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1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Die Histomonose, Schwarzkoptkrankheit oder Infektiose Typhlohepatitis ist eine
parasitire Erkrankung der Hiihnervogel, hervorgerufen durch den einzelligen Protozoen
Histomonas meleagridis. Neben Hithnern und Puten, bei denen es im Falle eines Ausbruchs
einer Histomonose zu hohen wirtschaftlichen Verlusten kommt, koénnen auch andere
Hiihnervogel wie Pfaue, Fasane, Chukarhiihner, Perlhiihner und Wachteln betroffen sein.
Aber auch die nicht zu den Hithnervogeln gehorenden Straufle, Nandus und einige Entenarten
sind empfinglich fiir eine Infektion mit H. meleagridis. Dem Namen der Krankheit
entsprechend kommt es in den Blindddrmen zu einer fibrindsen Entziindung der Mukosa, was
zur Bildung eines késigen Inhalts fiihrt. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es in den

Lebern zur Ausbildung rundlicher Nekroseherde. Selten konnen andere Organe betroffen sein.

Zwischen den Bestinden werden Histomonaden durch den Blinddarmwurm Heterakis
gallinarum meist im Zusammenspiel mit verschiedenen Stapelwirten wie Regenwiirmer,
Schwarze Getreideschimmelkifer, Grashiipfer und Fliegen verbreitet. Innerhalb eines
Bestandes werden Histomonaden v. a. durch die kloakale Aufnahme infektiosen Materials

verbreitet.

Van der Heijden et al. (2006) entwickelten die Methode des C-Profilings. Durch die
Genotypisierung von H. meleagridis fanden sich drei unterschiedliche Typen, wobei ein Typ

spater als Parahistomonas wenrichi identifiziert wurde.

Im Darmtrakt von Gefliigel kommen neben Histomonaden auch die beiden Einzeller
Blastocystis spp. und Tetratrichomonas gallinarum vor. Meist sind die Erreger apathogen

oder avirulent, konnen aber auch unspezifische Krankheitssymptome hevorrufenen.
Die Ziele des ersten Teils der vorliegenden Arbeit sind somit:

e Das Probenmaterial aus natiirlichen Ausbriichen, welches an das Institut fir
Gefliigelkrankheiten der FU Berlin zur Diagnostik geschickt wurde, zu untersuchen
und auszuwerten.

e FEine Verbesserung der Methode des C-Profilings und eine Auswertung sowie
Genotypisierung positiver Feldproben mit dieser Methode.

e FEine Untersuchung auf Blastocystis spp. und Tetratrichomonas gallinarum mit der
Fragestellung, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Histomonose

und einem Befall mit einem dieser beiden Erreger gibt.
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Histomonaden konnen unter bestimmten Kulturbedingungen leicht in vitro kultiviert
werden. Die Basis des Kulturmediums ist klassischerweise das Zellkulturmedium M199, aber
auch PBS ist gut geeignet. Diesem wird inaktiviertes Pferdeserum und Chicken Embryo
Extract hinzugegeben, wobei die Histomonaden auch ohne letztere Komponente wachsen.
Optimale Wachstumsraten werden mit einer Temperatur von 41 bis 42 °C erzielt. Wesentlich

bei der Kultivierung ist eine Kohlenhydratquelle und das Vorhandensein von Bakterien.

Als Kohlenhydratquelle wird standardméfBig Reismehl verwendet. Andere Quellen
konnen Hafer-, Roggen- und Buchweizenmehl sowie Maisstirke sein. Die Rolle, die die
Bakterien im Kulturmedium spielen, ist noch nicht geklédrt. Sehr wahrscheinlich spielen sie

direkt oder indirekt eine Rolle bei der Erndhrung der Histomonaden.

Wichtig bei der Kultivierung in vitro sind auch die atmosphérischen Bedingungen. So
kommt es unter anaeroben Bedingungen zu einem guten Wachstum, wahrend bei aerober

Atmosphire keine Vermehrung der Histomonaden erfolgt.

Im zweiten Teil der Arbeit werden Fragen, die im Zusammenhang mit der Kultivierung

der Histomonaden stehen, untersucht:

e Die Eignung unterschiedlicher Stirkequellen und Zwischenprodukte des
Kohlenhydratstoffwechsels fiir die in vitro Kultivierung von Histomonaden.

e FEinfluss verschiedener atmosphirischer Bedingungen (mikroaerophil und anaerob)
sowie der Einfluss des wiederholten Offnens der Zellkulturflaschen auf das
Histomonadenwachstum.

e Untersuchung der Regulierung der Transkription mehrerer Enzyme, die am

Kohlenhydrat-Stoffwechsel beteiligt sind.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Histomonas meleagridis

2.1.1 Allgemeines

Der einzellige Protozoe Histomonas meleagridis ist der Erreger der Schwarzkoptkrankheit,
der Histomonose oder der Infektiosen Typhlohepatitis. Berichte aus allen Kontinenten zeigen
eine weltweite Verbreitung. Erstmals beschrieben wurde die Krankheit 1893 auf Rhode
Island, USA von Cushman (Cushman, 1893). Zwei Jahre spéter wurde der Organismus, der
fiir diese Krankheit verantwortlich schien, von Smith als Amoeba meleagridis beschrieben
(Smith, 1895). Tyzzer bezeichnete den Erreger erstmals als Histomonas meleagridis (Tyzzer,
1920b). Dennoch war fiir Jahrzehnte die genaue Atiologie des Erregers umstritten.
Verschiedene andere Erreger der Krankheit wurden diskutiert (Reid, 1967). So nahmen Cole
und Hadley (1908) an, dass es sich bei dem verursachenden Erreger um eine Kokzidien-Art
handelt, wohingegen Hadley und Amison (1911) eine Trichomonaden-Art als ursédchlich
ansahen. Bradley und Reid (1966) zeigten eine duale Atiologie von H. meleagridis und
Escherichia coli. Fiir diese beiden Erreger als Ursache der Infektidden Enterohepatitis trafen
die Kochs Postulate zu (Bradley und Reid, 1966). Sowohl die Hefe Candida albicans als auch
andere Pilze kommen als verursachender Erreger nicht in Frage (Kemp und Reid, 1964;

Kemp und Reid, 1966b).

Der Name ,,Schwarzkopfkrankheit™ leitet sich von dem klinischen Bild der Pute ab,
bei der die Krankheit das erste Mal beschrieben wurde: hervorgerufen durch eine Zyanose
waren die Kopfanhdnge und die Haut im Kopfbereich dunkel verfirbt. Dieses damals
gefundene Charakteristikum tritt jedoch nur &uflerst selten in Erscheinung (McDougald,

2008).

2.1.2 Morphologie

Die Ultrastruktur der in vitro-Form &hnelt dem Bauplan vieler Trichomonaden-Arten
(Schuster, 1968). Auch Mielewczik et al. (2008) untersuchten mit elektronenmikroskopischen
Aufnahmen Histomonaden-Zellen aus in vitro Kulturen sowie Zellen aus dem
Blinddarmlumen. Die GréBe der einzelnen Zelle betrdgt 10 bis 20 um. Der etwa 1,5 bis zwei
um grofle Nukleus ist oval bis U-férmig und von einer Doppelmembran umgeben. Der aus
mikrotubuldren Strukturen geformte Spindelapparat ist mit dem Nukleus verbunden. In der

Néhe des Nukleus befindet sich der Golgi-Apparat. Zusétzlich sind eine Reihe von kleineren
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Golgi-Apparaten — ebenfalls in Kernndhe — ausgebildet. Das den Kern umgebende
Zytoplasma ist mit Nahrungsvakuolen, Hydrogenosomen und Ribosomen angefiillt.
Mitochondrien treten nicht auf, wie schon Schuster (1968) beobachtete. Statt dessen fand er in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen cytoplasmatische Aussackungen von der Grof3e eines

Mitochondriums.

Zur Fortbewegung besitzt diese Form ein einzelnes, gut ausgebildetes Flagellum.
Elektronenmikroskopisch kann man die typische 9x2+2 Anordnung der Mikrotubuli erkennen
(Mielewczik et al., 2008). Der Parabasal-Apparat besteht aus einem V-formigen Parabasal-

Korperchen und einem langen Parabasal-Filament (Honigberg und Bennett, 1971).

Bei einer anderen Form, die im Gewebe des Wirtes auftritt (Gewebe-Form) fehlt das
Flagellum. Statt dessen sind zahlreiche kurze Pseudopodien ausgebildet (Munsch et al.,
2009a; Zaragatzki et al., 2010a). Thre GroBe wird mit 8-17 um angegeben. Im Gewebe sind
die Zellen mit 12-21 pm groBer. Im degenerierenden Gewebe findet man sie in groBerer
Anzahl in Vakuolen eingeschlossen. In lidnger bestehenden Gewebeldsionen treten die
Histomonadenzellen eosinophiler als die freie Form in Erscheinung (Clarkson, 1963). Das
Innere der Zelle ist mit Nahrungsvakuolen, die Bakterien oder Reispartikel enthalten,
angefiillt. Zu den am besten sichtbaren Organellen gehdren der einzelne Nukleus,
Hydrogenosomen und der Golgi-Apparat. Zudem kommen zahlreiche Glykogen-Granula vor

(Zaragatzki et al., 2010b).

Die Erndhrungsweise der Gewebeform ist unterschiedlich zu der der freien Form.
Erstere erndhrt sich durch Phagozytose. Histomonadenzellen in der freien Form scheiden
sekretorische Enzyme aus. Die extrazelluldr vorverdauten Gewebepartikel des Wirtes werden
sodann durch Pinozytose und wahrscheinlich auch durch Diffusion aufgenommen (Lee et al.,

1969).

2.1.3 Hydrogenosome

Anaerobisch oder mikroaerophil lebende Eukaryoten werden in zwei Gruppen
eingeteilt: Typ I Anaerobier sind einzellige Eukaryoten, die durch das Fehlen von Plastiden
und Mitochondrien ihren Energie-Stoffwechsel nicht kompartimentalisieren. Auch den
Protisten des Typ II Anaerobiers fehlen Mitochondrien (Hackstein et al., 1999). Statt dessen
haben sie Hydrogenosome ausgebildet, durch die der Energie-Stoffwechsels in
unterschiedlichen Kompartimenten ablauft. Hierbei handelt es sich um sphérisch geformte,

0,3 bis 0,5 pm groBe Organellen, die in groBBer Anzahl im Zytoplasma angesiedelt sind.



2 Literaturiibersicht | 5

Erstmals wurden Hydrogenosome bei Tritrichomonas foetus gefunden (Lindmark und
Miiller, 1973). Fast alle Untersuchungen betrafen allerdings den mit den Histomonaden nahe
verwandten Einzeller Trichomonas vaginalis (Benchimol et al., 1996). Hier konnte gezeigt
werden, dass die Hydrogenosomen im Gegensatz zu Mitochondrien kein eigenes Genom
besitzen (Clemens und Johnson, 2000). Alle am Energie-Stoffwechsel beteiligten Proteine
miissen demnach im Cytosol an freien Polyribosomen synthetisiert (Lathi et al., 1992) und —
falls erforderlich — in die Hydrogenosome transportiert werden. Ein Beweis fiir die Existenz
von Hydrogenosomen bei H. meleagridis wurde von Mazet et al. (2008) durch den Nachweis
des Hydrogenosom-spezifischen Enzyms Fe-Hydrogenase erbracht. Durch elektronen-
mikroskopische Untersuchungen der Hydrogenosome von H. meleagridis konnte gezeigt
werden, dass diese von zwei Membranen umgeben sind (Mielewczik, 2008). Im Gegensatz zu
Mitochondrien formt die innere Membran der Hydrogenosome jedoch keine Christae. Zudem
konnten keine Cytochrome oder Cardiolipin gefunden werden, was allerdings auf

Untersuchungen der Hydrogenosome von 7. vaginalis zuriickgeht (Johnson et al., 1993).

