zwei verschiedene Stdmme
(Pute/Deutschland/GB- 542/04 und 551/04) von H. meleagridis verglichen. 10, 20, 40 und
80ppm Paromomycin zeigten ab dem 1. Tag p.i. eine hemmende Wirkung auf H.
meleagridis, wobei die Wirkung mit der Konzentration zunahm. Nur 80ppm waren ab dem 1.
Tag p.i. fir beide Stamme letal (Tabelle 23).

Um die Hemmung bei den beiden Stdmmen zu vergleichen, wurde das
Histomonadenwachstum in den Kulturen mit Paromomycin als Prozent der
Histomonadenzahl in den entsprechenden Kontrollen ohne Paromomycin ausgedrickt
(Tabelle 24). Zwischen den Stdmmen gab es einen signifikanten Unterschied bei einer
Konzentration von 10ppm am 1., 2. und 3. Tag p.i., bei einer Konzentration von 20ppm am
1., 3. und 4. Tag p.i. und bei einer Konzentration von 40ppm nur am 1. Tag p.i., wobei in
allen Fallen 542/04 resistenter war. Bei der hiéchten Dosierung (80ppm) gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Stammen.
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Tabelle 23: Mittelwert der Histomonadenzahl (Stamm 542/04 und 551/04) pro ml in
modifiziertem Dwyers Medium bei verschiedenen Konzentrationen Paromomycin.

Tag p.i.
Konz. 1 4
(ppm) Stamm
542/04 551/04 542/04 551/04 542/04 551/04 542/04  551/04
o Mw. [110000,00 108333,33178333,33 176666,67|319166,67 320833,33|416666,67 420000
Stab.| 10488,09 6831,30 | 15705,63 12110,6 | 22453,66 17440,37 | 18348,48 14142,14
10 Mw. 54166,67 29583,33 | 27916,67 20277,78 | 18333,33 14583,33 | 11250,00 9375 ,00
Stab.| 4915,96 3679,90 | 2922,61 194841 | 1490,71 1513,83 | 1581,14 684,65
20 Mw. | 18055,56 13750,00 | 10833,33° 7916,67 | 14583,33° 6250,00 | 5833,33° 3333,33
Stab.| 1638,65 1581,14 | 1513,83 1290,99 | 1707,83 1581,14 | 1020,62 1020,62
0 Mw. 10833,33° 7291,67 | 1875,00 1875,00 | 6041,67° 5000,00 | 2916,67 2291,67
Stab.| 1513,83 940,97 684,65 684,65 | 1228,99  1369,31 645,5 940,97
Mw. . . . . . . . .
80 o 0 0 0 0 0 0 0 0

Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.

*Signifikanter Unterschied zwischen der Positivkontrolle (Oppm) und den anderen

Dosierungen (P<0,05).

Tabelle 24: Wachstum von H. meleagridis (Stamm 542/04 und 551/04) in modifiziertem

Dwyers Medium bei  verschiedenen Konzentrationen Paromomycin;  das
Histomonadenwachstum in den Kulturen mit Paromomycin ist als Prozent der
Histomonadenzahl in den entsprechenden Kontrollen ohne Paromomycin ausgedriickt.
Tag p.i.
Konz. 1 2 4
(ppm) Stamm
542/04 551/04 542/04 551/04 542/04 551/04 542/04 551/04
0 Mw. 100 100 100 100 100 100 100 100
Stab. 9,53 6,31 8,81 6,86 7,04 5,44 44 3,37
10 Mw. | 49,24 27,31 15,65 11,48 5,74 4,55 2,7 2,23
Stab. 4,47 3,4 1,64 1,1 0,47 0,47 0,38 0,16
oo Mw. 16,41 12,69 6,07 4,48 4,57 1,95 1,4 0,79
Stab. 1,49 1,46 0,85 0,73 0,54 0,49 0,24 0,24
40 Mw. 9,85 6,73 1,05 1,06 1,89 1,56 0,7 0,55
Stab. 1,38 0,87 0,38 0,39 0,39 0,43 0,15 0,22
Mw.
80 Stab. 0 0 0 0 0 0 0 0

Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.

*Signifikanter Unterschied zwischen beiden Stammen (P<0,05).
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4.2.1.2.2 Vergleich der Wirkung von Paromomycin auf verschiedenen Infektionsdosen
In diesem Versuch wurde die Wirksamkeit von Paromomycin nach Inokulation mit 20.000
oder 40.000 Trophozoiten des H. meleagridis- Stammes Pute/Deutschland/GB-542/04
untersucht. Alle getesteten Konzentrationen von Paromomycin (10, 20, 40 und 80ppm)
zeigten ab dem 1. Tag p.i. eine signifikant hemmende Wirkung auf H. meleagridis, wobei die
Wirkung mit steigender Paromomcin-Konzentration zunahm. Einen vollstandig letalen Effekt
zeigten nur 80ppm ab dem 1. Tag p.i. bei einer Infektionsdosis von 20.000 H. meleagridis/ml
(Tabelle 25).

Um die Hemmung bei wurde das

den beiden Infektionsdosen zu vergleichen,

Histomonadenwachstum in den Kulturen mit Paromomycin als Prozent der
Histomonadenzahl in den entsprechenden Kontrollen ohne Paromomycin ausgedriickt
(Tabelle 26). Zwischen den beiden Infektionsdosen gab es einen signifikanten Unterschied
bei 10ppm am 1. und 3. Tag p.i., bei 20ppm nur am 1. Tag p.i. und bei 40ppm am 2. und 3.
Tag p.i. Bei der héchsten Dosierung (80ppm) gab es ab dem 1. Tag p.i. einen signifikanten

Unterschied zwischen beiden Infektionsdosen (Tabelle 26).

Tabelle 25: Mittelwert der Histomonadenzahl bei Infektionsdosen von 20.000 und 40.000 H.
meleagridis/ml in modifiziertem Dwyers Medium bei verschiedenen Konzentrationen

Paromomycin.

Tag p.i.
Konz. 1 2 3 4
(ppm) Infektionsdosis
20000 40000 20000 40000 20000 40000 20000 40000
o Mw. |92500,00 177500,00(150833,33 240757,58|286666,67 415000 |421666,67 678333,33
Stab.| 5244,04 5244,04 | 12006,94 106176,47| 10801,23 11832,16 | 14719,60 16329,93
10 Mw. 26666,67 42083,33 | 53333,33 81666,67 | 27083,33 52500 | 20000,00 31250 ,00
Stab.| 2041,24 2457,98 | 4082,48 6055,30 | 1881,93 2738,61 | 1490,71 2622,02
oo Mw. 14791,67 19722,22° | 18611,11° 30833,33" | 17500,00 25833,33° | 7083,33° 10208,33
Stab.| 940,97 1254,62 | 194841 2581,99 | 912,87 1290,99 | 1707,83 940,97
40 Mw. 6250,00 13750,00 | 6250,00 17777,78 | 3333,33° 8541,67 | 2708,33 5000,00
Stab.| 1118,03 1118,03 | 1118,03 1360,83 | 1020,62 1228,99 | 940,97 790,57
80 Mw. 0 6250°,00 0 6250,00 0 4375,00 0 2916,67
Stab. 0 1118,03 0 1118,03 0 684,65 0 645,50

Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.

*Signifikanter
Dosierungen (P<0,05).

Unterschied zwischen der

Positivkontrolle

(Oppm)

und den anderen
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Tabelle 26: Mittelwert des Wachstums von H. meleagridis bei Infektionsdosen von 20.000
und 40.000 H. meleagridis/ml in modifiziertem Dwyers Medium bei verschiedenen
Konzentrationen Paromomycin; das Histomonadenwachstum in den Kulturen mit
Paromomycin ist als Prozent der Histomonadenzahl in den entsprechenden Kontrollen ohne
Paromomycin ausgedruckt.

Tag p.i.
Konz.
(ppm) Infektionsdosis
20000 40000 20000 40000 | 20000 40000 | 20000 40000
0o Mw. 100 100 100 100 100 100 100 100
Stab.| 5,67 2,95 7,96 441 3,77 2,85 3,49 2,41
10 Mw. 28,83° 23,71 35,36 33,92 9,45 12,65 4,74 4,61
Stab.| 2,21 1,38 2,71 2,52 0,66 0,66 0,35 0,39
20 Mw. | 15,99 11,11 12,34 12,81 6,1 6,22 1,68 1,5
Stab.| 1,02 0,71 1,29 1,07 0,32 0,31 0,41 0,14
40 Mw. 6,76 7,75 414 7,38 1,16 2,06 0,64 0,74
Stab.| 1,21 0,63 0,74 0,57 0,36 0,3 0,22 0,12
80 Mw. 0 3,52 0 2,60 0 1,05 0 0,43’
Stab. 0 0,63 0 0,46 0 0,16 0 0,1

Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.
*Signifikanter Unterschied zwischen beiden Infektionsdosen (P<0,05).

4.2.1.2.3 Vergleich der Wirkung von Paromomycin auf verschiedenen Passagen

In diesem Versuch wurde die Wirksamkeit von Paromomycin auf H. meleagridis- Stamm
Pute/Deutschland/GB- 542/04, der vier Mal und 126 Mal in vitro passagiert worden war,
untersucht. Alle getesteten Konzentrationen von Paromomycin (10, 20, 40 und 80ppm)
zeigten ab dem 1. Tag p.i. eine hemmende Wirkung auf H. meleagridis, wobei die Wirkung
mit steigender Paromomcin-Konzentration zunahm. Einen vollstédndig letalen Effekt ab dem
1. Tag p.i. bewirkten nur 80ppm bei beiden Passagen (Tabelle 27).