Embley et al. (2002) vermuten einen gemeinsamen Vorfahren von Hydrogenosomen
und Mitochondrien. Die Frage nach der Herkunft der hydrogenosomalen Schliisselenzyme
Hydrogenase und Pyruvat-Ferredoxin Oxido-Reduktase konnte von ihnen nicht
zufriedenstellend gekldrt werden. Allerdings vermuten sie wie auch Hackstein et al. (1999)
einen Gentransfer des urspriinglichen Endosymbionten in das nukledre Genom des Wirtes. Im
Laufe der Entwicklung der unterschiedlichen eukaryotischen Linien kam es mehrmals zur
Entwicklung von Hydrogenosomen. Die unterschiedliche Morphologie in den einzelnen

Gruppen 148t auf eine nicht homologe Entwicklung schlieen (Miiller, 1993).

Hydrogenosome stellen einen guten Angriffspunkt fiir Therapeutika dar. Da sie sich in
ithrem Stoffwechsel von den Mitochondrien unterscheiden, sind Medikamente, die direkt an
den Hydrogenosomen angreifen, sehr wahrscheinlich nicht fiir die Wirtszellen schidlich

(Benchimol, 2008).

2.1.4 Stoffwechsel

2.1.4.1 Kulturbedingungen

Die Isolierung von Histomonaden erfordert frisch tote Tiere. Leber- oder
Blinddarmmaterial wird in Kulturflaschen mit 85 % M199, 5 % Chicken Embryo Extract
(CEE), 10 % Schaf- oder Pferdeserum und 10 bis 20 mg Reismehl bei einem anfanglichen
pH-Wert von 7,8 bis 8 fiir 24 bis 48 Stunden bei 40 °C bebriitet. Nach dieser Zeit kdnnen die
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Parasiten mit einem Durchlicht-Mikroskop identifiziert werden (McDougald und Galloway,
1973). Die oben beschriebenen Bedingungen fiir die in vitro Kultivierung von H. meleagridis
gehen auf die Beschreibungen von Dwyer (1970) zuriick. Er erzielte die besten Resultate mit
der Verwendung von M199 als Kulturmedium, dem er 5 % CEE, 10 % inaktiviertes
Pferdeserum sowie 10 bis 12 mg steriles Reismehl hinzufiigte, womit das sogenannte Dwyers
Medium entstand. Neben Reismehl eignen sich aber auch Maisstirke, Hafer-, Roggen- und
Buchweizenmehl (Hauck et al., 2010b). Fiir eine optimale Wachstumsrate empfiehlt Dwyer

(1970) eine Temperatur von 41 bis 42 °C.

Fiir eine erfolgreiche Kultivierung der Histomonaden in vitro sind Bakterien essentiell.
Dabei scheint die Kombination mehrerer Bakterien wie z. B. E. coli, Escherichia freundii und
Proteus mirabilis besser geeignet zu sein, das Wachstum von H. meleagridis zu fordern, als
die alleinige Gabe einzelner Bakterien (Lesser, 1964b). Stepkowski und Klimont (1980)
fiihrten dagegen auch in monoxenischen Kulturen, besonders mit Vertretern der Familie der
Enterobacteriacae, eine Vermehrung von H. meleagridis herbei. Auch die Herkunft der
Bakterien scheint eine Rolle zu spielen. Wihrend eine Mixtur aus Darmbakterien, die aus
Goldhamstern und mongolischen Gerbils gewonnen wurden, das Wachstum der
Histomonaden nicht unterstiitzen, gelang dies mit Darmbakterien aus Hiihnern, wenn auch mit
nur geringem Erfolg. Offensichtlich fehlt den Bakterien aus diesen Tieren ein
Wachstumsfaktor, der in Darmbakterien der Pute vorhanden ist (Lesser, 1960a; Lesser,
1964a). Der Wachstumsfaktor aus den Darmbakterien der Pute kann mit Lebern von iiber
sechs Monate alten weiblichen Hamstern ersetzt werden (Lesser, 1961). Im Laufe einer langer
andauernden Kultivierung und Passagierung kann es dazu kommen, dass sich die
Bakterienzusammensetzung im Medium dndert, bis sie durch natiirliche Selektion stabil bleibt

(Dobell und Laidlaw, 1926).

Das in der Kultivierung {iibliche Serum kann durch frische Sahne, entweder
pasteurisiert oder nicht, ersetzt werden (Lesser, 1963). Frische Kuhmilch sowie fettfreies

Milchpulver anstelle von Serum fiihren hingegen zu keinem Histomonadenwachstum (Lesser,

1960b).

Seit der Beschreibung des Dwyer Mediums (Dwyer, 1970) ist CEE ein wesentlicher
Bestandteil. Die Notwendigkeit des CEE sowie anderer Komponenten wurde bisher wenig
erforscht. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung des Mediums kann es bei der
Isolierung von Histomonaden aus Kulturmaterial zu Schwierigkeiten kommen. Insbesondere

durch die Gewebe- und Zellriickstande erscheint das Medium oft getriibt und Aggregate
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bilden sich (van der Heijden und Landman, 2007). Daher versuchten van der Heijden und
Landman (2007) auf die beiden als bisher essentiell angesehenen Komponenten CEE und
Pferdeserum in der Kultivierung zu verzichten. Dabei fanden sie, dass Kulturen ohne die
Beigabe von CEE teilweise besser wuchsen als Kulturen, denen CEE hinzugegeben wurden.
Auf der anderen Seite konnte die Erfordernis des Serums bestitigt werden, da Kulturen ohne
dessen Beigabe kein Wachstum zeigten. Allerdings kann es sein, dass es durch die
Verwendung von Pferdeserum zu einer Agglutination der Histomonadenzellen kommt (Hu et

al., 2008).

In Experimenten zur Uberlebensfihigkeit von H. meleagridis nach Lagerung in
fliissigem Stickstoff wurden Histomonaden-Kulturen von Chute und Chute (1969) zunéchst
auf -80 °C heruntergekiihlt. Anschlieend wurden sie in -170 bis -196 °C kalten fliissigen
Stickstoff verbracht und hier fiir bis zu 345 Tage belassen. 72 bis 81 % der auf diese Weise
eingefrorenen Kulturen {iberlebten dies und waren dariiber hinaus nach rektaler Inokulation in

Vogeln auch infektios.

2.1.4.2 Energiestoffwechsel
Der Energie-Stoffwechsel von H. meleagridis ist gekennzeichnet durch das
Vorhandensein von Hydrogenosomen, welche unter anaeroben Bedingungen Wasserstoff zur

Aufrechthaltung des Redoxpotentials produzieren (Hackstein et al., 1999).

Zusammenfassend besteht die Hauptfunktion der Hydrogenosomen in der oxidativen
Decarboxylierung von Pyruvat. Diese ist verbunden mit der ATP-Produktion und der Bildung
von molekularem Wasserstoff. Die Schliisselenzyme des Pyruvat-Metabolismus sind die

Pyruvat-Ferredoxin Oxido-Reduktase (PFO) und die Hydrogenase (Kulda, 1999).

Der Energie-Metabolismus in den Hydrogenosomen wurde fiir 7. vaginalis von
Steinbiichel und Miiller (1986) beschrieben. Das in der Glykolyse im Cytosol entstehende
Pyruvat wird in den Hydrogenosomen oxidativ zu Acetyl-CoA decarboxyliert. Elektronen
werden durch die PFO auf Ferredoxin iibertragen. Ferredoxin ermoglicht seinerseits die
Ubertragung von Elektronen auf Protonen, um molekularen Wasserstoff zu produzieren.
Dieser Schritt wird von der Hydrogenase katalysiert. Der Wasserstoff verldit zur
Aufrechterhaltung des Redoxpotentials das Hydrogenosom. Von Acetyl-CoA wird Acetat
abgespalten, welches die Hydrogenosomen ebenfalls verlafit. Das verbliebene Coenzym A

wird auf Succinat iibertragen, wodurch Succinyl-CoA entsteht. Dies dient als Substrat fiir die
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Bildung von ATP, welches wiederum das Hydrogenosom verldfit. Durch eine reduktive

Carboxylierung wird aus Pyruvat Malat gebildet und aus dem Hydrogenosom ausgeschleust.

2.1.5 Taxonomie

Die taxonomische Einordnung von H. meleagridis hat sich im Laufe der Jahrzehnte
seit der Erstbeschreibung immer wieder verdndert. Die enge Verwandtschaft aber zu

Trichomonas, Dientamoeba und Entamoeba blieb dabei immer bestehen.

Erstmalig wurde das Genus Histomonas von Tyzzer (1920b) eingefiihrt. Aufgrund
antigenetischer Analysen konnte eine nahe Verwandtschaft zu Dientamoeba fragilis und
Trichomonas gallinae bestitigt werden. Eine weitaus geringere Verwandtschaft besteht mit
Entamoeba histolytica und Entamoeba invadens (Dwyer, 1972a; Dwyer, 1972b; Dwyer,
1974).

Die Parabasala, denen die Histomonaden angehdren, sind eine monophyletische
Gruppe von Protisten, gekennzeichnet durch eine Reihe von ultrastrukturellen Merkmalen, die
erstmalig in dieser Gruppe auftreten (Synapomorphien), wie das Vorhandensein von
Hydrogenosomen, eine typische Anordnung der Mastigonten, einen Axostyl-Pelta-Komplex,
einen Parabasal-Apparat und das Auftreten von extranukledren Spindeln wéhrend der

Zellteilung (Cavalier-Smith, 1998).

In dem taxonomischen System von Cavalier-Smith (1998) ergibt sich folgende

systematische Position von Histomonas meleagridis:

Stamm Parabasala

Klasse Trichomonadea
Ordnung Trichomonadida
Familie Monocercomonadidae

Cavalier-Smith (1998) teilt in diesem System dem Stamm der Parabasala nur noch
eine weitere Klasse zu, die Hypermastigidea. Die Ordnung Trichomonadida umfaf3t insgesamt
vier  Familien:  Trichomonadidae, = Monocercomonadidae, = Devescovinidae  und

Calonymphidae.
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Eine neue Einteilung ergab sich durch die Einbeziehung molekularbiologischer

Ergebnisse von Cepicka et al. (2010):

Stamm Parabasala

Klasse Tritrichomonadea
Ordnung Tritrichomonadida
Familie Dientamoebidae
Genus Histomonas

Insgesamt gehoren in dieser taxonomischen Einteilung sechs Klassen zu den

Parabasala. Zur Familie Dientamoebidae wird des weiteren das Genus Dientamoeba gezihlt.

Gerbod et al. (2001) zeigten durch Untersuchungen des SSU-rRNA-Gens eine enge
phylogenetische Verwandtschaft zwischen Histomonas und Dientamoeba. Zudem zeigen

beide Genera einen sekundéren Verlust von Strukturen des Cytoskeletts.

Die nahe Verwandtschaft zu D. fragilis und T. foetus konnte auch durch die Arbeiten
von Hauck und Hafez (2009; 2010) und Mantini et al. (2009) bestétigt werden.

2.1.6 Vorkommen

Wirtschaftliche Bedeutung erlangt die Krankheit durch den Befall von Puten- und
Hiihnerbestdnden. Dabei kann die Morbiditit und Mortalitdt bei Puten 100 % betragen.
Hiihner fallen meist nur durch einen Leistungsabfall mit geringer Mortalitit auf (Esquenet et
al., 2003; Hafez et al., 2001). Callait-Cardinal et al. (2007) untersuchten das Vorkommen der
Histomonose in Putenmast- und Putenelterntierherden in Frankreich. Dabei war die Mortalitét
bei den Elterntieren um rund ein Drittel hoher als in den Mastbestinden. Verschiedene
Putenlinien scheinen unterschiedlich empfinglich fiir die Histomonose zu sein, was sich in
einer unterschiedlichen Mortalitdt bei Wild Canadian Turkey-, British United Turkey-Big6-
und Kelly Bronze-Puten zeigt (Lotfi und Hafez, 2009). Reynaud et al. (2005) konnten
dagegen keinen Unterschied in der Empféanglichkeit fiir die Histomonose bei zwei Putenlinien

feststellen.