Zwischen den Passagen gab es einen signifikanten Unterschied nur bei 10 und 20ppm am 1.
Tag p.i., wobei das Wachstum der héheren Passage (P126) starker gehemmt wurde (Tabelle
28).
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Tabelle 27: Mittelwert der Histomonadenzahl der Passagen 4 und 126 pro ml in
modifiziertem Dwyers Medium bei verschiedenen Konzentrationen Paromomycin.

Tag p.i.
Konz. 1 2 3 4
(ppm) Passage
4 126 4 126 4 126 4 126
o Mw. 9333333 9333333 | 192500 190833,33| 400000 381666,67| 562500 556666,67
Stab.| 10801,23 9831,92 | 12144,96 11583,03 | 7071,07 15705,63 | 15411,04 28577,38
10 Mw. 54166,67 43333,33°[90000,00 90000,00 |29166,67 27083,33 | 13958,33 13958,33"
Stab.| 491596 3027,65 | 14491,38 11832,16 | 3027,65 2457,98 | 1228,99  1461,31
o0 Mw. |35416,67 27500 |27916,67 25833,33 |18333,33° 17222,22 |11458,33 11041,67
Stab.| 3679,90 2236,07 | 2457,98 1290,99 | 1490,71 860,66 940,97 940,97
a0 Mw. 13125,00 11250,00| 9166,67 8333,33 | 4166,67 4375,00 | 2083,33 2083,33"
Stab.| 1311,01 1118,03 | 1020,62 1020,62 | 645,50 684,65 645,50 645,50
Mw. . . . . . . . .
80 oip 0 0 0 0 0 0 0 0
Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.
*Signifikanter Unterschied zwischen der Positivkontrolle (Oppm) und den anderen

Dosierungen (P<0,05).

Tabelle 28: Mittelwert des Wachstums von H. meleagridis der Passagen 4 und 126 pro ml in

Dwyers Medium bei verschiedenen Konzentrationen von Paromomycin; das
Histomonadenwachstum in den Kulturen mit Paromomycin ist als Prozent der
Histomonadenzahl in den entsprechenden Kontrollen ohne Paromomycin ausgedriickt.
Tag p.i.
Konz. 1 2 3 4
(ppm) Passage
4 126 4 126 4 126 4 126
0 Mw. 100 100 100 100 100 100 100 100
Stab.| 11,57 10,53 6,31 6,07 1,77 412 2,74 5,13
10 Mw. 58,04 46,43 46,75 47,16 7,29 7,1 2,48 2,51
Stab.| 5,27 3,24 7,53 6,2 0,76 0,64 0,22 0,26
oo Mw. 37,95 29,46 14,5 13,54 4,58 4,51 2,04 1,98
Stab.| 3,94 2,4 1,28 0,68 0,37 0,23 0,17 0,17
40 Mw. 14,06 12,05 4,76 4,37 1,04 1,15 0,37 0,37
Stab. 1,4 1,2 0,53 0,53 0,16 0,18 0,11 0,12
Mw.
80 Stab. 0 0 0 0 0 0 0 0

Konz.: Konzentration, Mw.: Mittelwert, Stab.: Standardabweichung.
*Signifikanter Unterschied zwischen beiden Passagen (P<0,05).
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4.2.2 Wirksamkeit von Gabbrovet 70° gegeniiber H. meleagridis in
vivo
4.2.2.1 Versuchsdesign

120 weibliche Puteneintagskiken (BUT-Big 6) wurden in Kéafige eingestallt. Im Alter von 18
Tagen wurden die Puten in 5 Gruppen aufgeteilt (3 behandelte Gruppen mit
unterschiedlichen Dosierungen von Paromomycin, eine nicht behandelte infizierte Gruppe
und eine nicht behandelte nicht infizierte Gruppe) (Tabelle 29). Die Applikation des Praparats
erfolgte Uber das Trinkwasser zwischen dem 18. und 32. Lebenstag. Im Alter von 21 Tagen
wurden die Tiere intrakloakal mit 150.000 Histomonaden des Stamms
Pute/Deutschland/GB551/04 infiziert.

Die Tiere wurden nach der Infektion fir 3 Wochen beobachtet und klinische Erscheinungen
und Mortalitat protokolliert. Alle Tiere wurden wdchentlich einzeln gewogen. Zuséatzlich
wurden die behandelten Gruppen am 18., 24., 27. und 30. Tag als Gruppe gewogen. Der
Wasserverbrauch zwischen dem 18. und 32. Tag wurde taglich bestimmt, um die korrekte
Dosierung des Medikamentes zu gewahrleisten. Von individuell markierten Puten jeder
Gruppe wurden Blutproben im Alter vom 21., 28., 35. und 42. Tag aus der Fligelvene
entnommen, um Albumin, GesamteiweiB3, Cholinesterase, Gallensduren, AST und LDH zu
bestimmen.

An allen verendeten und am Ende des Versuchs euthanasierten Puten wurde eine Sektion
durchgefiihrt und der Grad der Veranderungen in Leber und Blinddarmen bestimmt. Von
allen Tieren wurden Proben von Leber und Blinddarmen genommen und mittels Real-time
PCR auf Histomonaden-DNA untersucht.

Tabelle 29: Gruppen im Versuch zur Prophylaxe mittels Gabbrovet 70®

Gruppe Infektion Dosierung Zahl der Tiere
PK infiziert nicht behandelt 30 (10 pro Kafig)
G25 infiziert 25 mg/kg /Tag 30 (10 pro Kafig)
G50 infiziert 50 mg/kg /Tag 30 (10 pro Kafig)
G100 infiziert 100 mg/kg /Tag 30 (10 pro Kafig)
NK nicht infiziert nicht behandelt 10

4.2.2.2 Ergebnisse
4.2.2.2.1 Klinische Erscheinungen

Die nicht infizierten Tiere zeigten keine klinischen Symptome. Bei den infizierten Tieren
traten flr Histomonase typische klinische Erscheinungen ab dem 8. Tag nach der Infektion
bei den unbehandelten Tieren sowie in den Gruppen G25 und G50 auf. Bei der Gruppe
G100 begannen die Symptome ab dem 11. Tag nach der Infektion. Bei allen Gruppen hielten
sie Uber 4-8 Tage an (Tabelle 30 ).
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Tabelle 30: Zeitraum des Auftretens klinischer Erscheinungen.

Gruppe Klinischen Erscheinungen (Tag p.i.)
PK 8-12
G25 8-16
G50 8-16
G100 11-16
NK Keine

4.2.2.2.2 Mortalitéit

Kein nicht infiziertes Tier verendete. Die Mortalitat betrug bei den unbehandelten, infizierten
Tieren 90%. Mit steigender Paromomycin- Dosis sank die Mortalitat und lag in der Gruppe
G100 bei 10% (Abb. 14). Hingegen betrug die Mortalitat bei Gruppe G50 23 % und bei
Gruppe G25 50%.

Die Mortalitat begann 10 Tage p.i. in Gruppe PK und einen Tag spater in den Gruppen G25
und G50. In der Gruppe PK trat der letzte Todesfall am 13. Tag p.i. auf, wahrend sich die
Mortalitat in den Gruppen G25 und G50 bis Tag 17 p.i. hinzog. In Guppe G100 traten die
einzigen Todesféalle am 15. und 17. Tag p.i. auf (Tabelle 31). Die Mortalitat in den Gruppen
wurde mittels Fisher's exact test verglichen und es gab einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen. Die Mortalitat in G100 und G50 war signifikant niedriger als die
andere infizierte Gruppe.

Tabelle 31: Verlauf der Mortalitat.

. Gruppe
Tag.p.i.

PK G25 G50 G100 NK

10 2 0 0 0 0

11 8 1 1 0 0

12 9 1 0 0 0

13 8 4 1 0 0

14 0 0 0 0 0

15 0 4 2 1 0

16 0 1 0 0 0

17 0 4 3 2 0
Anzahl der Tiere 30 30 30 30 10
Anzahl verendeter Tiere 27 15 7 3 0
Mortalitat % 90* 50° 23,3¢ 10° 0°

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.14: Verlauf der Mortalitat.
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4.2.2.2.3 Auspréagung der Lasionen in Blindddrmen und in Leber

Alle verendeten Puten zeigten flir Histomonose typische Lasionen in Blinddarmen und in
Leber, wobei die Starke mit steigender Paromomycindosis abnahm (Tabelle 32 und Abb.15).
Nur bei einem Gberlebenden, euthanasiertem Tier aus Gruppe G50 wurden fiir Histomonose
typische Lasionen in Blinddarmen und Leber festgestellt.

Die Unterschiede in der Auspragung des Lasionsgrads wurden mittels Fisher's exact test
verglichen. Ein signifikanter Unterschied wurde zwischen den Gruppen festgestellt. Der
Lasionsgrad war in G100 signifikant niedriger als die anderen infizierten Gruppen und ohne
signifikanten Unterschied mit NK.

Tabelle 32: Mittlerer L&sionsgrad in Blinddarmen und in Leber.

Gruppe Lasionsgrad
Blinddarm Leber
PK 3.6" 3.6
G25 1.87% 1.87%
G50 1.07%¢ 1.07%¢
G100 0.4° 0.4°
NK 0° 0°

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.15: Mittlerer L&sionsgrad in Blinddarmen und in Leber.
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).

4.2.2.2.4 Untersuchung mittels Real-time PCR

DNA von H. meleagridis konnte in Blinddarmen und Leber aller verendeten Tiere
nachgewiesen werden. Nur bei einem Uberlebenden euthanasierten Tier aus Gruppe G50
gelang dieser Nachweis in Leber und Blinddarmen (Tabelle 33).