Cortes et al. (2004) beschreiben einen natiirlichen Ausbruch der Histomonose bei
Hiithnern in Kalifornien. Lediglich 1 % der Hiithner waren hierbei krank. Auch die Mortalitét

war mit 0,9 % im Vergleich zu den zu erwartenden 0,1 bis 0,25 % pro Woche nur leicht
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erhoht. Einzelne Hithnerrassen konnen dabei unterschiedlich empfanglich fiir Histomonaden
sein. Die hochste Anfilligkeit zeigt sich bei der Rasse New Hampshire, wohingegen die
Rhode Island Red-Hiihner relativ resistent sind. White Leghorn-Hiihner und Hiihner der
Kreuzung New Hampshire mit Barred Plymouth Rock weisen eine mittlere Anfilligkeit auf
(Lund, 1967). Die von Chute et al. (1976) mit Histomonaden und Heterakiden infizierten
Hithner der Rassen White Leghorn und New Hampshire zeigten lediglich

Blinddarmverdanderungen und keine Mortalitit.

Von Lund und Chute (1972a) wurde die Empfianglichkeit von jungen Pfauen (Pavo
cristatus) fur Histomonaden untersucht. Sie gaben den Tieren embryonierte Heterakiden-Eier
mit Histomonaden zur oralen Aufnahme. Resultierend aus den Ergebnissen des Versuches
kamen sie zu dem Schluss, dass Pfaue ebenso empfinglich sind wie Puten, Hithner und
Fasane. Fasane (Phasianus colchicus) selber spielen mehr eine Rolle bei der Verbreitung der
mit Histomonaden infizierten Heterakiden (Lund und Chute, 1972b). Obwohl Fasane weniger
anfillig fiir die Histomonose sind, dhneln Blinddarm- und Leberldsionen bei den wenigen

aufgetretenen Fiéllen denen der Puten (Pennycott, 2000).

Reis et al. (2009) berichten vom Auftreten der Histomonose bei einem
gefangengehaltenen Chukarhuhn (Alectoris chukar). Neben dem Auftreten von H.
meleagridis gelang bei dem Vogel auch der Nachweis von Heterakis gallinarum. Auch Lund
und Chute (1971b) konnten die Emfpénglichkeit von A. chukar fir die Histomonose
nachweisen, indem sie embryonierte Heterakiden-Eier aus Hiihnerbestinden mit

nachgewiesener Histomonose oder Regenwiirmer aus Fasanenbestéinden gaben.

Perlhiihner (Numida meleagris) sind ebenfalls empfinglich fiir die Histomonose. Da
sie nur wenige klinische Anzeichen aufweisen, scheint eine Infektion fiir sie allerdings keine
grofle Relevanz zu haben (Chute und Lund, 1972). Vielmehr kommt ihnen eine Rolle als

Ansteckungsquelle fiir andere Hithnervogel zu (Lund und Chute, 1972c¢).

Eine weitere Infektionsquelle fiir Histomonaden stellt die Virginiawachtel (Colinus
virginianus) dar (Zeakes et al., 1981). Da die Wachteln eine geringere Mortalitdt als Puten
aufweisen, sind sie besser als diese geeignet, die Krankheit zu verbreiten (Kellogg und Reid,
1970; Lund und Chute, 1971a). Demgegeniiber steht die geringe Empféanglichkeit der
Japanischen Wachtel (Coturnix coturnix japonica) fiir Histomonaden und Heterakiden. Weder

wird die Gesundheit der einzelnen Wachtel bei einer Infektion mit Histomonaden sonderlich
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gefdhrdet, noch spielen die Wachteln eine nennenswerte Rolle bei der Verbreitung der

Krankheit (Lund und Ellis, 1967).

Das Vorkommen von H. meleagridis ist nicht nur auf Hiihnervogel begrenzt. Borst
und Lambers (1985) konnten eine akute Typhlohepatitis in zwei juvenilen Strauen (Struthio
camelus) nachweisen. Zudem zeigte sich ein H. meleagridis &hnlicher Erreger im
Nativprédparat. Ein Prolaps der Kloake bei mehreren StrauBen konnte ebenfalls mit dem
Auftreten von H. meleagridis éhnlichen Protozoen in Verbindung gebracht werden (lordanidis
et al., 2003). In einer Hobbyhaltung starben zwei Nandus (Rhea americana) an einer
vermutlichen Histomonose (Dhillon, 1983). Sie wurden zusammen mit Hithnern, Wildputen,
Fasanen, Pfauen und Wasservogeln gehalten. In der Sektion und Histopathologie zeigten sie
typische Blinddarm-Veridnderungen. In den histopathologischen Schnitten konnten zudem
Histomonaden dhnliche Parasiten nachgewiesen werden. Des weiteren treten bei Nandus auch
Leberverdnderungen, gekennzeichnet durch nekrotische Herde, auf (McMillan und Zellen,

1991).

In einer Studie infizierten Callait-Cardinal et al. (2006) Moschusenten (Cairina
moschata) und Mularden-Enten. Als Kontrolltiere dienten Puten. Zwar entwickelten auch die
Enten klinische Symptome, allerdings waren die makroskopischen Lésionen in den
Blindddarmen deutlich geringer als bei den Puten. Damit kamen sie zu der Schlussfolgerung,
dass Enten zwar keine empfinglichen Wirtstiere fiir die Schwarzkopfkrankheit zu sein
scheinen, jedoch als Trégertiere fiir H. meleagridis fungieren konnen. Alkhalaf und Mahmoud
(2009) berichten von einem natiirlichen Ausbruch einer Histomonose bei Enten. Die Tiere
zeigten typische Organverdnderungen. Die Schwere der Lidsionen wurde durch eine

gleichzeitige Infektion mit Enterococcus fecalis noch verstirkt.

2.1.7 Ubertragung

2.1.7.1 Ubertragung zwischen einzelnen Bestidnden

Histomonaden kommen iiberall dort vor, wo auch geeignete Wirte existieren. Die
Ubertragung war lange Zeit nicht geklirt (Tyzzer und Fabyan, 1920). Dennoch wurde schon
in den 20er Jahren eine Verbreitung der Histomonose in Putenbestinden mit dem
gleichzeitigen Vorhandensein des Nematoden Heterakis papillosa — heute Heterakis
gallinarum — in Verbindung gebracht (Graybill und Smith, 1920; Tyzzer et al., 1921; Tyzzer
und Fabyan, 1922). In den 50er Jahren kam es bei Rebhiihnern (Perdix perdix) und Fasanen

zu einem vermehrten Auftreten von Heterakis isolonche, was ein Hinweis auf eine
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Ubertragung der Histomonaden sein kénnte (Potts, 2009). Eine Ubertragung von H.
meleagridis durch den Nematoden Heterakis bonasae findet dagegen nicht statt (Davidson et
al., 1978). Die Pravalenz der Histomonose ist in solchen Gegenden hoher, in denen auch der
Blinddarmwurm H. gallinarum und verschiedene Regenwurm-Spezies vorkommen (Adams et

al., 1986).

Fiir die Ubertragung zwischen Bestinden sind in erster Linie Hiihner in
Zusammenspiel mit H. gallinarum verantwortlich (Swales, 1950b). Hiihner sind der beste und
passendste Wirt fiir Heterakiden (Lund und Chute, 1970; Lund und Chute, 1972d), obwohl
auch Puten fiir Heterakiden empfinglich sind (Swales, 1948). Die Wachstumsrate der
Wiirmer ist in beiden Wirten annéhernd gleich (Lund, 1958). Zudem finden sich Heterakiden
in den Blindddrmen von Perlhithnern (Chute und Lund, 1974), Fasanen und Wachteln (Lund
und Chute, 1974a). Obwohl in Experimenten auch Génse und Enten mit Heterakideneiern
infiziert werden konnten, entwickelten sich die Larven hier nicht bis zum adulten Wurm

weiter (Lund et al., 1974).

Adulte Heterakiden finden sich in den Caeca des Wirtsvogels, wobei H. gallinarum
selber fiir den Wirtsvogel apathogen ist (Lund und Chute, 1974b; Chalvet-Monfray, 2004).
Dennoch kann es bei Hithnern durch H. gallinarum in den Caeca gelegentlich zu einer lokalen

T-Zell Antwort kommen (Schwarz et al., 2011).

Brener et al. (2006) sprechen von einer 70 %igen Prevalenz von H. gallinarum bei
brasilianischen Puten. In der einzelnen Pute fanden sie ein bis 113 Wiirmer, wobei
durchschnittlich 26 Heterakiden pro Pute auftraten. H. meleagridis befindet sich in
Epithelzellen des Intestinaltraktes der Heterakiden, wenn der Wurm selbst noch sehr jung
oder frisch geschliipft ist. Auf welche Weise sie in die Oocysten von H. gallinarum gelangen,
konnte noch nicht gekldart werden (McDougald, 2008). Wahrscheinlich ist, dass die
weiblichen Wiirmer im Laufe der Kopulation von den ménnlichen Wiirmern infiziert werden.
Die Histomonaden werden sodann in die Eier inkorporiert, solange die Eischale noch nicht
ausgebildet ist (Springer et al., 1969). Dabei enthilt aber nur etwa ein Heterakidenei von 200
Eiern bzw. ein Ei von 1000 Histomonaden (Lund und Burtner, 1957; Kendall, 1957). McKay
und Morehouse (1948) gelang es, bei 80 bis 100 % der von ihnen mit Heterakiden infizierten
Puten eine Histomonose hervorzurufen. Lund (1971) beobachtete eine Histomonadeninfektion
pro 473 embryonierten Eiern. Pro Tag und weiblichem Wurm konnen iiber 900 Eier
ausgeschieden werden (Chalvet-Monfray et al., 2004). In der Einstreu sind die Wurmeier bis

zu drei Jahre iiberlebensfdhig und positiv fir H. meleagridis (Farr, 1961). Nach rund sechs
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Wochen befindet sich in den Eiern jeweils ein Wurm, wobei sich die Reifung des Wurmes
sowohl in der Umwelt als auch im Vogelwirt vollzieht (Chalvet-Monfray et al., 2004). Die
Histomonaden kdnnen im Wurm z. B. mikroskopisch nachgewiesen werden (Kendall, 1959).
Oftmals kommt es im vorderen Bereich des Wurmes zu einer Schwellung (Connell, 1950).
Vogel werden infiziert, wenn sie embryonierte Heterakiden-Eier aufnehmen. In den
Blindddirmen des Wirtes schliipfen die Heterakis-Larven. Aus ihnen werden die
Histomonaden wihrend der Hautung der Larven entlassen oder, wenn auch weitaus seltener,

durch Absterben der Larve (Fine, 1975).

Da Hiithnern in der Verbreitung von H. meleagridis im Zusammenspiel mit H.
gallinarum eine wichtige Rolle zukommt, wird allgemein dazu geraten, Hiithner getrennt von
anderem Gefliigel zu halten, welches empfanglich fiir die Histomonose ist (Lund und Chute,

1970).

Als Transport- oder Stapelwirte konnen verschiedene Regenwurm-Arten (z. B.
Lumbricus terrestris, Allolobophora caliginosa, FEisenia foetida) fungieren. In ihnen
schliipfen aus den aufgenommenen Heterakiden-Eiern juvenile Wiirmer. Die Larven dringen
in die Korperhohle des Regenwurms ein und leben hier, bis der Regenwurm wiederum vom
Endwirt aufgenommen wird (Lund et al., 1966; Lund, 1969; Lund und Chute, 1974b). Hiihner
und Puten entwickelten eine klinische Histomonose, nachdem sie Regenwiirmer aufnahmen,
die von einem Geldnde stammten, auf dem zuvor Fasane gehalten wurden. In der Sektion

konnten aus den Puten und Hithnern Heterakiden isoliert werden (Kemp und Franson, 1975).