Tabelle 33: Ergebnisse der Untersuchung von Lebern und Blinddarmen mittels Real-time
PCR.

Uberlebende Tiere Verendete Tiere
Gruppe Anzahl der positives positive | Anzahl der | positive positives
Proben Leber Blinddarm Proben Leber Blinddarm
PK 3 0 0 27 27 27
G25 15 0 0 15 15 15
G50 23 1 1
G100 27 0 0 3
NK 10 0 0 0

4.2.2.2.5 Kérpergewicht

7 Tage p.i. konnte bei allen behandelten Gruppen ein signifikant hdheres (P<0,05)
Koérpergewicht mittels Fisher's exact test im Vergleich zu den infizierten nicht behandelten
Tieren festgestellt werden (Tabelle 34). 14 Tage p.i. war das Gewicht bei der nicht infizierten
Gruppe NK signifikant héher als bei den behandelten Gruppen. Jedoch gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen PK und NK, da alle erkrankten Puten der
infizierten und nicht behandelten Gruppe PK zwischen der letzten Wiegung verendet waren.
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21 Tage p.i. konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden
(Tabelle 34 und Abb. 16).

Die kéafigweisen Wiegungen der behandelten Gruppen am 18., 24., 27. und 30. Tag dienten
nur der korrekten Dosierung des Medikaments (Tabelle 35).

Tabelle 34: Mittleres Gewicht der Tiere in Gramm.

Alter in Tagen (Tag p.i.)
1 7 14 21 (0) 28(7) 35(14) 42(21)
B A A 1683.33"
M 74.48 151.42 311.04 | 581.57" | 917.00 B 2416.67

Stab 4.65 14.17 34.96 64.79 | 14426  76.38 76.38
n 30 30 30 30 30 3 3
M 75.39  145.03* 298.33 | 577.03" | 980.20° 1458.75° 2226.67
G25 Stab 4.34 7.87 41.05 64.26 | 116.58 274.93 24265
n 30 30 30 30 30 24 15

B
M | 7585 155.98%¢ 300.21 |605.47%8 | 1006407 1474 038 213261

G50 giap 5.31 12.94 35.08 54.55 62.84 211.29  262.25
N 30 30 30 30 30 28 23

B
M | 7530 157.86° 323.37 | 631.018 | 1098-33" 1563678 221852

G100 giap | 4.81 1260 3973 | 6535 | 8872 20885 169.36
N 30 30 30 30 30 30 27

151.27"® A ABC A
M 78.19 a 303.84 | 561.71" | 938.2 1862.5 2315

NK stab | 3.60 13.83 2955 | 6839 | 8884 106.12 108.14
n 10 10 10 10 10 10 10

M: Mittelwertgewicht. Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der Puten.

Gruppe

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).



Ergebnisse

66

Abb.16: Mittleres Gewicht der Tiere in Gramm.
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Tabelle 35: Gewicht der behandelten Gruppen bei der kafigweisen Wiegung im Alter vom

18.,21., 24., 27. and 30. Tag in Gramm.

g Tag
Gruppe |  Kafig 18 21 24 27 30
1 4233.0 5842.2 74514 915152 124104
2 41877 5522.3 6857.5 81927 111393
G25 3 4671 1 59465 72407 851132  11903.7
M 4363.9 57703 7183.2 86185  11817.8
1 4576.2 6277.8 7979 96802 123546
2 44825 6019.2 7556.4 9093.6  12134.4
G50 3 4469.3 5867.2 7265.4 8663.6 117169
M 45093 6054.7 7600.2 91458  12068.6
1 4616.3 6205.4 77946 93838 123683
2 4549.0 6345.4 81416 99378 130213
G100 3 4700.6 6379.6 8058.8 97380 127702
M 4621.9 6310.1 7998.3 96865 12719.9

M: Mittelwert der Gruppe.
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4.2.2.2.6 Blutparameter
Die Blutwerte wurden paarweise durch t-Test verglichen.

4.2.2.2.6.1 Albumin

7 Tage nach der Infektion mit H. meleagridis sank der Alouminwert im Blut von 1,17g/dl auf
0.83g/dl bei den unbehandelten Tieren. Dies war signifikant niedriger, als bei den nicht
infizierten Tieren. 14 Tage p.i. wurde der Ausgangwert wieder erreicht.

14 Tage nach der Infektion sank der Albouminspiegel auch bei der Gruppe G25 von 1,21g/dI
auf 0,098g/dl und von 1,19g/dl auf 1,02g/dl bei der Gruppe G50. Beide Werte waren
signifikant geringer als bei den nicht infizierten Tieren. In der Woche danach wurde der
Ausgangwert wieder erreicht. Die Werte der Gruppen G100 wiesen keine signifikanten
Abweichungen von den Werten der Gruppe NK auf (Tabelle 36 und Abb. 17).

Tabelle 36: Mittelwerte des Albuminwertes (g/dl)

Alter . Gruppe
Taqg.p.i. Wert

(Tag) 9P PK G25 G50 G100 NK
M 117 1.21 1.19 119 1.18

21 0 Stab 0.08 0.07 0.07 0.03 0.08
n 10 10 10 10 10
M 0.838 1.26"¢ 1.31¢ 1.147C 1.07*

28 7 Stab 0.21 0.28 0.27 0.29 0.14
n 10 9 10 10 10
M 1.35"B 0.988 1.028 1.19"8 1.28"

35 14 Stab 0.07 0.29 0.31 0.25 0.13
n 2 8 9 10 10
M 1.2 1.22 1.13 1.21 112

42 21 Stab 0.00 0.11 0.10 0.12 0.08
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte des Albuminwertes (g/dl). Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der Puten.
Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.17: Mittelwerte des Albuminwertes (g/dl)
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4.2.2.2.6.2 Aspartat-Aminotransferase (AST) ,, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

(GOT)*

7 Tage p.i. lag der AST-Wert bei allen infizierten Gruppen signifikant unter den nicht

infizierten Tieren. 14 Tage nach der Infektion stieg die AST im Blut bei der Gruppe G25 von
246,92p/1 auf 445,03p/l und von 240,68p/l auf 367,59/l bei der Gruppe G50 an, danach
wurde der Ausgangwert wieder erreicht. Die Werte der Gruppen PK und G100 zeigten diese

Schwankungen nicht (Tabelle 37 und Abb. 18).

Tabelle 37: Mittelwerte des AST Wertes (p/l)

Alter . Gruppe
Tag.p.i. | Wert
(Tag) PK G25 G50 G100 NK
M 240.48 246.92 240.68 241.58 248.95
21 0 Stab 14.73 21.89 17.23 15.64 14.40
n 10 10 10 10 10
M 236.218 222 108 242.89°8 212.268 332.00"
28 7 Stab 66.49 20.30 9.96 64.19 78.14
n 10 9 10 10 10
M 215.75 445.03 367.59 266.64 260.70
35 14 Stab 0.49 309.23 201.55 108.78 21.53
n 2 8 9 10 10
M 227.95 255.60 210.00 255.90 273.75
42 21 Stab 13.93 14.45 99.23 17.26 20.08
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte des AST Wertes (p/l). Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der Puten.

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.18: Mittelwerte des AST Wertes (p/l)
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4.2.2.2.6.3 Gallensauren

Die Gallensaurekonzentration im Blut war bei den infizierten Tieren tendenziell héher als bei
den nicht infizierten Tieren. Wegen der hohen Schwankungsbreite war jedoch meist kein
signifikanter Unterschied feststellbar (Tabelle 38 und Abb. 19).

Tabelle 38: Mittelwerte des Gallensaurenwertes (umol/l)

Alter . Gruppe
Taqg.p.i. Wert

(Tag) 9P PK G25 G50 G100 NK
M 45.42 40.76 35.23 40.53 34.10

21 0 Stab 17.94 9.24 5.28 5.22 19.70
n 10 10 10 10 10
M 49.45 46.96 33.41 23.53 17.38

28 7 Stab 57.04 81.62 39.05 4.32 7.69
n 10 9 10 10 10
M 35.95 38.51 4111 28.60 18.73

35 14 Stab 11.95 43.01 28.58 11.77 6.12
n 2 8 9 10 10
M 36.6 24.80 20.30 2213 2235

42 21 Stab 11.46 6.13 7.99 6.42 10.29
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte der Gallensdurenkonzentration (umol/l). Stab: Standerabweichung. n: Anzahl
der Puten.
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Abb.19: Mittelwerte des Gallensaurenwertes (umol/l)
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7 Tage nach der Infektion mit H. meleagridis lag das Gesamteiwei im Blut bei den

unbehandelten Tieren signifikant unter dem Wert der Gruppen G50 und G100. Weitere

signifikante Unterschiede waren nicht feststellbar (Tabelle 39 und Abb.20).

Tabelle 39: Mittelwerte des GesamteiweiBwertes (g/dl)

Alter . Gruppe
Tag.p.i. Wert

(Tag) 9P PK G25 G50 G100 NK
M 3.65 3.76 3.76 3.43 4.13

21 0 Stab 0.19 0.23 0.21 0.80 0.50
n 10 10 10 10 10
M 3.59¢ 4.03" 4.468 4.08"8 3.95°C

28 7 Stab 0.55 0.36 0.40 0.40 0.57
n 10 9 10 10 10
M 4.15 3.85 3.96 3.90 4.27

35 14 Stab 0.07 0.22 0.35 0.45 0.42
n 2 8 9 10 10
M 4.25 3.93 413 4.10

42 21 Stab 0.07 . 0.23 0.19 0.37
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte des GesamteiweiBwertes (g/dl). Stab: Standerabweichung.

Puten. Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).

n: Anzahl der
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Abb.20: Mittelwerte des GesamteiweiBwertes (g/dl)
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4.2.2.2.6.5 Cholinesterase

7 Tage nach der Infektion mit H. meleagridis sank die Cholinesterase im Blut bei den
infizierten unbehandelten Tieren von 6,22 ku/l auf 5,21 ku/l, signifikant niedriger als bei den
anderen Gruppen, danach wurde der Ausgangwert wieder erreicht. Im Gegensatz dazu war
bei allen behandelten Gruppen die Cholinesterase am 14. und 21. Tag p.i. unter dem Wert
der Gruppe NK (Tabelle 40 und Abb.21).

Tabelle 40: Mittelwerte des Cholinesterasenwertes (ku/l)

Alter . Gruppe
Taqg.p.i. Wert

(Tag) 9P PK G25 G50 G100 NK
M 6.22 7.10 7.19 6.99 7.35

21 0 Stab 2.18 0.50 0.53 0.54 1.09
n 10 10 10 10 10
M 5.218 6.86" 7.13 6.58" 7.60"

28 7 Stab 1.23 0.75 0.71 1.21 1.16
n 10 9 10 10 10
M 7.2°B 6.28"5 6.27° 6.84° 7.78"

35 14 Stab 0.00 0.68 1.30 0.68 0.87
n 2 8 9 10 10
M 6.935"8 6.30° 6.57° 6.69°% 7.60%

42 21 Stab 0.05 0.56 0.69 0.43 0.68
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte des Cholinesterasenwertes (ku/l). Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der
Puten. Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.21: Mittelwerte des Cholinesterasenwertes (ku/l)

4.2.2.2.6.6 Laktatdehydrogenase (LDH)
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14 Tage nach der Infektion mit H meleagridis stieg die LDH bei den behandelten Gruppen

stark an und lag signifikant tber dem Wert der Gruppe NK. 21 Tage p.i. waren die Werte

wieder abgefallen, aber immer noch héher als in der Gruppe NK. Die Gruppe PK zeigte

diese Schwankung nicht, da 14 Tage p.i. alle erkrankten Tiere bereits verendet waren
(Tabelle 41 und Abb.22).

Tabelle 41: Mittelwerte des LDH Wertes (p/l)

Alter . Gruppe
Tag.p.i. Wert
(Tag) 9P PK G25 G50 G100 NK
M 776.3 863.10 797.8 794.00 649.67
21 0 Stab 52.15 198.25 109.37 81.44 138.24
n 10 10 10 10 10
M 559.5 533.22 494.8 499.70 800.83
28 7 Stab 440.68 78.91 80.53 98.31 92.59
n 10 9 10 10 10
M 4158 1814.38% 1470.56%  793.50° 566.00"
35 14 Stab 65.05 1876.11  1290.54 803.12 82.67
n 2 8 9 10 10
M 4527 616.60" 612.67" 499.78" 517178
42 21 Stab 283 77.10 169.20 128.86 34.82
n 2 5 6 9 10

M: Mittelwerte des LDH- Wertes (p/l). Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der Puten.

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.22: Mittelwerte des LDH Wertes (p/l)
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4.2.3 Wirksamkeit von HistoBloc® gegeniiber H. meleagridis in vivo
4.2.3.1 Versuchsdesign

120 méannliche Puteneintagskiken (BUT-Big 6) wurden in Kafige eingestallt, in 5 Gruppen
aufgeteilt (3 behandelte Gruppen mit unterschiedlichen Dosierungen von Paromomycin, eine
nicht behandelte infizierte Gruppe und eine nicht behandelte nicht infizierte Gruppe) (Tabelle
42). Die Applikation des Praparates erfolgte Uber das Futter zwischen dem 1. und 42.
Lebenstag. Im Alter von 21 Tagen wurden die Tiere intrakloakal mit 150.000 Histomonaden
des Stamms Pute/Deutschland/GB551/04 infiziert.

Alle Puten wurden nach der Infektion fir 3 Wochen beobachtet. Die Kklinischen
Erscheinungen und Mortalitat wurden protokolliert. An allen verendeten und am Ende des
Versuchs euthanasierten Puten wurde eine Sektion durchgefiihrt und der Grad der
Veranderungen in Blinddarmen und in Lebern bestimmt. Von allen Tieren wurden Proben
von Blinddarmen und Lebern entnommen und mittels Real-time PCR auf Histomonaden-
DNA untersucht. AuBerdem wurden der Futter- und Wasserverbrauch vor und nach der
Infektion bestimmt.

Tabelle 42: Gruppen im Versuch zur Prophylaxe mittels HistoBloc® als Futterzusatzstoff in

Vivo
Gruppe Infektion Dosierung Zahl der Tiere
PK infiziert nicht behandelt 30 (10 pro Kafig)
H100 infiziert 100 ppm 30 (10 pro Kafig)
H200 infiziert 200 ppm 30 (10 pro Kafig)
H400 infiziert 400 ppm 30 (10 pro Kafig)
NK nicht infiziert nicht behandelt 10
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4.2.3.2 Ergebnisse
4.2.3.2.1 Klinische Erscheinungen

Die nicht infizierten Tiere (NK) zeigten keine klinischen Symptome. Flr Histomonose
typische klinische Erscheinungen traten ab dem 9. Tag nach der Infektion bei der infizierten
unbehandelten Gruppe (PK) und ab dem 11. Tag bei den behandelten Gruppen auf (H100,
H200 und H400). Bei allen Gruppen hielten sie tber 5-10 Tage an (Tabelle 43).

Tabelle 43: Zeitraum des Auftretens klinischer Erscheinungen.

Gruppe Auftreten von klinischen Erscheinungen (Tag p.i.)
PK 9-19
H100 11-19
H200 11-19
H400 11-16
NK Keine

4.2.3.2.2 Mortalitéat

Die Mortalitat betrug bei den unbehandelten, infizierten Tieren 80%. Mit steigender
Paromomycin- Dosis sank die Mortalitat und lag bei Gruppe H400 bei 20% (Abb.23). Der
Mortalitatsverlauf wird in Tabelle 44 und Abb. 23 gezeigt. Signifikante Unterschiede (P<0,05)
zwischen den Gruppen wurden mittels one way ANOVA und Duncan's multiple range test
festgestellt.

Tabelle 44: Verlauf der Mortalitat.

Tag.p.i Gruppe

e PK H100 H200 H400 NK

10 4 0 0 0 0

11 2 0 0 0 0

12 7 5 1 1 0

13 3 4 2 1 0

14 1 6 2 2 0

15 2 2 2 0 0

16 0 1 2 1 0

17 0 1 2 0 0

18 2 0 0 1 0

19 0 0 1 0 0

20 2 2 0 0 0

21 1 1 1 0 0
Anzahl verendeter Tiere 24 22 13 6 0
Mortalitat % 80" 73,33° 43,33° 20° 0F

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.23: Verlauf der Mortalitat.
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4.2.3.2.3 Auspréagung der Léasionen in Blinddarmen und Leber

Alle verendeten Puten zeigten flir Histomonose typische Lasionen in Blinddarmen und in
Lebern. Die Schwere der Veréanderungen in Blinddarmen und Leber nahm mit steigender
Paromomycin- Dosis ab, signifikante Unterschiede (P<0,05) wurden mittels one way ANOVA
und Duncan's multiple range test festgestellt (Tabelle 45 und Abb.24).

Tabelle 45: Mittlerer Lasionsgrad in Blinddarmen und Leber.

Grubpbe Lasionsgrad
PP Blinddarm Leber
PK 3,32% 3,32%
H100 293" 293"
H200 1,798 1,798
H400 0,85¢ 0,85C
NK 0° 0°

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
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Abb.24: Mittlerer Lasionsgrad in Blinddarmen und Leber.
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).

4.2.3.2.4 Untersuchung mittels Real-time PCR
Die DNA von H. meleagridis konnte in Blinddarmen und in Lebern aller verendeten Tiere
nachgewiesen werden. Bei den Uberlebenden Tieren gelang dieser Nachweis nicht.

4.2.3.2.5 Kérpergewicht

Um das Kérpergewicht zwischen den Gruppen zu vergleichen, wurden die Mittelwerte mittels
one way ANOVA und Duncan's multiple range test (P<0,05) verglichen. Im Alter von 1 Tag
gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen NK und H400. Am Tag der
Infektion im Alter von 21 Tagen waren die Tiere der Gruppen H400, H200 und H100
schwerer als die unbehandelten Tiere (NK) (Tabelle 46 und Abb.25). Am Ende des Versuchs
(42. Tag) wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen NK und H400
festgestellt. Die Tiere der Gruppe H400 waren signifikant schwerer als die unbehandelten
Tiere (NK).
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Tabelle 46: Mittleres Gewicht der Tiere in Gramm.