Frank (1953) untersuchte die Mdoglichkeit, ob verschiedene Grashiipferarten (Bruneria
brunnea, Camnula pellucida, Melanoplus mexicanus, M. packardii, M. bivittatus und M.
femurubrum) durch Fressen von infizierten Heterakis-Eiern Vektoren fiir Histomonaden sein
konnen. Er konnte nachweisen, dass Grashiipfer die Eier fiir bis zu 96 Stunden in ihrem
Gastrointestinaltrakt beherbergen. In fritheren Studien bestitigte er auch Fliegen (Musca
domestica, Lucilia sp.) als mechanische Vektoren, die mit H. meleagridis infizierte
Heterakiden-Eier von einem Ort zu einem anderen verbringen (Frank, 1953). Von Tyzzer
(1920a) wurde beobachtet, wie Puten Fliegen aufnehmen. Er folgerte, dass diese bei der

Verbreitung der Krankheit eine Rolle spielen konnten.

Einen weiteren Stapelwirt stellt der Gldnzende Getreideschimmel-Schwarzkéafer
(Alphitobius diaperinus, Panzer 1797) dar. Dieser findet sich in groBer Anzahl in

Gefliigelbestinden, wo er sich von Gefliigelfutter, Faeces und toten Vogeln erndhrt (Kumar,
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1986). In einer Studie gelang der Nachweis von Histomonaden-DNA mittels PCR aus Kéfern
aber nur zu einem geringen Teil, was vermuten ldsst, dass, obwohl sich der
Getreideschimmelkdfer mit H. meleagridis infizieren kann, er keine grofle Rolle bei der

Verbreitung zwischen Bestdnden spielt (Huber et al., 2007).

2.1.7.2 Ubertragung innerhalb eines Bestandes

Eine vertikale Ubertragung der Histomonaden kommt nicht vor (Tyzzer und Collier,

1925).

Innerhalb eines Bestandes ist es mdglich, dass Puten Histomonaden oral aufnehmen,
wie es auch in verschiedenen Experimenten gelang (Liebhart und Hess, 2009), und so eine
Histomonose entwickeln. Die genaue Anzahl an Histomonaden, die aufgenommen werden
muss, um typische pathologische Verdnderungen hervorzurufen, ist dabei nicht bekannt
(Lund, 1955). Es scheint jedoch unerheblich zu sein, wieviele Histomonaden pro Tier
aufgenommen werden, damit sich eine Histomonose manifestieren kann (Liebhart et al.,
2008). Hilfreich ist es, wenn im Verdauungstrakt alkalische Verhiltnisse herrschen, z. B.
durch die Verfiitterung einer alkalischen Mixtur (Horton-Smith und Long, 1956). Lund (1956)
sieht die Gefahr von oral aufgenommenen Histomonaden bei Puten in der Mdglichkeit, dass
auf diese Weise Heterakiden, die sich schon in der Pute befinden, in Kontakt mit den

Histomonaden gebracht werden. Die Eier der Heterakiden konnen somit infektios werden.

McDougald (2008) vertritt die Meinung, dass Histomonaden auferhalb eines Wirtes
nicht in der Lage sind, langer als einige Minuten zu {iberleben. Demgegentiiber stehen die
Ergebnisse von Lotfi et al. (2010), die iiberlebensfihige Histomonaden auch noch nach

einigen Stunden auf verschiedenen Materialien nachweisen konnten.

Eine weitere Methode der Verbreitung — neben der direkten oralen Aufnahme des
Parasiten — innerhalb eines Bestandes ist das Cloacal Drinking. Hierzu kommt es, wenn sich
Tiere mit der Kloake direkt auf frischen Kot eines anderen, mit Histomonaden infizierten
Tieres setzen. Die Kloake fiihrt bei Stimulation der oberen Kloakenlippe rhythmische
Kontraktionen aus. Dadurch zieht sie Material ins Innere. Dieses gelangt in die Bursa

fabricius und in die Blindddrme (Hu et al., 2004).

In verschiedenen Tierversuchen konnte eine direkte Ubertragung von H. meleagridis
nachgewiesen werden, indem infizierte Tiere zusammen mit nicht infizierten gehalten
wurden. McDougald und Fuller (2005) hielten infizierte und nicht infizierte Puten zusammen,

die frei von Heterakiden waren. Die Rate, mit der die nicht infizierten Puten Zeichen einer
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Histomonose zeigten, war dabei allerdings mit 16,7 bis 100 % unterschiedlich. Bei Hithnern
hingegen scheint es zu keiner Verbreitung von H. meleagridis durch den Kontakt infizierter
Tiere mit nicht infizierten zu kommen (Hu et al., 2006). Hess et al. (2006a) fanden eine
schnelle Verbreitung des Parasiten in infizierten Gruppen von Hiithnern oder Puten, denen
nicht infizierte Tiere hinzugesetzt wurden. Eine Verbreitung der Histomonose konnte von
Armstrong und McDougald (2011) nachgewiesen werden, nachdem sie nicht infizierte Puten

in Kéfige mit den Faezes infizierter Puten verbrachten.

2.1.8 Immunitét

Durch die rektale Inokulation von nichtpathogenen Histomonaden ist es moglich, bei
Puten eine Immunitét gegen pathogene Stdmme hervorzurufen (Lund, 1959). Im Serum von
Hiithnern und Puten lassen sich sodann Antikdrper gegen H. meleagridis finden (Clarkson,
1963). Auch eine orale Vakzination von Puten mit in vitro attenuierten Histomonaden ist in
der Lage, eine Antikorperbildung hervorzurufen (Liebhart et al., 2010). Nach experimenteller
Infektion von Hiihnern mit H. meleagridis kommt es in den Blindddrmen der betroffenen
Tiere zur Ausbildung von IgM-, IgG- und IgA-Antikérpern (Windisch und Hess, 2010). Gibt
man eine inaktivierte Vakzine, dessen Basis zerstorte Histomonaden-Zellen sind, bei Puten
intramuskuldr, bildet sich kein ausreichender Schutz gegen eine anschlieBende Infektion aus

(Hess et al., 2008).

2.1.9 Klinik, Pathologie und Histologie

2.1.9.1 Klinische Symptome

Erste Anzeichen einer klinischen Erkrankung bei Legehennen &ullern sich in einem
Legeleistungsabfall, wobei ein Produktions-Verlust von 11 % pro Woche auftreten kann
(Esquenet et al., 2003). Broiler fallen erstmals durch einen Gewichtsverlust auf (Popp et al.,
2011). Homer und Butcher (1991) beobachteten klinische Anzeichen bei Hithnern im Laufe
von drei Wochen. In dem von Esquenet et al. (2003) beschriebenen Ausbruch starben 9 % der

Hiihner, ohne zuvor eine deutliche Klinik zu zeigen.

Bei Hiithnern &uBert sich die Histomonose in einem Kiimmern der Tiere mit
gleichzeitiger Apathie. Das Gefieder ist gestrdubt, die Fliigel werden hdngengelassen und die
Augen sind geschlossen (Homer und Butcher, 1991; Popp et al., 2011). Klinische Anzeichen
und Mortalitdt konnen aber, trotz gefundener Schiadigungen der Blindddrme, bei Hiithnern

auch fehlen (Zahoor et al., 2011).
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Auch Puten =zeigen ein gestriubtes Gefieber, geschlossene Augen und eine
zunehmende Mattigkeit (Jung et al., 2009). Die Futteraufnahme ist deutlich herabgesetzt,

wohingegen die Wasseraufnahme zunimmt (Aka et al., 2011).

2.1.9.2 Morbiditat und Mortalitét

Homer und Butcher (1991) geben die Mortalitét bei Hiihnern mit zwei bis drei Prozent
an. Mit 9,1 % war die Mortalitdt in einem Freiland-Hiihnerbestand etwas hoher (Esquenet et
al., 2003). Auch Cortes et al. (2004) fanden einen nur geringfiigig erhohten Anstieg der
Mortalitdt bei Hithnern. Zudem war die Morbiditit mit 1 % duBerst gering. In dem von Hafez
et al. (2001) dokumentierten Fall bei Hithnern betrug die Mortalitidt dagegen 50 %, wobei
darauf hinzuweisen ist, dass eine gleichzeitige Infektion mit Erysipelothrix rhusiopathiae und

E. coli vorlag.

In von der Histomonose betroffenen Putenbestéinden ist die Mortalitit dagegen weitaus
hoher. Wéhrend Jung et al. (2009) eine Mortalitdt von 56,7 % verzeichneten, berichten Tyzzer
(1934) bzw. Popp et al. (2011) von einer 96 %igen bzw. nahezu 100 %igen Mortalitdt bei

Puten.

2.1.9.3 Pathologische Verdnderungen

Die Krankheit hat ihren Ursprung in den Blindddrmen. Von hier aus gelangt der
Erreger mit dem Blutstrom zu den Lebern (Farmer et al., 1951; McGuire und Morehouse,
1958). Damit sich eine Histomonose bei Puten und Hiihnern manifestieren kann bzw. sich
pathologische Verdnderungen in den Lebern und Blinddirmen zeigen, scheint ein
Zusammenspiel zwischen H. meleagridis und verschiedenen Bakterien, v. a. Clostridium
perfringens und E. coli, notig zu sein (Doll und Franker, 1963; Bradley et al., 1964; Franker
und Doll, 1964; Springer et al., 1970).

Bei der Sektion zeigt sich, dass die oftmals vergroBerten Blindddrme betroffener
Hiihner mit einem késigen kréftig grauem, weillem oder braunfleckigem Inhalt angefiillt sind
(Homer und Butcher, 1991; Esquenet et al., 2003). Diese Ausgiisse sind oft mit der inneren
Blinddarmwand verbunden, sodass sich beim Entfernen des Inhaltes Teile der Wand ablosen.
Die Mukosa stellt sich triib und granulir dar (Homer und Butcher, 1991). Die Blinddarmwand
ist verdickt und hyperdmisch (Esquenet et al., 2003). Oftmals tritt eine Peritonitis auf, in
deren Verlauf es zu Verklebungen der einzelnen Organe kommt (Homer und Butcher, 1991;

Esquenet et al., 2003).
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Homer und Butcher (1991) konnten in keinem der untersuchten Hithner Leberldsionen
finden. Zwar wiesen die Lebern der Hiihner, die von Esquenet et al. (2003) untersucht
wurden, nicht die typischen Léasionen auf, wie sie bei Puten gefunden werden. Dennoch
stellten sich die Lebern klein und blass dar. Mikroskopisch wurden fokale Nekroseherde

nachgewiesen.

Auch Madsen (1962) weist darauf hin, dass die Leberldsionen bei Hithnern nur gering
ausgebildet sind oder aber auch fehlen konnen. Demgegeniiber stehen die Beobachtungen von
Hafez et al. (2001), die in Hiihnern keinerlei Blinddarmlésionen fanden. Dafiir beschrieben sie

zahlreiche haselnussgrofle, weigelbe Nekroseherde in der Leber.

Puten zeigen — wie auch Hiihner — deutliche Blinddarmverdnderungen. Die
Blinddarmwinde sind verdickt und das Lumen ist mit einem kisigen Material angefiillt (Jung
et al., 2009; Karaman et al., 2009; Aka et al., 2011, Popp et al., 2011). Zumeist ist dieser
Inhalt weisslich-fibrinés (Aka et al.,, 2011, Popp et al., 2011), teilweise auch mit
Blutbeimengungen (Jung et al., 2009).

Die Lebern von erkrankten Puten sind hédufig geschwollen. Zu Beginn des
Krankheitsgeschehens sind weissliche Nekrosen in der Leber noch sehr fein (Jung et al.,
2009; Aka et al. 2011). Im weiteren Verlauf nehmen die Nekroseherde an GroBe zu, bis sie
runde, bis zu einem Zentimeter grofle, im Zentrum eingesunkene Léisionen ausgebildet haben
(Ley et al., 1989; Popp et al., 2011), die bis ins Parenchym reichen (Hurst, 1980). Die Anzahl
der Parasiten, die in die Leber eindringen, ist bei Puten wesentlich hoher als bei Hithnern

(Powell et al., 2009).