T T .
Gruppe ag (Tag p.i.)
1 7 14 21 (0) 28(7) 35(14) 42(21)
M 64.16"° 139.59®  277.38%  534.10° 818.00° 1339.18°%  2398"°
PK Stab 4.45 16.73 37.01 64.77 13755  367.91 125.47
n 30 30 30 30 30 11 6
M 62.66° 140.49®  282.18% 540.82"® 913.77® 142262° 2258.38°
H100 Stab 4.80 13.76 30.73 49.73 126.65 175.07 260.36
n 30 30 30 30 30 13 8
M 64.19"®  14522" 29531"® 55895 1004.40" 1511.25"® 2555.41°
H200 Stab 4.77 17.08 49.28 72.98 125.91 311.87 232.59
n 30 30 30 30 30 24 17
M 65.15" 152.69"  313.88"  570.91"  994.33* 1639.27" 2522.83"
H400 Stab 3.43 11.89 30.59 51.57 107.24 198.68 183.75
n 30 30 30 30 30 26 24
M 61.93% 136.22°  275.88°  523.17° 937.60"® 1529.00"® 2305.2°
NK Stab 6.11 16.06 26.67 46.64 66.15 112.37 179.33
n 10 10 10 10 10 10 10
M: Mittelwertgewicht. Stab: Standerabweichung. n: Anzahl der Puten.
Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
Abb.26: Mittleres Gewicht der Tiere in Gramm.
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4.2.3.2.6 Futterverbrauch und Futterverwertung (FCR)

Mittels one way ANOVA und Duncan's multiple range test wurde vor der Infektion kein
statistisch signifikanter Unterschied (P<0,05) beim Futterverbrauch pro Tier und bei der
Futterverwertung zwischen den Gruppen festgestellt.

Nach der Infektion stieg der tagliche Futterverbrauch pro Pute mit héherer Dosierung von
histoBloc® statistisch signifikant an. Die Gruppen H200 und H400 hatten eine signifikant
bessere Futterverwertung als die Gruppen PK und H100 (Tabelle 47 und Abb.27, 28).

Tabelle 47: Mittlerer Futterverbrauch der Gruppen in Gramm pro Tier und Tag zwischen Tag
0 und Tag 42, sowie mittlere Futterverwertung (FCR).

Mltt(laerraer:] ;t;tLeJ;/;r_?;izuch Mittlere FCR
Group Tag
0-—21 21—42 0—21 21—42
PK 34.4 111.7° 15 4128
H100 34 122.82% 1.32 4.05°
H200 33.6 134.8%8 196 2.05%
H400 35.3 151.06" 1.30 1.76"
NK 35.7 146.95" 1.43 1.66'

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
'Da der Wert kein Mittelwert ist, konnte er nicht in der ANOVA beriicksichtigt werden.
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Abb.27: Mittlerer Futterverbrauch der Gruppen in Gramm pro Tier und Tag zwischen Tag 0
und 42.
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).

Abb.28: Mittlere Futterverwertung (FCR)
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
'Da der Wert kein Mittelwert ist, konnte er nicht in der ANOVA berlcksichtigt werden.
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4.2.3.2.7 Wasserverbrauch

Mittels one way ANOVA und Duncan's multiple range Test wurde vor und nach der Infektion
kein statistisch signifikanter Unterschied (P<0,05) beim taglichen Wasserverbrauch pro Tier
und Tag zwischen den Gruppen festgestellt (Tabelle 48 und Abb.29).

4.2.3.2.8 Européischer Produktionseffizienzfaktor (EPEF)

Die EPEF verbesserte sich mit hdherer Dosierung von histoBloc®, wobei die Gruppe H400
signifikant besser war als alle anderen Gruppen und die Gruppe H200 als die Gruppen H100
und PK (Tabelle 48 und Abb.30).

Tabelle 48: Mittlerer Wasserverbrauch der Gruppen in Liter pro Tier und Tag zwischen dem
0. und 42. Tag, sowie Europaischer Produktionseffizienzfaktor.

Mittlerer Wasserverbrauch
Liter/ Pute/ Tag
Group EPEF
Tag
(0—21) (21— 42)

PK 0.1157 0.36" 87°¢
H100 0.1215 0.38" 96°
H200 0.1194 0.35% 243°
H400 0.1213 0.37% 302*

NK 0.1150 0.35" 321’

Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
'Da der Wert kein Mittelwert ist, konnte er nicht in der ANOVA beriicksichtigt werden.
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Abb.29: Mittlerer Wasserverbrauch der Gruppen in Liter pro Tier und Tag zwischen dem 0.
und 42. Tag.
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).

Abb.30: Européischer Produktionseffizienzfaktor (EPEF)
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Hochgestellte Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (P<0,05).
'Da der Wert kein Mittelwert ist, konnte er nicht in der ANOVA berlcksichtigt werden.
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5 Diskussion

Die Histomonose ist eine parasitare Krankheit mit in der Regel unspezifischen klinischen
Symptomen, einem chronischen Verlauf bei Hilhnern und einem akuten Verlauf bei Puten.
Gekennzeichnet ist sie durch L&sionen in Blinddarmen und Leber. Diese Krankheit wird
durch eine Infektion mit dem Protozoon Histomonas meleagridis verursacht.

In den letzten drei Jahrzehnten konnte das Auftreten der Histomonose durch verbessertes
Management, wie zum Beispiel die strikte Trennung der Haltung von Puten- und
Hihnerherden und durch verfligbare therapeutische und prophylaktische Praparate eindeutig
reduziert werden. Gegenlber den in friheren Jahren aufgetretenen Fallen liegt die
Problematik des Auftretens der Erkrankung zurzeit in den jetzt fehlenden Therapie- bzw.
Prophylaxemdglichkeiten. Seit dem Verbot aller Therapie- und Prophylaxemedikamente trat
die Histomonose in der EU verbunden mit sehr hoher Mortalitat auf (Hafez et al., 20053a;
Hauck et al., 2010a).

Wahrend verschiedene getestete Antikokzidia fast keine Wirksamkeit gegen H. meleagridis
hatten, konnten einige Antibiotika wie Dimetridazol, Metronidazol, Ornidazol und Tinidazol
die L&sionen in Blinddarmen und in der Leber und bei Hihnern nach experimenteller
Infektion mit H. meleagridis verringern (Hu und McDougald 2002, 2004). Jedoch ist der
Einsatz von Nitroimidazolen bei lebensmittelliefernden Tieren in der EU veboten (EU,
2002a). Deswegen wurde ein deutliches Interesse auf die Alternative ,pflanzlichen®
Produkten gezeigt. Viele Produkte wurden sowohl in vitro als auch in vivo mit
unterschiedlichen, oft nicht zufriedenstellenden, Ergebnissen untersucht (Chossat, 2002;
Zenner et al., 2003; Duffy et al., 2005; Hafez und Hauck, 2006; Grabensteiner et al., 2007,
Hauck und Hafez, 2007).

Der Zeitpunkt des Auftretens von L&sionen in Blinddarmen und Leber wurde nach einer
experimentellen Infektion mit H. meleagridis bei Puten bestimmt und die Verbreitung des
Parasiten in verschiedenen Organen mittels PCR und histologisch untersucht. Bei dem
Auftreten von Lasionen gab es einen Unterschied zwischen Blinddarmen und Leber. Im
Blinddarm fingen am 3. Tag p.i. die typischen Veranderungen von Histomonaden mit
minimalen Lasionen (1. Grad) an. Am 4. und 5. Tag p.i. fanden sich dort geringgradige
Lasionen (2.Grad). Mittelgradig Lasionen (3.Grad) traten am 6. Tag p.i. auf und ab den 7.
Tag p.i. konnten hochgradige Lasionen (4. Grad) festgestellt werden. In der Leber traten
Lasionen des entsprechenden Schweregrades mit etwa einem Tag Verzdégerung auf. Das
zeigt, dass die Infektion in den Blinddarmen anfing, von dort aus das Protozoon mit dem
Portalblut zur Leber gelangte (Hauck et al. 2006).

Gleichzeitig wurde die Verbreitung der DNA des Parasiten von den Blinddarmen (ab dem 1.
Tag p.i.) Gber die Leber (ab dem 3. Tage p.i.) in Bursa cloacalis, Jejunum, Lungen und Herz
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(ab dem 6.Tage p.i.), sowie Nieren, Milz, und Gehirn (ab dem 8. Tage p.i.) festgestellt. Im
Duodenum konnte keine H. meleagridis- DNA nachgewiesen werden. Histologisch wurde der
Parasit erst am 5. Tag p.i. im Blinddarm und am 6. Tag p.i. in der Leber nachgewiesen.

Uber den Nachweis von DNA des Parasiten in verschiedenen Organen wurde von vielen
Autoren schon berichtet (Grabensteiner et al. 2006., Hauck et al. 2006., Huber et al. 2006.,
Singh et al. 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Empfindlichkeit verschiedener Putenlinien (WCT, KBT
und BUT-Big6) fir eine experimentelle Infektion mit H. meleagridis untersucht. Die erzielten
Ergebnisse zeigten, dass alle untersuchten Putenlinien empfindlich fiir eine Infektion mit H.
meleagridis waren, jedoch war die Mortalitdt bei Wildputen statistisch signifikant héher als
bei den anderen untersuchten Putenlinien.

Es steht wenig Literatur Uber die genetische Resistenz oder Empfindlichkeit verschiedener
Gefllgelarten durch eine Infektion mit H. meleagridis zur Verfligung. Curtis (1907) zeigte,
dass Puten fir Histomonose empfindlicher als Hihner sind, wahrend Hihner wichtiger bei
der Verbreitung von H. meleagridis durch die Eier von H. gallinarum sind. AuBerdem zeigten
Al-khateeb und Hansen (1974) durch eine experimentelle Infektion mit H. meleagridis, dass
Babcockhiihner empfindlicher fiir Histomonose als Cornish Rockshiihner waren. Ahnliche
Ergebnisse wurden durch Chute et al. (1976) bei einem Vergleich der Empfindlichkeit von
weiBem Leghorn, New Hampshire Hihner und Beltsville-Puten (small white turkey) nach
einer experimentellen Infektion mit H. meleagridis und H. gallinarum erzielt. Die Infektion
verursachte L&sionen in der Leber und in Blinddarmen mit héherer Mortalitat bei Puten,
wahrend bei Hihnern nur L&sionen in Blinddarmen ohne Mortalitat auftraten. AuBerdem
verglichen Reynaud et al. (2005) die Empfindlichkeit fir die Infektion mit H. meleagridis bei
zwei Putenlinien, einer modernen, schweren Putenlinie und einer traditionellen leichten Linie.
Beide Putenlinien waren empfindlich fur die Infektion. Bei beiden Putenlinien lag die
Mortalitat bei 100%, allerdings bei der schweren Putenlinie 7 Tage spater als bei der leichten
Linie. Pathologische und histologische Veranderungen waren identisch und es gab keinen
Unterschied in dem Lasionsgrad zwischen den beiden Linien.