2.1.9.4 Histopathologische Veranderungen

Bei betroffenen Hiithnern ergab die von Homer und Butcher (1991) vorgenommene
histopathologische Untersuchung der Blindddrme eine fibrinonekrotische ulzerative
granulomatdse Typhlitis. Hafez et al. (2001) beschreiben die Blinddarmverdnderungen bei
Hiihnern als diphtheroid nekrotisierende Entziindung. In der Blinddarmwand fanden Homer
und Butcher (1991) Histomonaden. Der untersuchte Blinddarminhalt stellte sich als
eosinophiles Exsudat mit zahlreichen degenerierten Leukozyten, Erythrozyten, Epithelzellen
und Bakterien dar. Einige Ausgiisse waren geschichtet und von multinukledren Riesenzellen
umgeben. Ein Grofteil der Mukosa war angegriffen und oftmals bereits ulzeriert. Aus dem
Inhalt der Blinddarme kam es hiufig zu einem Einwandern von Makrophagen, Lymphozyten

sowie einigen multinukledren Riesenzellen, heterophilen Granulozyten und Plasmazellen in
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Schichten der Blinddarmwand (Homer und Butcher, 1991; Esquenet et al., 2003). In den
Wiénden fanden sich zahlreiche, mit Histomonaden angefiillte Vakuolen (Homer und Butcher,

1991; Hafez et al., 2001).

Die Leber bei Hiihnern mit Histomonose zeigten Nekrosen mit entziindlichen

Infiltrationen (Hafez et al., 2001).

Jung et al. (2009) untersuchten die Blinddarme und Lebern von erkrankten Puten. Die
Blinddarmwand war entziindlich verdndert und von heterophilen Granulozyten besiedelt.
Auch die Leber war von Entziindungsherden durchzogen. In den Herden fanden sich
Makrophagen und Lymphozyten. Heterophile Granulozyten waren im Gegensatz zum

Blinddarm in der Minderheit.

2.1.9.5 Andere von der Histomonose betroffene Organe
Sowohl nach experimenteller als auch nach einer natiirlichen Infektion kann der

Erreger in verschiedenen Organen nachgewiesen werden (Hauck et al., 2006).

Bereits 1958 berichteten Malewitz et al. (1958) von Verdnderungen in der Leber, den

Caeca, aber auch den Nieren und der Milz nach experimenteller Infektion bei Puten.

Huber et al. (2006) gelang der Nachweis von Histomonaden-DNA nach
experimenteller Infektion von Puten im Duodenum, im Jejunum, im Ileum, im Herzen, im
Gehirn, in der Milz und der Lunge. Allerdings konnten sie keine DNA im Blut, im Pankreas,
in den Nieren und im Oberschenkelmuskel finden. Mit Hilfe von immunohistochemischen
und Firbe-Methoden ergab sich durch die Arbeiten von Singh et al. (2008) ein teilweise
anderes Ergebnis: Ein Nachweis bei experimentell infizierten Puten gelang beim
Driisenmagen, dem Caecum, dem Pankreas, der Bursa fabricius, der Leber, der Milz, dem
Herzen, der Lunge, dem Knochenmark und dem Gehirn. Dahingegen konnten im Duodenum,
dem Jejunum, den Nieren und dem Thymus keine Histomonaden nachgewiesen werden. Nach
experimenteller Infektion von Puten wurde Erreger-DNA von Hauck et al. (2006) in allen
untersuchten Blindddrmen, Lebern, Lungen und Herzen gefunden. Zum Teil wurde der
Erreger auch in den Nieren, in der Bursa fabricius, im Gehirn und in der Milz gefunden

(Hauck et al., 20006).

Nach experimenteller Infektion von Hithnern und Puten fanden Grabensteiner et al.
(2006) bei den Puten in allen von ihnen untersuchten Organen DNA von H. meleagridis. Dies

waren der Driisenmagen, das Duodenum, das Jejunum, die Caeca, das Pankreas, die Bursa
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fabricius, die Leber, die Nieren, die Milz, das Herz, die Lungen, das Thymus und das Gehirn.
Bei den Hiihnern gelang der Nachweis von Histomonaden nur im Blinddarm, in der Bursa

fabricius, in den Nieren, im Herzen und im Gehirn.

Auch Clarkson (1962) beschreibt Verdnderungen der Nieren bei Puten und Hiihnern

nach Infektion mit embryonierten Heterakis-Eiern, die Histomonaden enthielten.

Der Nachweis der DNA durch eine PCR nach natiirlicher Infektion von Puten gelang
bei allen untersuchten Blindddrmen, Lebern, Milzen, Nieren und Gehirnen. Auch einige
Bursae fabricii, Duodeni und Jejuni waren Histomonas-positiv (Hauck et al., 2006). Senties-
Cué et al. (2009) berichten iiber das Vorliegen von H. meleagridis bei Puten in verschiedenen
anderen Organen aufler der Leber und den Blindddrmen nach natiirlicher Infektion. Der
Erreger wurde sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch im Pankreas, in der Milz, den

Nieren, der Bursa fabricius, der Lunge und im Driisenmagen nachgewiesen.

Auch Cortes et al. (2004) beschreiben in einem Fallbericht das Auftreten von

Histomonaden in der Bursa fabricius. Allerdings waren in diesem Fall Hiithner betroffen.

2.1.10 Diagnose

2.1.10.1 Klinik, Sektion
Durch die klinischen Symptome in der Herde sowie pathologischen Veridnderungen
bei der Sektion, kann bei Puten schnell eine Verdachtsdiagnose gestellt werden (McDougald,

2008).

Lisionen, die in den Blindddrmen von Hiihnern gefunden werden, sind sehr
unterschiedlich. Einige dhneln denen bei Puten. Oftmals ist jedoch im Inhalt so viel Blut
beigemischt, dass eine Abgrenzung zu einer Eimeria tenella-Infektion schwerfallt

(McDougald, 2005).

2.1.10.2 Mikroskopischer Nachweis

Lebende Organismen konnen unter dem Mikroskop nachgewiesen werden. Besonders
geeignet hierfiir ist ein Phasen-Kontrast-Mikroskop. Aufgrund der Grof3e von H. meleagridis
(Durchmesser etwa 10 um) empfielt sich eine 200 bis 400 fache Vergroflerung (McDougald,
2005). Wichtig dabei ist, dass das Material von frisch getdteten, also noch warmen Tieren
stammt. Hilfreich ist auch, wenn die zu untersuchenden Proben wihrend der Préparation
warm gehalten werden. Wird zusétzlich noch der Mikrokoptisch angewarmt, so bleiben die

Bewegungen der Histomonaden auch weiterhin sichtbar, um eine Diagnose stellen zu konnen.
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Allerdings sind die Erreger nur im Blinddarmlumen begeilelt. Eine mikroskopische Diagnose
aus anderen Geweben ist wegen der fehlenden Bewegung weitaus schwieriger (McDougald,

2008).

2.1.10.3 Histopathologie

In histopathologischen Schnitten wird der Erreger mittels Hematoxylin und Eosin
(HE-Farbung), Periodic-Acid-Schiffs- (PAS) Féarbung oder Grocott-Fiarbung dargestellt. Eine
Schwierigkeit besteht in der Unterscheidung zu Pilzen und anderen Pathogenen (Kemp und

Reid, 1966a).

Nicht immer gelingt die Farbung des Organismus mit der PAS-Farbung, was eventuell
auf unterschiedliche Entwicklungsstufen von H. meleagridis zuriickzufiihren ist (Senties-Cué

et al., 2009). Cortes et al. (2004) hingegen erzielten gute Ergebnisse mit der PAS-Féarbung.

2.1.10.4 Anzucht in vitro

Die Diagnose der Histomonose erfolgt unter anderem mittels Isolierung und Anzucht
der Histomonaden aus Leber und Blindddrmen verendeter oder getoteter Tiere (McDougald
und Galloway, 1973). Eine Schwierigkeit ergibt sich hier in der Temperaturempfindlichkeit
des Erregers. Da die optimale Temperatur fiir ein Histomonadenwachstum von 41 bis 42 °C
(Dwyer, 1970) wéhrend eines Transportes der Tiere in ein Diagnostiklabor nicht eingehalten
werden kann, versuchten Gerhold et al. (2010), die mindest notwendige Temperatur fiir eine
erfolgreiche Anzucht von H. meleagridis aus nicht mehr frisch toten und damit auch nicht
mehr optimal warmen Végeln herauszufinden. Um einen Transport unter Normalbedingungen
zu simulieren, wurde zuerst der Kadaver der getdteten Tiere bei Raumtemperatur gelagert.
Nach Entnahme der Proben fiir eine Kultivierung wurden diese verschieden lange (bis zu 120
Stunden) bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Keine der Temperaturen erreichte dabei
das von Dwyer (1970) erforderte Optimum. Positive Ergebnisse in der Kultivierung ergaben
sich lediglich, wenn der Kadaver nicht ldnger als zwei Stunden bei Raumtemperatur gelagert
wurde gefolgt von einer maximalen Lagerungsdauer von 72 Stunden bei 30 °C. Aufgrund
dieser Ergebnisse empfehlen Gerhold et al. (2010) fiir eine erfolgreiche Kultivierung von H.
meleagridis als Nachweismethode ein Vorwédrmen des Kulturmediums sowie eine umgehende
Versendung der toten Vogel. Zudem sollte in dem Behélter, in dem das Material versandt
wird, eine mdglichst warme Atmosphire, z. B. durch die Zugabe von Wirmepads, geschaffen

werden.
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2.1.10.5 Polymerase chain reaction (PCR)

Hafez et al. (2005a) entwickelten eine PCR, eine Nested PCR und eine Real-time PCR
und verglichen diese beziiglich ihrer Spezifitit und Sensitivitit. Amplifiziert wurde jeweils
ein Teil des SSU rRNA-Gens. Mit den Primern, die fiir die PCR entwickelt wurden, wurde
sowohl DNA von H. meleagridis als auch von T. foetus amplifiziert. PCR-Produkte von 7.
foetus und Tetratrichomonas gallinarum zeigten in der Nested PCR ein positives Ergebnis,
wobei das jeweilige Amplikon etwas kleiner war als das 225 Basenpaare gro3e Amplikon von
H. meleagridis. In der Real-time PCR wurde mit den entsprechenden Primern dagegen keine
DNA von anderen Trichomonaden-Arten nachgewiesen. Eine DNA-Konzentration von 6,3
pg/ul fiihrte in der PCR immer noch zu positiven Ergebnissen, wihrend die Nachweisgrenze

fiir die Real-time PCR bei der zehnfachen Menge lag.

Auch die von Huber et al. (2005) entworfenen Primer zeigten in der PCR ein positives
Ergebnis fir H. meleagridis und T. gallinarum. Das Amplikon fiir H. meleagridis umfaf3t
dabei 209 Basenpaare des SSU rRNA-Gens. Damit ist es nur unwesentlich grofer als das

Amplikon von T. gallinarum mit 181 Basenpaaren.

Grabensteiner und Hess (2006) entwickelten drei verschiedene Primerpaare, mit denen
der spezifische Nachweis von H. meleagridis, T. gallinarum und Blastocystis spp. gelang.
Amplifiziert wurden dabei jeweils ein Teil des SSU rRNA-Gens. Dabei traten mit Ausnahme
des Nachweises von T. gallinae mit dem Primerpaar Tgf und Tgr — entwickelt fiir den

Nachweis von 7. gallinarum — keine Kreuz-Reaktionen in der PCR auf.

Um falsch negative Ergebnisse bei der Diagnose der Histomonose auszuschliefen,
lieBen Bleyen et al. (2007) eine interne Kontrolle mitamplifizieren. Auch hier liegt das

Amplikon im SSU rRNA-Gen.

2.1.10.6 Blutwerte

Das Serum-Albumin fillt bei Puten und Hiihnern sehr stark ab (Clarkson, 1959;
Clarkson, 1966; Beg und Clarkson, 1970b). McDougald und Hansen (1969) zeigten, dass der
Gehalt an Alpha-, Beta- und Gamma-Globulin wéhrend der akuten Phase bei Puten anstieg.