Wie bereits erwahnt waren auch bei dem Versuch im Rahmen dieser Arbeit alle getesteten
Putenlinien fir eine Infektion mit H. meleagridis empfanglich, jedoch war die Mortalitat bei
den Wildputen statistisch signifikant héher als bei den anderen Linien. Die Mortalitat der
getesteten Linien lag zwischen 75-95%. In Versuchen von Van der Heijden und Landman
(2008b) betrug die Mortalitat bei BUT-Big 6 Puten nach experimenteller Infektion mit einer
wesentlich niedrigeren Infektionsdosis von 3162 Histomonas/Pute 100% nach 2 Wochen. Sie
spekulierten, dass die Mortalitadt trotz der niedrigeren Infektionsdosis wegen der hohen
Virulenz des verwendeten Stammes sehr hoch war. Im Allgemeinen kann die Mortalitat
durch verschiedene Faktoren wie Alter, genetische Herkunft der Tiere, Infektionsdosis und
das Isolat variieren (Lund 1955; Hu et al. 2004; Hauck et al. 2006; Hess et al. 2006a).
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Der Lasionsgrad in der Leber war bei BUT-Big 6 und KBT héher als WCT, obwohl die
Mortalitéat bei WCT héher als bei den anderen beiden Linien war. Eine mégliche Erklarung
ist, dass WCT anfalliger sind, nicht gegenliber den Parasiten selbst, sondern gegeniber den
von ihnen verursachten Schadigungen der Leber. Daher kénnte ein geringer Grad der
Leberzerstérung eine héhere Sterblichkeit verursachen.

In einem néachsten Versuch wurde die Pathogenese der Krankheit bei Mast- und Legetieren
nach einer experimentellen Infektion mit H. meleagridis untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass Mast- und Legetieren empfindlich fir eine Infektion mit H. meleagridis waren, jedoch
traten bis zum 21. Tag p.i. weder klinische Erscheinungen noch Mortalitat bei beiden Linien
auf, und es gab keinen signifikanten Unterschied beim makroskopischen Lé&sionsgrad in
Blinddarmen und Leber. Nur histologisch waren die Infiltration von Entziindungszellen in
Lamina propria und Submukosa sowie die Ablation von Epithelzellen in den Blinddarmen bei
den Legehihnern am 7 .Tag p.i. ausgepragter als bei den Masthiihnern. AuBerdem konnte
bei den beiden Huhnerlinien der Parasit histologisch und seine DNA mittels PCR in
Blinddarmen, Lebern, Herz, Nieren, Milz und Lungen festgestellt werden.

Nach McDougald (2005a) kann die Mortalitat bei Puten durch eine Infektion mit H.
meleagridis bis 100% und bei HUhnern bis 20% betragen. Als mdgliche Erklarung wird
genannt, dass die Lasionen in der Leber bei Puten durch eine Infektion mit H. meleagridis
immer vorhanden sind und die héhere Mortalitat verursachen. Im Gegensatz dazu ist die
Leber bei Hihnen durch Histomonaden selten betroffen, infolgedessen ist normalerweise die
Mortalitat geringer. Es wird somit angenommen, dass der primare Todesgrund bei einer
Infektion mit Histomonose die Zerstérung der Leber ist. Nur zweitrangig fahrt die
diphtheroide Blinddarmentziindung, und die durch sie ausgeldste Peritonitis zum Tod.

Schon Curtis (1907) berichtete, dass Puten fir Histomonose empfindlicher als Hihner sind.
Das deutet darauf hin, dass das Ausmal der Lasionenen durch Histomonose insbesondere
in der Leber bei Hihnern gréBer als bei Puten sein mufB3, um die erhdéhte Sterblichkeit zu
verursachen. Im vorliegenden Versuch war die Mortalitat bei beiden Hihnerlinien 0% und bei
allen euthanasierten und infizierten Hihnern war der Lasionsgrad in der Leber weniger als
Grad 2 und in den Blinddédrmen weniger als 3,5.

In der Literatur wurde die Uber Ausbreitung von H. meleagridis von Blinddarm und Leber zu
anderen Organen wie Drisenmagen, Duodenum, Jejunum, Pankreas, Bursa cloacalis,
Nieren, Milz, Herz, Lunge, Thymus und Gehirn berichtet (Cortes et al., 2004; Grabensteiner
et al., 2006; Hauck et al. 2006; Huber et al. 2006; Singh et al. 2008; Senties Cue et al. 2009).
Dies stimmt mit unseren Ergebnissen durch die Feststellung von DNA des Parasiten in
unterschiedlichen Organen bei infizierten Puten und Hihnern zu. Der Nachweis des
Parasiten und der Lasionen in den betroffenen Organen bestatigen, dass der Parasit in
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diesen Organen Uberlebt, wobei ungeklart bleibt, warum die Lasionen in diesen Organen nur
manchmal auftreten und in anderen Fallen fehlen.

In der Literatur wurden die L&sionen in weiteren Organen auBer Blinddarmen und Leber
meist nur nach natirlichen Ausbrichen der Histomonose berichtet (Cortes et al., 2004;
Senties-Cue et al., 2009). Das kdnnte daran liegen, dass der Stamm des Protozoons in
diesen Fallen ein hoch pathogener Wildstamm war und deshalb zu Lasionen in den weiteren
Organen fihrte, wobei bei den meisten Tierversuchen in vitro passagierte Isolate zum
Einsatz kommen. Deswegen wurden vermditlich in den vorliegenden Versuchen keine
groBen Lasionen in weiteren Organen festgestellt.

In diesem Versuch wurde die 3. Passage des H. meleagridis-Stamm
Pute/Deutschland/GB542/04 verwendet. Hess et al. (2008) infizierten die Tiere mit der 95.,
215. und 295. Passage des H. meleagridis-Stamm Hm /Turkey/ Austria/2922-C6/04. Die 95.
Passage schien besser als die anderen Passagen geeignet zu sein, da weniger Tiere als in
den anderen geimpften Gruppen die Lasionen zeigten.

Die gesamte Verbreitung von H. meleagridis 1asst sich durch die Anatomie des Blutsystems
erklaren. Da die Blutversorgung des Darms und des Blinddarms eng mit der Leber
verbunden ist, kann der Parasit erst Uber das Pfortaderblut zur Leber gelangen (Clarkson,
1961; McGuire und Morehouse, 1958).

In der Leber wird das Blut gefiltert, wobei entweder die Pathogenitat des Parasiten oder
einen Teil der Pathogenitat verliert, oder die Zahl der Parasiten im Blut stark vermindert wird,
so dass normalerweise keine pathologischen La&sionen in den weiteren Organen
vorkommen.

Durch die Blutbahn erreicht der Parasit mit dem Blut zuerst das Herz und dann die Lungen.
Im Kapillarbett der Lungen wird wahrscheinlich die Zahl der Parasiten weiter deutlich
reduziert. Aus den Lungen gelangen die Ubrig gebliebenen Parasiten mit dem Blut zum Herz
zurtick und durch den systemischen Blutkreislauf zu weiteren Organen.

In die Nieren gelangt der Parasit vermutlich durch die Vena mesenterica caudalis, die die
Blinddarme und Nieren verbinden (Clarkson, 1961). Bei der Bursa cloacalis wird
angenommen, dass H. meleagridis die Bursa direkt aufsteigend aus der Kloake erreichen
kénnte (Marx, 1973; Cortes, 2004). Daher wurde vermutlich in der vorliegenden Arbeit die
Feststellung von DNA des Parasiten in Blinddarmen, Lebern, Bursa cloacalis, Jejunum,
Lungen, Herz, Nieren, Milz und Gehirn erklart.

Der derzeitige Mangel an wirksamen Mitteln zur Behandlung bzw. zur Prophylaxe von
Histomonose und die hohe Empfanglichkeit aller in dieser Arbeit getesteten Putenlinien
zeigen die Bedeutung der Suche nach neuen wirksamen Medikamenten zur Bekdmpfung
dieser Krankheit. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Versuche durchgefihrt,

um die Wirksamkeit von Paromomycinsulfat in vitro sowie in vivio festzustellen.
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Paromomycin ist ein Antibiotikum mit antiparasitarer Aktivitat, welche beim Menschen zur
Behandlung von Leishmaniose und bei Saugetieren zur Behandlung bzw. Prophylaxe von
Kryptosporidien und anderen Darmlumenparasiten eingesetzt wird. Das Wirkungsspektrum
von Paromomycin umfasst die meisten gramnegativen und viele grampositive Bakterien,
Protozoen sowie viele Cestoden. Darlber hinaus ist dieses Produkt far alle
lebensmittelliefernden Tierarten registriert, aber nicht fir die Anwendung bei Tieren, von
denen Milch oder Eier fir den menschlichen Verbrauch gewonnen werden (EEU, 1990).
Lindquist (1962) berichtete, dass die Mortalitat durch Histomonose bei der Gabe einer hohen
Dosierung von Paromomycin im Futter (1000-2000 ppm) reduziert wurde. Zu einem anderen
Ergebnis kamen Hu und McDougald (2004). In vitro reduzierten 10 pg/ml Paromomycinsulfat
das Wachstum von H. meleagridis in Kulturen mit 12.500 H. meleagridis / ml. 100 pg/ml
Paromomycinsulfat waren vollstandig letal. In vivo war jedoch die Gabe 200 oder 400 ppm
Paromomycinsulfat im Futter beginnend am Tag der Infektion mit 200.000 H. meleagridis/ml
bei Hihnern unwirksam und reduzierte nicht die Lasionen in Blinddarmen und in der Leber.