Etwas anders verhélt es sich bei Hiithnern. Hier kommt es zuerst zu einem Anstieg und danach

zu einem Abfall des Gamma-Globulin-Gehaltes (Beg und Clarkson, 1970a).

Bei Puten und Hiihnern steigen die Plasma-Werte der Glutamin-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) (al-Khateeb und Hansen, 1973; al-Khateeb und Hansen, 1974) sowie

der Lactat-Dehydrogenase (LDH) in Zusammenhang mit der Entwicklung von Leberldsionen
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an, wohingegen die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) unveridndert bleibt (McDougald
und Hansen, 1970). Beg und Clarkson (1970b) beobachteten bei Puten degegen einen Anstieg
der Plasmakonzentrationen aller drei Enzyme. Die Plasma-Werte der GOT sind bei Puten aber

nur selten mit dem Erscheinen von klinischen Anzeichen korreliert (Hirsch, 1979).

Entziindugsgeschehen in Geweben ziehen eine irreversible Oxidation von Hamoglobin
zu Methdmoglobin nach sich (Cohen und Hochstein, 1961; Paul und Sbarra, 1968). Bei
Hiihnern steigt der Methdmoglobin-Wert durch die Histomonose bedingt an (Mathis et al.,
1984).

Die Anzahl der Leukozyten steigt bei Hithnern ebenfalls stark an. Dies betrifft die
heterophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie die Monozyten, wohingegen
sich die Anzahl der Lymphozyten kaum verdndert. Nach der akuten Krankheitsphase kehren

sie zu Normalwerten zuriick (Wilson und Perie, 1966).

2.1.10.7 Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)

Um den Infektionsstatus von Hithnern und Puten zu bestimmen, entwickelten
Windisch und Hess (2009) einen indirekten Sandwich-ELISA, mit dem sie in den Sera der
Tiere die IgG-Antikdrper-Antwort nachwiesen.

Etwas spdter entwarfen van der Heijden et al. (2010) einen kompetetiven ELISA.
Dieser Test ist spezifisch, da er ausschlieflich Antikorper gegen Histomonaden, nicht aber

gegen den antigenetisch verwandten 7. gallinarum nachweist.

2.1.10.8 In-situ Hybridisation

Um die Nukleinsdure von H. meleagridis in verschiedenen Organen nachzuweisen,
entwickelten Liebhart et al. (2006) eine in-situ Hybridisation (ISH). Nach experimenteller
Infektion von Puten und Hithnern konnte der Erreger mit dieser Methode in den Blindddrmen
und in der Leber nachgewiesen werden. In den Blindddrmen wurden Histomonaden im Inhalt,
in der Mukosa, in der Muskelschicht und in der Serosa gefunden. In der Leber war der
Erreger oftmals in Verbdnden angeordnet. Lokalisiert war er interzelluldr, in der Regel in

Lakunen.

Mit der ISH gelang somit ein sehr spezifischer Nachweis von Histomonaden-
Nukleinsduren. Der histologische Nachweis kann somit beim gleichzeitigen Vorliegen

anderer Protozoen oder Pilze erleichtert werden.
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2.1.10.9 Immunohistochemischer Nachweis

Singh et al. (2008) verwendeten fiir einen immunohistochemischen Nachweis ein
polyklonales anti-H. meleagridis Serum, welches sie aus Kaninchen gewannen. Dafiir wurden
monoklonale Histomonaden-Kulturen nach der Methode der Mikromanipulation gewonnen.
Diese Kulturen wurden durch die Absorption an Acetonpuder von Bakterien und Reismehl
gereinigt. Nach Gewinnung des Serums konnten parasitire Zellen in Formalin-fixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebeproben aus experimentell infizierten Puten nachgewiesen
werden. Antigene konnten in verschiedensten Organen lokalisiert werden. Die verwendete
Methode stellte sich dabei als sensitiver als herkdmmliche HE- und PAS-Férbetechniken

heraus.

2.1.10.10 Untersuchungen zur Genotypisierung

Innerhalb der Art H. meleagridis gibt es unterschiedlich virulente Genotypen (Tyzzer,
1936; Lund, 1956). Auch Lund und Chute (1974b) erwédhnen eine unterschiedliche Virulenz
von H. meleagridis-Typen, ohne dass sie dabei jedoch auf eine Nachweismethode dieser
eingehen. Ebenso stellten Callait-Cardinal et al. (2007) fest, dass es in Putenfarmen in
Frankreich zu markant unterschiedlich hohen Mortalititen kam. Auch sie fiihrten diese
Tatsache auf eine moglicherweise unterschiedliche Virulenz verschiedener Histomonaden-

Typen zuriick.

Um nun das Vorliegen von unterschiedlichen Histomonaden-Typen zu belegen,
wurden oftmals die Internal Transcribed Spacer (ITS)-Regionen untersucht. Da es sich hierbei
um nicht kodierende Bereiche handelt, die schnellen Veranderungen unterliegen, eignen sie
sich besonders fiir z. B. Untersuchungen zu verschiedenen Typen einer Art (Hillis und Dixon,
1991). Auch Cepicka et al. (2005) nahmen Untersuchungen der ITS-Regionen vor. Allerdings
bezogen sich diese auf 7. gallinarum. Andere Abschnitte des rRNA-Gens sind fiir eine
Genotypisierung nicht geeignet. Sie dienen vielmehr zu Untersuchungen zu phylogenetischen
Verwandtschaften (Felleisen, 1997; Gerbod et al., 2001; Mantini et al., 2009; Lollis et al.,
2011). Von Munsch et al. (2009b) wurden zwar ein Fragment des 18S rRNA-Gen dazu
verwendet, um einen phylogenetischen Stammbaum zusammen mit unter anderem D. fragilis,
T. foetus und Hexamastix sp. zu erstellen. Die Verwandtschaftsbeziechungen zwischen
mehreren Klonen von H. meleagridis wurden allerdings auf der Grundlage der hoch variablen

ITS1-Region erstellt.

Eine Genotypisierung von H. meleagridis gelang van der Heijden et al. (2006) durch

eine neu entwickelte Methode. Hier wurde die ITS1-Region herangezogen. Durch eine
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Reduzierung der durch die PCR in der Sequenzierung erhaltenen Fluorogramme auf die Base
Cytosin ergaben sich charakteristische sogenannte C-Profile, die miteinander verglichen
werden konnten. Auf diese Weise fanden van der Heijden et al. (2006) drei unterschiedliche
C-Profile, die fiir drei unterschiedliche Typen stehen. Typ I und Typ II dhneln sich dabei,
wohingegen Typ III ein voéllig anderes C-Profil, nicht vergleichbar mit denen der anderen
beiden Typen, aufweist. Mantini et al. (2009) kamen zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei

dem als Typ III beschriebenen Histomonaden-Typ um Parahistomonas wenrichi handelt.

Die Methode des C-Profilings wurde von Bart et al. (2008) fiir eine Genotypisierung
von D. fragilis herangezogen. Auch hier wird darauf hingewiesen, dass fiir epidemiologische

Studien das SSU rRNA-Gen aufgrund fehlender Variabilitdten nicht geeignet ist.

Andere Gene, wie z. B. das Alpha- oder das Beta-Tubulin-Gen eignen sich hingegen

nicht zur Genotypisierung (Gerhold et al., 2011; Hauck und Hafez, 2009).

2.1.10.11 Differentialdiagnosen

Verschiedene andere Erkrankungen wie Leukose, bakterielle oder Pilz-Infektionen
rufen dhnliche Leberverdnderungen hervor, wie sie bei einer H. meleagridis-Erkrankung zu
beobachten sind. Besonders bei Hithnern kénnen die Symptome in den Blindddrmen denen
einer Kokzidiose dhneln. Auch hier konnen bakterielle Infektionen, z. B. durch E. coli oder
Salmonella, dhnliche Krankheitsbilder hervorrufen (McDougald, 2005). C. albicans wurde
ebenfalls als die Ursache der Histomonose angesehen, da dhnliche Leberverdnderungen wie
bei einem Befall mit H. meleagridis auftreten (Schiefer und Mehnert, 1963). Oftmals lésst
sich in Puten neben H. meleagridis auch Trichomonas gallinarum in den Blindddrmen und in
der Leber nachweisen (Amin et al., 2011) nachweisen. Obwohl letzterer ebenfalls zu
Leberverdnderungen fiihrt, sind diese in ihrem Erscheinungsbild jedoch deutlich anders als
die Leberverdnderungen, die von H. meleagridis verursacht werden (Allen, 1941). Pathogen
scheint dieser Erreger fiir Enten zu sein (Richter et al., 2010). Leber- und Blinddarmlasionen,
welche denen einer Histomonose gleichen, werden bei Puten und Hiithnern auch von einer

Pentatrichomonas-Art verursacht (Allen, 1936).
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2.1.11 Prophylaxe und Therapie

2.1.11.1 Herdenmanagement

Gute Erfolge bei der Bekdmpfung oder Einddmmung der Histomonose wurden durch
die Reduzierung oder Elimination der Heterakiden-Eier in den Bestdnden erzielt (McDougald,
2008). Da Hiihner besonders empfanglich fiir Heterakiden sind und ihnen damit bei der
Ubertragung auf Puten eine wichtige Rolle zukommt (Lund und Chute, 1970), ist es, um die
Infektionskette zu unterbrechen, von essentieller Wichtigkeit, Hiihner getrennt von Puten und

anderen, fiir Histomonaden empfanglichen Vogeln, zu halten (McDougald, 2008).

Bei der Verbreitung der Histomonose spielt die Besatzdichte eine wichtige Rolle. So
war die Mortalitit in Freiland-Putenbestidnden héher, wenn zum einen viele Puten auf dem
Geldnde gehalten wurden und zum anderen auch, wenn die Puten mit anderem Gefliigel
gehalten wurden. Letzteres erklért sich aus der Tatsache, dass es zwischen Puten und Hithnern

zur Ubertragung der Histomonose kommen kann (Callait-Cardinal et al., 2010).

Die Verlagerung der Putenbestinde von einer AuBlenhaltung ins Innere hat die
Inzidenz fiir Histomonose erheblich reduziert. Grund ist wahrscheinlich, dass die Tiere so
keinen direkten Kontakt mehr zu den als Stapelwirte fungierenden Regenwiirmern oder
anderen Vektoren haben. Die gleiche Vorgehensweise bei Hiihnern fiihrte nicht zu dem
gewlinschten Erfolg (McDougald, 2008). Callait-Cardinal et al. (2010) geben dabei allerdings
zu bedenken, dass es durch eine schlechte Hygiene in den Stéllen, wie z. B. feuchte Einstreu
oder zu selten gewechselter Einstreu, zu einer erhohten Mortalitit kommen kann, da die Tiere

héufiger mit kontaminiertem Kot in Kontakt kommen.

Ein anderer Ansatz ist die Kontrolle der Wurmpopulation durch den Einsatz von
Anthelminthika. Die Benzimidazol-Derivate Albendazol und Fenbendazol sind
moglicherweise in der Lage, Heterakiden-Larven abzutdten und somit eine Ubertragung der
Histomonaden zu verhindern (Hegngi et al., 1999). Das ebenfalls zu den Benzimidazolen
gehorende Flubendazol hat eine zuverldssige Wirkung gegen Heterakiden (Squires et al.,

2012).

Werden Hiithner mit Dimetridazol behandelt, wird die Rate, mit der H. meleagridis in
Heterakideneier inkorporiert wird, zwar reduziert. Die Verbreitung von Histomonaden durch

die Eier wird allerdings nicht gestoppt (Chute et al., 1978).
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In Hiithnerbesténden ist eine Pravention der Kokzidiose angeraten. McDougald und Hu
(2001) untersuchten die Auswirkungen einer kombinierten E. tenella- und H. meleagridis-
Infektion bei experimentell infizierten Hiihnern. Demnach wird nicht nur der Schweregrad der
Leberldsionen erhoht, sondern auch die Anzahl der Tiere, die Leberldsionen aufweisen.
Erkléart wurde der Zusammenhang zwischen den beiden Erregern mit einer Vorschadigung der
Blinddarm-Mukosa von E. fenella, welches den Histomonaden moglicherweise ein
Eindringen in das Blinddarm-Gewebe erleichtert. Spater kamen Hu und McDougald (2002)
jedoch zu dem Schluss, dass der Schweregrad einer Histomonose bei Hithnern nicht von einer
Schadigung der Mukosa durch die Kokzidien abhédngig ist. Eine andere Erkldrung besteht in
einer durch E. tenella verursachten Dysbakteriose in den Blinddarmen (McDougald und Hu,
2001). Bekannt ist, dass Kokzidien das Wachstum von C. perfringens fordern, aber einen
negativen Einfluss auf Bacteroides sp. haben (Dykstra und Reid, 1978). Andererseits kann es
durch das Vorhandensein von H. meleagridis zu einer reduzierten Oocysten-Produktion bei E.
tenella kommen, da bedingt durch die Histomonose weniger geeignetes Gewebe fiir die

Gametogonie vorhanden ist (Chappel, 1973).
2.1.11.2 Therapeutika und prophylaktisch eingesetzte Wirkstoffe

2.1.11.2.1 Ehemals verwendete Substanzen

Zur Therapie und Prophylaxe wurden verschiedene Pharmaka verwendet. Die beiden
arsenhaltigen Mittel Neoarsphenamin und Tryparsamid konnten die Mortalitit in
Putenbestéinden senken. Letzteres zeigte dabei die besseren therapeutischen Effekte (Tyzzer,
1923). Andere arsenhaltige Mittel wie Mapharsen oder Nitarson dienten dabei aufgrund der
fehlenden Wirksamkeit bei bereits stattfindenden Ausbriichen der Prophylaxe (McCulloch
und Nicholson, 1941; McGuire und Morehouse, 1952). Dufty et al. (2004) hingegen fanden
nach der Gabe des zu den Nitarsonen gehdorenden Histostats® eine Reduzierung der
Leberlédsionen bei Hithnern. Das arsenhaltige Mittel Roxarson ist in vitro sogar in der Lage,

Histomonaden abzutoten (Callait, 2002).

Nitrofurane (z. B. Furazolidon) hatten einen geringen therapeutischen Effekt und
waren in der Lage, in betroffenen Bestdnden die Mortalitdt zu senken (Jerstad, 1957; Vatne et
al., 1969a). Das zu den Nitrofuranen gehdrende Nifursol hat bei Puten und bei Hithnern einen
prophylaktischen Effekt (Sullivan et al., 1972; Vatne et al., 1969b). Nifurtimox, auch ein
Nitrofuran, kann ein Wachstum der Histomonaden in vitro verhindern, wenn es in hohen
Konzentrationen gegeben wird. In vivo kann es bei Puten als Prophylaktikum eingesetzt

werden (Hauck et al., 2010a).
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Nitroimidazole (Dimetridazol, Metronidazol, Ipronidazol und Ronidazol) waren lange
Zeit Mittel der Wahl sowohl in der Prophylaxe als auch in der Therapie bei Puten und
Hithnern. Besonders Dimetridazol kam eine besondere Bedeutung als das am besten
wirksame Mittel zu (Flowers et al., 1965; Morehouse et al., 1968). Metronidazol wurde bei
Puten zur Prophylaxe eingesetzt (Lindquist, 1962). Von den von Hu und McDougald (2004)
in vivo getesteten Stoffen zeigten Dimetridazol, Metronidazol, Ornidazol und Tinidazol eine

hohe Effektivitat bei der Kontrolle der Histomonose in Hithnern.

Das zu den Thiazolen gehorende Enheptin T (2-Amino-5-Nitrothiazol) wurde
verschiedentlich eingesetzt. Bei Puten zeigte es einen guten therapeutischen Erfolg

(McGregor, 1949; Swales, 1950a; Swales, 1952a).

Wegeforth und Wegeforth (1921) konnten mit dem Hydroxyquinolin-Derivat [OQUIL
gute Erfolge sowohl bei der Prophylaxe als auch der Behandlung der Histomonose bei Puten

erzielen. Dahingegen stellte McGregor (1951) lediglich einen geringen prophylaktischen
Effekt des IOQUIL fest.

Die in den 60er Jahren getesteten Mittel Nidrafur (5-Nitro-2-Furaldehyd
Acetylhydrazon) und Entobex (4,7-Phenanthrolin-5,6 Quinon) stellten ebenfalls kein
geeignetes Therapeutikum dar. Nidrafur war jedoch in der Lage, experimentell bei Puten die

Mortalitit zu senken (Hall et al., 1965).

2.1.11.2.2 Rechtliche Grundlagen

Uber einen Zeitraum von mehr als 30 Jahren konnte die Histomonose sehr gut mit dem
Mittel Dimetridazol kontrolliert werden. 1995 wurde es als Therapeutikum und 2002 als
Futterzusatzstoff vom Markt genommen. Somit stand nur noch Nifursol — ein
Futterzusatzstoff aus der Klasse der Nitrofurane — zur Prophylaxe zur Verfiigung. Zugelassen
war es bis Mérz 2003. In den Jahren 1990 bis 1995 beurteilten das Vereinte FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) und das Committee for Veterinary Medicinal
Products (CVMP) den Gebrauch von Veterindrmedizinischen Produkten (VMPs), im
Besonderen von Nitrofuranen, bei lebensmittelliefernden Tieren. Wegen des schidlichen
Einflusses auf das Erbgut und der kanzerogenen Wirkung konnte kein Maximum Residue
Level (MRL) fiir Substanzen aus der Gruppe der Nitrofurane festgelegt werden. Somit waren
sie flir lebensmittelliefernde Tiere in der EU nicht mehr als veterindrmedizinisches Produkt

zugelassen (Anhang I, Verordnung Nr. 2377/90; Hafez et al., 2005b).
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Bis zum heutigen Zeitpunkt sind keine Stoffe zur Behandlung oder zur Prophylaxe der

Histomonose zugelassen.

2.1.11.2.3 Weitere Substanzen
Verschiedene von Swales (1952b) getestete Bezoesiure-Derivate zeigten keinerlei
prophylaktische Wirksamkeit gegen die Histomonose bei Puten, weshalb die therapeutische

Wirksamkeit nicht weiter getestet wurde.

Schon in den 60er Jahren wurde das Antibiotikum Paromomycin-Sulfat in der
Prophylaxe bei Puten eingesetzt, allerdings mit keinem zufriedenstellenden Erfolg (Lindquist,
1962). Auch spéiter war es bei Hithnern nicht in der Lage, die Histomonose zu kontrollieren
(Hu und McDougald, 2004). Bleyen et al. (2009) hingegen erzielten gute in vivo Erfolge in
der Prophylaxe der Histomonose bei Puten mit Paromomycin-Sulfat. Ein therapeutischer
Effekt konnte aber auch von ihnen nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich
mit denen von Hafez et al. (2010), die Paromomycin in vivo bei Puten zur Prophylaxe
einsetzten. In ihrer Studie kamen sie zu dem Schluss, dass Paromomycin eventuell in der
Lage ist, den Verlust ganzer Putenherden bei einem Histomonose-Ausbruch zu verhindern.
Nachdem van der Heijden et al. (2011) einen inhibitorischen Effekt auf Histomonaden in vitro
nachgewiesen hatten, testeten sie dieses Antibiotikum in vivo bei Puten. Hier zeigte sich ein

prophylaktischer Effekt.

Anstatt Benzimidazole als Anthelminthikum einzusetzen, verfolgten Hauck und Hafez
(2009) einen anderen Ansatz. Zu Histomonadenkulturen gaben sie jeweils Albendazol,
Fenbendazol, Flubendazol, Mebendazol und Nocodazol. Obwohl vermutet wird, dass diese
Mittel in der Lage sind, an histomonales Beta-Tubulin zu binden und so den Stofftransport im
Inneren der Zelle zu hemmen, konnte in vitro dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Eine
mogliche Erkldrung gaben sie durch die einmalige Gabe der Mittel und den anschlieBenden
Abbau durch die in der Kultur vorhandenen Bakterien. Dies wiirde erkldren, warum es in
vivo, wenn Benzimidazole kontinuierlich gegeben werden, eine hohe Effektivitit gibt

(Hegngi et al., 1999).

Das zu den Pleuromutilinen gehdrende Tiamulin kann bei Puten mit einer
Histomonose die Mortalitdt senken (Burch et al., 2007). Ebenso ist es in der Lage, in vitro ein
Wachstum der Histomonaden zu hemmen. Die in der Kultur vorhandenen Bakterien werden

durch das Tiamulin in ihrem Wachstum dagegen nicht beeinflusst (Hauck et al., 2010c).
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Auch die Wirksamkeit verschiedener pflanzlicher Préparate gegen Histomonaden
wurde untersucht. Duffy et al. (2005) konnten durch die Gabe von Natustat™, einem
pflanzlichen Produkt, dessen Zusammensetzung nicht ndher erldutert wird, die Lésionen in
der Leber bei Puten verringern. In Hiihnern fiihrte Natustat™ zu einer Verringerung der
Blinddarmlisionen (Duffy et al., 2004). Die Wirksamkeit von Protophyt®, einem pflanzlichen
Mittel bestehend aus Ausziigen von Zimt, Knoblauch, Rosmarin und Limone, wurde von
Hafez und Hauck (2006) in vivo bei Puten untersucht. Als Futter- oder Trinkezugabe konnte
ein prophylaktischer Effekt erzielt werden. Die Schwere der Lésionen in den Blindddrmen
und der Leber konnte jedoch nicht reduziert werden. Van der Heijden und Landman (2008b)
konnten bei Puten in vivo keinen prophylaktischen Effekt von Protophyt® nachweisen.
Allerdings hemmt dieses Produkt in vitro das Wachstum der Histomonaden (van der Heijden
und Landman, 2008a). Des weiteren untersuchten Hauck und Hafez (2007) die Wirksamkeit
von RepaXol® und zwei weiteren Pflanzenprodukten in vitro. Erstgenanntes besteht aus einer
Mischung aus Ausziigen von Oregano, Zimt, Thymian, Zitrus-Friichten und Capsicum. Eins
der anderen Produkte hat die gleichen Inhaltsstoffe wie RepaXol® mit Ausnahme des
Oreganos. Das dritte getestete Produkt besteht aus Ausziigen von Grapefruit-Samen. Alle drei
Mittel besaBlen einen antihistomonalen sowie einen antibakteriellen Effekt. Dabei konnte
jedoch nicht geklart werden, ob der antihistomonale Effekt auf die Reduktion der Bakterien
zuriickzufiihren ist. Die Wirksamkeiten von Carvacrol, Cassia-Ol, Rosmarin-Essenz, einer
Essenzenmixtur mit Thymian und Rosmarin sowie Quillaja saponaria-Saponin wurden von
Grabensteiner et al. (2007) in vitro getestet. Alle Substanzen zeigten mit einer Ausnahme
dhnliche Minimale letale Konzentrationen (MLC). Lediglich die MLC fiir das Cassia-Ol war
signifikant verschieden von den anderen getesteten Substanzen. In experimentell infizierten
Puten konnte durch die Gabe von Thymian-, Grapefruitsamen- und Kiirbisextrakten lediglich
die Mortalitét bei einigen Tieren hinausgezdgert werden (Grabensteiner et al. 2008). In vitro
waren Alkaloide der Steppenraute (Peganum harmala) in der Lage, das

Histomonadenwachstum zu hemmen (Arshad et al., 2008).
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2.2 Blastocystis spp.

Der im Darmtrakt vorkommende Protozoe Blastocystis ist ein Parasit von Mensch und

Tier (Tan, 2008).