In der vorliegenden Untersuchung von Paromomycinsulfat auf seine Wirksamkeit gegen
Histomonaden in vitro zeigten die Ergebnisse, dass die Empfindlichkeit gegen Paromomycin
nicht nur durch, Infektionsdosis und Dauer der Passagierung in vitro beeinfluBt wird, sondern
auch unterschiedliche Stamme eine unterschiedliche Empfindlichkeit besitzen. Es ist daher
moglich, dass es Stamme von H. meleagridis gibt, die voll resistent gegen Paromomycin
sind. Ferner lagen bei Hu und McDougald (2004) 12500 H. meleagridis/ml beim Start des
Versuchs in den getesteten Kulturen vor, wobei die vollstdndig letale Dosierung von
Paromomycin fur H. meleagridis bei 100 pg/ml lag. In der vorliegenden Untersuchung
wurden mit 20000 und 40000 H. meleagridis/ml zwei unterschiedliche Histomonadenzahlen
beim Start des Versuchs verglichen. Nur bei der niedrigen Ausgangszahl von 20000 H.
meleagridis /ml war die héchste getestete Dosierung (80 ppm) von Paromomycin vollstandig
letal fir H. meleagridis ab dem 1. Tag p.i. Es konnte daher gezeigt werden, dass die
Infektionsdose einen Einfluss auf die Medikationsdosierung hat. Bei dem Test
unterschiedlicher Passagen zeigten sich Unterschiede in der Resistenz gegen Paromomycin
nur am 1. und 2. Tag p.i. bei einer Dosierung von Paromomycin von 10 und 20ppm. Danach
wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Passagen festgestellt.

Daher spielt vermutlich die Anzahl der Passagen bei Untersuchung der Wirksamkeit von
Praparaten auf H. meleagridis in vitro eine untergeordnete Rolle.

Die Untersuchung von Paromomycinsulfat auf seine Wirksamkeit gegen Histomonaden bei
Puten in vivo zeigte, dass die Gabe von Paromomycinsulfat (Gabbrovet®) im Trinkwasser ab
3 Tage vor der Infektion bis 12 Tage nach der Infektion zu einer erheblichen Senkung der
Mortalitat fiihrte. So lag die Mortalitat nach einer Gabe von 100mg/kg Gabbrovet® bei 10%
und bei einer standigen Gabe von 400 ppm HistoBloc® im Futter wurde die Mortalitat
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auf 20% verringert. Bei beiden Dauerreichungsformen von Paromomycinsulfat wurde der
Lasionsgrad in Blinddédrmen und Leber reduziert.

Die Ergebnisse der beiden Versuche stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Hu
und McDougald (2004). Vermutlich spielt die Applikationsdauer des Medikaments vor der
Infektion eine wichtige Rolle. Beim Gabbrovet® 70 Versuch begann die Behandlung 3 Tage
vor der Infektion, beim histoBloc® Versuch wurde den Puten kontinuierlich ab dem Schlupf
das Praparat verabreicht, wahrend beim Versuch von Hu und McDougald (2004) die
Behandlung erst am Tag der Infektion begann. Deshalb war bei den Versuchen im Rahmen
der vorliegenden Arbeit zum Zeitpunkt der Infektion vermutlich ein ausreichender
Wirkstoffspiegel vorhanden und daher wurde die Mortalitat reduziert.

AuBerdem koénnte das Alter ,Puten im Alter von 3-12 Wochen sind empfindlicher*
(McDougald, 2003), Tiere Spezies ,Puten sind empfindlicher als HUhner® (Curtis, 1907),
Infektionsdosis ,je hdher desto kiirzer die Inkubationszeit® (Lund, 1955), der Histomonas-
Stamm (hoch pathogen fiihrt zur héheren Mortalitat) und die Mischinfektion mit E. Tenella
(die Mischinfektion mit E. Tenella macht den Infektionsverlauf starker) die Mortalitat
beeinflussen (Hu et al. 2004; Hauck et al. 2006; Hess et al. 2006a). In der vorliegenden
Arbeit kdnnen alle diese Faktoren die Ergebnisse beeinflussen.

Da die Lasionen bei Histomonose in der Leber auftreten, beeinfluBt sie auch die Werte von
Serum und Plasmaenzymen, die Indikatoren fiir Schaden in der Leber sind. So erhéhen sich
die Blutwerte von AST (Asparaginsaureaminotransferase), LDH (Laktatdehydrogenase),
MDH (Malatdehydrogenase), GLDH (Glutamatdehydrogenase) und Bilirubin bei
Histomonose nach experimentellen Infektionen von Puten (Beg und Clarkson, 1970a; 1970b;
McDougald und Hansen, 1970; Al-Khateeb und Hansen, 1974; Hirsch, 1979). AuBerdem
wurde eine Erhéhung der Werte von AST und LDH auch nach einer nattrlichen Infektion von
Puten mit Histomonaden nachgewiesen (Koncicki et al., 1999), dagegen fielen die Blutwerte
dieser Enzyme bei Hihnern, wenn nur L&sionen im Blinddarm vorliegen (McDougald und
Hansen, 1970). Eine Senkung des GOT-Spiegels gegenlber unbehandelten Gruppen wurde
nach der Behandlung mit dem antihistomonalen Wirkstoff Salfuride erreicht (Al-Khateeb und
Hansen, 1973).

Die Werte der Cholinesterase im Blut sinken nach der Infektion von Puten mit H. meleagridis
(McDougald und Hansen, 1970). Ferner wurden ein Fallen des Albuminspiegels und eine
Erhdhung des Globulins im Blut nach der Infektion von Puten und Hlhnern mit
Histomonaden festgestellt (Clarkson, 1966; McDougald und Hansen, 1969; Beg und
Clarkson, 1970a; 1970b).

In dem vorliegenden Versuch fielen am 7.Tag p.i. bei der infizierten, unbehandelten Gruppe
Albumin, Cholinesterase und LDH ab, auBerdem stieg die Gallensdurekonzentration im Blut
an, wahrend die Werte fir GOT und GesamteiweiB unverandert blieben. Der Albuminspiegel
im Blut nimmt nach der Infektion ab, wahrscheinlich da die Albumine in den entziindeten
Geweben aus der Blutbahn austreten (Clarkson, 1966), wahrend sich die Globulinwerte
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erhéhen (McDougald und Hansen, 1970). Infolgedessen ist das Gesamteiweil3 unverandert.
Da bei den zwei Uberlebenden Puten am Ende des Versuchs keine Histomonaden
nachgewiesen wurden, mag dies die abweichenden Ergebnisse von LDH und GOT erklaren.
Die Cholinesterase im Blut ist ein MaB fiir die Funktion der Leber, eine Erniedrigung der
Enzymemenge im Blut durch Leberschaden wurde auch in anderen Untersuchungen bei mit
Histomonaden infizierten Puten festgestellt (McDougald und Hansen, 1970). Da bei einer
geschadigten Leber ebenfalls die Aufnahme von Gallensauren in die Leber behindert ist,
wird ihre Konzentration im Blut erhéht.

Bei der mit der héchsten Dosierung (100 mg/kg) behandelten Gruppe blieben das Albumin
und die Plasmaenzyme zwischen dem 1. und 21. Tag p.i. im Bereich der Werte der nicht
infizierten Gruppe. Die Ahnlichkeit zwischen beiden Gruppen deutet darauf hin, dass diese
Tiere keine Leberschadigung hatten, weil die L&sionen in der Leber durch
Paromomycinsulfat verhindert wurden. Bei den mit 25 mg/kg und 50 mg/kg behandelten
Gruppen lagen die Werte von Albumin und Cholinesterase im Vergleich zu der nicht
behandelten Gruppe niedriger, wahrend AST und LDH 7 Tage spater als dies bei den nicht
behandelten Tieren erhdéhte Werte aufwiesen. Die beiden Dosierungen konnten somit die
Lasionen in der Leber verzégern aber nicht voll verhindern.

SchlieBlich wurde auch gezeigt, daB eine prophylaktische Anwendung von Paromomycin als
Futterzusatzstoff gegen eine Infektion mit H. meleagridis wirksam ist. Die prophylaktische
Anwendung kann somit dazu beitragen, bei Feldausbrichen die Verluste ganzer
Putenherden zu verhindern.

Nach Artikel 2 der EU-Verordnung Nr. 1831/2003 des Europaischen Parlaments und des
Rates vom 22. September 2003 Uber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tiererndhrung
(EU. 2003) sind Futtermittelzusatzstoffe Stoffe die bewusst Futtermitteln oder Wasser
zugesetzt werden, um spezielle Wirkungen zu erzielen. Die Bedingungen fir die Zulassung
sind in Artikel 5 (Nr. 3) beschrieben: “Der Futtermittelzusatzstoff muss eine kokzidiostatische
oder histomonostatische Wirkung haben.“ Alle diese Definitionen und Anforderungen werden
von Paromomycin (HistoBloc®) erfiillt.

AuBerdem ist Paromomycin mit der Verordnung Nr. 1181/2002 (EU. 2002a) in Anhang | der
Verordnung Nr. 2377/90 aufgefuhrt (EEU. 1990) und ist somit flr lebensmittelliefernde
Tierarten, auBer fir Tiere, von denen Milch oder Eier fir den menschlichen Verbrauch
gewonnen werden, als Wirkstoff zugelassen.

Im Ergebnis sind die Vorschriften zum Schutz der Tiere und der Konsumenten erflllt. Im
Hinblick auf diese Ergebnisse hat Paromomycin eine gute Chance als Futtermittelzusatzstoff
in der nahen Zukunft registriert zu werden.
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Pathogenese und Prophylaxe der Histomonose
bei Geflligel

Zunachst wurden Versuche zur Pathogenese und Pathogenitat vom H. meleagridis bei Puten
und bei Hihnern durchgefuhrt. Nach der Infektion von Puten breitete sich der Erreger bis
zum 10. Tag p.i. in fast allen Organen aus. Mittels Real-time PCR wurde die DNA von H.
meleagridis ab dem 1. Tag p.i. im Blinddarm und ab dem 3. Tag p.i. in der Leber
nachgewiesen. Ab dem 6. bzw. 8. Tag p.i. gelang der Nachweis in Lunge, Herz, Bursa
cloacalis, Jejunum, Niere, Milz und Gehirn. Histopathologisch wurde der Parasit ab dem 5.
Tag p.i. im Blinddarm und ab dem 6. Tag p.i. in der Leber nachgewiesen.

Danach wurde die Pathogenitdt von H. meleagridis nach experimenteller Infektion
verschiedener Putenlinien verglichen. Die Mortalitdt betrug 95% bei Wildputen, 78% bei
BUT-Bigé und 75% bei Kelly Bronzeputen. Wildputen hatten verglichen mit Kelly
Bronzeputen und BUT-Big6 Puten mit weniger als 6 Tagen die kirzeste Inkubationszeit.
Jedoch war bei allen Gruppen der Lasionsgrad in Lebern und Blinddarmen fast identisch.

Ferner wurde die Pathogenitat von H. meleagridis nach einer experimentellen Infektion je
einer Mast- und Legehlhnerlinie verglichen. Die Mortalitdt betrug bei beiden Linien 0%.
Histopathologisch waren die Infiliration von Entzindungszellen in Lamina propria und
Submukosa sowie die Ablésung des Epithels in den Blinddarmen bei Legehiihnern am 7.
Tag p.i. deutlich ausgepragter als bei Masthiihnern. Der Parasit und seine DNA konnten
histopathologisch sowie mittels Real-time PCR nicht nur in Blinddarmen und Lebern
festgestellt werden, sondern auch in Herz, Lungen, Milz und Nieren.

Bei den Versuchen zur Prophylaxe der Histomonose wurde die Aktivitdt verschiedener
Konzentrationen von Paromomycinsulfat gegen H. meleagridis in vitro und in vivo untersucht.
Die Wirksamkeit von Paromomycinsulfat in vitro wurde von der Dosierung, dem verwendeten
Stamm und der Inokulationsdosis beinfluBt. In vitro zeigten alle getesteten Konzentrationen
(10, 20, 40 und 80ppm) von Paromomycinsulfat ab dem 1. Tag p.i. eine hemmende Wirkung
auf H. meleagridis. Einen vollstandig letalen Effekt fir H. meleagridis konnte nur bei 80ppm
festgestellt werden.

In vivo wurde gezeigt, dass die Gabe von Gabbrovet® bei einer Dosierung von 100
mg/kg/Tag im Trinkwasser, 3 Tage vor der Infektion bis 12 Tage nach der Infektion zur
Reduzierung der Mortalitat fahrt. In allen Versuchsgruppen war ein Dosis-Wirkungs-Effekt
erkennbar. So betrug die Mortalitat der Gruppe 100 mg/kg 10%, der Gruppe 50 mg/kg 23%
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und der Gruppe 25 mg/kg 50%. Die Mortalitat der infizierten, nicht behandelten Gruppe, lag
bei 90%.

Die Blutwerte GOT, LDH, Albumin, GesamteiweiB, Cholinesterase und Gallensduren wurden
am 0., 7., 14. und 21. Tag p.i. bei mit H. meleagridis infizierten Puten und bei infizierten
behandelten Puten mit Gabbrovet® sowie bei nicht infizierten Puten bestimmt. Bei der
infizierten und nicht behandelten Gruppe wurde am 7.Tag p.i. eine Erniedrigung von
Albumin, Cholinesterase und LDH festgestellt. AuBerdem stieg die Gallensaure im Blut an,
wahrend GOT und GesamteiweiB unverandert blieben. Bei der mit 100 mg/kg/Tag
Gabbrovet® behandelten Gruppe blieben die Blutwerte im Bereich der Werte der nicht
infizierten Tiere. Bei den mit niedrigeren Dosierungen behandelten Tiere traten die
Verschiebungen der Blutwerte 14 Tage p.i. und somit eine Woche spater als bei den
unbehandelten Tieren auf.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Anwendung von HistoBloc® als Futterzusatzstoff im
Putenfutter ab dem 1. Lebenstag erzielt. Die Infektion erfolgte am 21. Lebenstag. Die
Mortalitat der infizierten, nicht behandelten Gruppe betrug 80%. Hingegen betrug die
Mortalitat 73% bei der Gruppe 100 ppm, 43% bei der Gruppe 200 ppm und 20% bei der
Gruppe, die 400 ppm erhielt. Eine Reduzierung der Lasionen in Lebern und Blinddarmen war
erkennbar.
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7 Summary
Investigations on Pathogenesis and Prophylaxis of Histomonosis in Poultry

Several experiments on the pathogenesis and pathogenicity of H. meleagridis were carried
out, both in turkeys and in chickens. After infection of turkeys the parasite spreads within 10
days p.i. to almost all organs. Using Real-time PCR the DNA of H. meleagridis could be
detected from 1% day p.i. in the caecum and 3™ day p.i. in the liver. In addition, the parasite’s
DNA was found in lung, heart, bursa cloacalis, jejunum, kidney, spleen and brain between
day 6 to 8 p.i.. Histopathologically, the parasite was visible in the caecum and liver at 5™ and
6" day p.i., respectively.

The pathogenicity of H. meleagridis after experimental infection was compared in different
turkey lines. Mortality was 94.7% in wild turkeys, 77.7% in BUT-Big 6 and 75% in Kelly
Bronze turkeys. The incubation period of less than 6 days in Wild turkeys was shorter than in
the other two lines (Kelly Bronze turkeys and BUT-Big 6 turkeys). However, in all groups the
lesion scores in livers and caeca were almost identical.

Furthermore, the pathogenicity of H. meleagridis was compared in a laying line and meat
type chickens after experimental infection. Mortality was 0% in both lines. However, the
histopathological changes were more pronounced in the laying line. They included Infiltration
of inflammatory cells in lamina propria and submucosa and detachment of the epithelium in
the caecum at day 7" p.i. The parasite and its DNA could be detected by histology and by
PCR not only in the caecum and liver but also in heart, lung, spleen and kidneys.

Several trials were carried out in vitro to determine the efficacy of Paromomycin-Sulfat
against H. meleagridis. The results showed that the effectiveness of Paromomycin-Sulfat
was influenced by the used dose of the drug, the H. meleagridis strain and the inoculation
dose of the parasite. All tested concentrations (10, 20, 40 and 80 ppm) of Paromomycin-
Sulfat showed an inhibitory effect on H. meleagridis from 1 day p.i.. A complete lethality was
obtained only by using 80 ppm Paromomycin-Sulfat.

Finally, two different experiments were carried in vivo to determine the efficacy of
Paromomycin-Sulfat after experimental infection of turkey poults with H. meleagridis.

In the first experiment, administration of Gabbrovet® at a dose level of 100 mg/kg/day in
drinking water 3 days before infection throughout 12 days after infection lead to significant
reduction of the mortality. In all experimental groups a dose-response effect was seen. The
mortality rate in group 100 mg/kg was 10 %. On the other hand the mortality rates in groups
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50 mg/kg and in group 25 mg/kg were 23% and 50% respectively. Mortality in the untreated,
infected group was 90%. A marked reduction of lesions in caeca and livers of treated groups
could be observed.

The blood level of GOT, LDH, total protein, albumin, cholinesterase, and bile acids were
measured 0, 7, 14, and 21 days p.i.. in H. meleagridis infected turkeys, infected and
Gabbrovet® 70 treated birds, and a non-infected, untreated control group. A decrease of the
level of LDH, albumin, and cholinesterase and increased levels of the bile acids were
observed in infected, untreated turkeys at 7" days p.i., meanwhile the level of GOT and total
protein remained unchanged. In the 100 mg/kg/day Gabbrovet® treated group, the blood
values remained in the range of values of the uninfected group. In birds treated with lower
doses, shifts in the blood level were observed on the 14" day p.i. and thus one week later
than in the untreated animals.

In the 2" experiment HistoBloc®, a product based on Paromomycin-Sulfat, was
administrated in the feed from day 1 till the end of experiment (day 42). The infection with H.
meleagridis was done at the 21 day of age. Mortality in infected, untreated group was 80%.
In contrast, the mortality was 73% in the group that received feed with 100 ppm, 43% in the
group that received feed with 200 ppm, and 20% in the group that received 400 ppm. A
marked reduction of lesions in caeca and livers of treated groups could be observed.
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