Bei der Diagnosestellung aus Kulturmaterial, kann es zu Schwierigkeiten kommen, da
eine exakte Zuordnung zum Genus Blastocystis aufgrund der verschiedenen Formen, die der
Erreger annehmen kann, nicht immer eindeutig gelingt und hier mehrere Formen
nebeneinander auftreten konnen. Im Einzelnen sind dies: eine vakuoldre Form (Duda et al.,
1998; Dunn et al., 1989; Lanuza et al., 1997; Vennila et al., 1999), eine multivakuoldre Form
(Duda et al., 1998), eine granuldre Form (Chen et al., 1997; Dunn et al., 1989), eine amo6boide
Form (Dunn et al., 1989; Lanuza et al., 1997) und eine Cystenform (Chen et al., 1997; Chen et
al., 1999; Moe et al., 1996; Vennila et al., 1999).

Lange Zeit wurde Blastocystis spp. in die Gruppe der Stramenopilen eingeordnet.
Diese umfalit sowohl Protisten mit einem heterotrophen Stoffwechsel als auch solche, die
durch Photosynthese Energie gewinnen. Durch Untersuchungen der ITS-Regionen sowie
Teilen des SSU und LSU rRNA-Gens konnte innerhalb der Stramenopilen eine enge
Verwandtschaft zu Proteromonas lacertae, welcher im Darmtrakt von Eidechsen und
Amphibien zu finden ist, nachgewiesen werden (Hoevers und Snowden, 2005). Alle
Mitglieder der Stramenopilen sind gekennzeichnet durch den Besitz von Flagellen mit
Mastigonemen. Letzteres sind haarartige Projektionen, die seitlich des Flagellums
entspringen. Die aktuell giiltige taxonomische Einordnung wurde aufgrund des Fehlens

jeglicher Flagellen von Cavalier-Smith (1998) vorgenommen:

Reich Chromista
Unterreich Chromobiota
Infrareich Heterokonta
Unterstamm Opalinata
Klasse Blastocystea

Trotz des Vorkommens bei nichthumanen Wirten war lange nicht bekannt, inwieweit
der Errger zoonotisches Potential besitzt (Stenzel und Boreham, 1996). Noél et al. (2005)
vermuten auf Grundlagen von Analysen des SSU rRNA-Gens von 12 Isolaten von Menschen,

Ratten und Reptilien, das Vorhandensein zahlreicher zoonotischer Isolate mit Mensch-Tier
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und Tier-Mensch Ubertragung. Des Weiteren vermuten sie, dass Tiere ein Reservoir fiir
menschliche Infektionen darstellen. Auch innerhalb einer Wirtsspezies kann es zu Infektionen
mit verschiedenen Blastocystis-Spezies kommen. Tanizaki et al. (2005) wiesen die
Ubertragbarkeit von B. galli (Vorkommen bei Hithnern), B. anatis (Vorkommen bei Enten)

und B. anseri (Vorkommen bei Génsen) untereinander nach.

Abe (2004) untersuchte das Zoonose-Potential ebenfalls anhand des SSU rRNA-Gens.
Durch phylogenetische Analysen von 19 Isolaten bei Mensch und Tier stellten sie sieben
Gruppen auf. Alle Isolate der jeweiligen Gruppe sind in der Lage, auch die Wirte der anderen

Gruppen zu infizieren.

1 Isolate von =~ Mensch, Primaten, Rinder, Schweine, Vogel
11 " Mensch, Primaten

111 " Mensch, Rinder, Schweine

1A% " Primaten, Vogel, Nagetiere

A% " Rinder, Schweine

VI " Mensch, Vogel

VII " Mensch, Vogel

Aufgrund der Vielzahl an Wirten ist der Lebenszyklus entsprechend komplex. Der
Mensch kann eine Vielzahl an Blastocysten-Arten beherbergen, die aus unterschiedlichen
Tierspezies stammen. Auch Gefliigel ist in diese Ubertragungskette involviert. Vereinfacht
dargestellt werden Cysten aufgenommen, aus welchen im Dickdarm der Parasit frei wird.
Hier entwickelt er sich zur vakuoliren Form. Die Encystierung beginnt wihrend der
Darmpassage und ist mit der Abgabe von Cysten mit dem Kot abgeschlossen (Moe et al.,

1997).

Weiterhin unklar ist die Frage, ob Blastocysten pathogen oder apathogen sind. Damit
einhergehend ist ebenso unklar, ob intestinale Funktionsstdrungen direkt durch den Einzeller
hervorgerufen werden. Klinische Symptome bei sdmtlichen Tierarten, die in Zusammenhang
mit dem Fund von Blastocysten auftreten, sind eher unspezifisch wie Diarrhd, abdominale

Kriampfe, Nausea und Fieber (Tan, 2004).
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2.3 Tetratrichomonas gallinarum

Im Darmtrakt des Gefliigels kommt neben Histomonaden auch oft der einzellige

Parasit 7. gallinarum vor (Mehlhorn et al., 2009).

Die Trophozoiten von 7. gallinarum wie sie sich in der Kultur darstellen sind in der
Regel birnenférmig mit einer Grofle von 6 bis 15 um. Am vorderen Pol befinden sich vier
freie Flagellen. Die fiinfte Flagelle ist riicklaufend und nur am posterioren Pol frei. Dies ist
ein Unterscheidungsmerkmal zu 7. gallinae. Um das endoplasmatische Retikulum befindet
sich ein Bereich von Lakunen. Das endoplasmatische Retikulum selbst umgibt den Nukleus in

einem regelmifigen Abstand. Im Cytoplasma befinden sich grofe Nahrungsvakuolen

(Mehlhorn et al., 2009).

Die aktuell giiltige Einordnung erfolgte durch Cepicka et al. (2010):

Stamm Parabasalia
Klasse Trichomonadea
Ordnung Trichomonadida
Familie Trichomonadidae

T. gallinarum ist demnach enger mit 7. vaginalis (gleiche Familie) verwandt, als mit

H. meleagridis (Klasse Tritrichomonadea).

Cepicka et al. (2005) zeigten, dass die Frage nach dem Vorhandensein verschiedener
Spezies oder unterschiedlicher Stimme innerhalb des 7. gallinarum-Komplexes noch nicht
endgiiltig geklért ist. Auch die Frage nach der Pathogenitit kann mit nicht ausreichend

untersuchten Stimmen nicht zufriedenstellend untersucht werden.

Die Pathogenitit ist umstritten (Kulda et al., 1974). Amin et al. (2011) infizierten
Hiihner und Puten entweder intrakloakal oder oral mit dem Erreger. Weder klinische
Symptome noch Todesfille traten auf. Dennoch konnte 7. gallinarum durch PCR und in-situ
Hybridisation im Oesophagus, im Duodenum, im Jejunum, in den Blindd4rmen, in der Leber,
in der Lunge, in der Bursa fabricius und im Gehirn nachgewiesen werden. In Enten scheint
der Erreger eine Pathogenitit zu besitzen. Richter et al. (2010) fanden eine durch T.
gallinarum verursachte Typhlohepatitis bei drei Enten-Arten. Diese wurden in einem Zoo
gehalten. Eine Pute, die ebenfalls in diesem Zoo an Histomonose gestorben war, war

zusitzlich mit 7. gallinarum infiziert. Die gefundenen Stimme von 7. gallinarum waren
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allerdings fiir die Pute nicht pathogen. Sowohl in Straussen (S. camelus) als auch in Nandus

(R. americana) gelang der Nachweis von T. gallinarum (Ponce Gordo et al., 2002).

Norton (1997) infizierte Hithner und Puten mit 7. gallinarum-Emulsionen, die er aus
den Blindddrmen infizierter Puten gewann. Die Blindddrme sowohl der Hiihner als auch der
Puten waren vergroflert und wiesen eine generalisierte Enteritis mit einer verdickten Mukosa
auf. Das Lumen war mit einem gelben, schaumig-fliissigem Inhalt angefiillt. Auf der Mukosa
der Blindddrme fanden sich kleine Papulae. Histologisch konnte gezeigt werden, dass die
Lasionen in der Lamina propria lokalisiert waren. Diese war mit Lymphozyten und

vereinzelten heterophilen Granulozyten durchsetzt.

Als weiteres Ergebnis seiner Arbeit gibt Norton (1997) zu bedenken, dass die
dokumentierten pathologischen und histopathologischen Verdanderungen moglicherweise auch
auf das Vorhandensein von Bakterien oder anderen nicht nachgewiesenen Pathogenen in der
Infektionsemulsion zuriickzufithren sind. Obwohl 7. gallinarum offensichtlich bei der
Pathogenese der gefundenen Lédsionen beteiligt ist, kann eine endgiiltige Pathogenitdt des

Erregers nicht definitiv angenommen werden (Norton, 1997).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Gerite

3.1.1.1 Praparation der DNA und RNA

Material/Geriit

Firma

Automatisches Extraktionsgerit QIAcube®

Qiagen GmbH, Hilden

Biophotometer

Eppendorf, AG, Hamburg

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips® Premium 10,

20, 100 und 1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf

Fixvolumen-Pipetten

Abimed, Langenfeld

Lamina HeraSafe

Heraeus, Hanau

Oligotex mRNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

ProbengefiBe CB fiir QIAcube”, 2 ml

Qiagen GmbH, Hilden

ProtoScript® M-MuLV First Strand cDNA Synthesis
Kit

New England Biolabs GmbH

QIAamp® DNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

QIAamp” RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Reagenzgefilie fiir QIAcube®, 30 ml

Qiagen GmbH, Hilden

ReagenzgefiBehalterung fiir QIAcube”

Qiagen GmbH, Hilden

RNase-Free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy® Plus Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Rotoradaptoren fiir QIAcube®

Qiagen GmbH, Hilden

Rotoradaptorenhalterung fiir QIAcube®™

Qiagen GmbH, Hilden

Schiittelbad Typ 1083

GFL, Burgwedel

Standard Safe-Lock-Zentrifugengefifle, 1,5 und 2 ml

Eppendorf, AG, Hamburg

Standard Safe-Seal-Zentrifugengefafe, 1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Tissue Lyser

Qiagen GmbH, Hilden

Vortex-GenieTM

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Zentrifuge Typ 5417R

Eppendorf, AG, Hamburg

Zentrifuge Typ 5424R

Eppendorf, AG, Hamburg
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Material/Gerit

Firma

1 kbp-DNA Ladder

LifetechnologiesTM Gibco Brl, Galthersburg,
USA

100 bp-DNA Ladder

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

DNA Engine” Peltier Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips” Premium

10, 20, 100 und 1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf

Elektrophoresekammer Horizon®™

LifetechnologiesTM Gibco Brl, Galthersburg,
USA

Fixvolumen-Pipetten

Abimed, Langenfeld

Flex Cycler

Analytic Jena

Geldokumentationssystem Bio Hood 11

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

iCycler iQTM

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

iQTM SYBR" Green Supermix

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Kiivetten

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Lamina HeraSafe

Heraeus, Hanau

Primer

Carl Roth, Karlsruhe

PuReTaqTM Ready-To-Go PCR-Beads

GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont, UK

amy inkElute el Extraction Kit
IAamp® MinElute” Gel E ion Ki

Qiagen GmbH, Hilden

Reaktionsgefifie 0,2 ml, dinnwandig

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Reaktionsgefdlie 0,5 ml, diinnwandig

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Seakem” LE Agarose Biozym, Hessissch Oldendorf
SsoFastTM EvaGreen” Supermix Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Stratagene® MRX 2000

Zentrifuge Typ 5417R Eppendorf, AG, Hamburg

3.1.1.3 Klonierung und Plasmid-Praparation

Material/Geriat

Firma

Agar

LifetechnologiesTM Gibco Brl, Galthersburg,
USA

Biopur-Zentrifugengefifie, 0,5 ml

Eppendorf, AG, Hamburg

Biihler-Schittelinkubator

J. Otto GmbH, Hechingen

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips® Premium

10, 20, 100 und 1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf
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Fixvolumen-Pipetten

Abimed, Langenfeld

Hefeextrakt

Difco, Michigan, USA

Lamina HeraSafe

Heraeus, Hanau

Pipettierhilfen (Akkuboys)

Integra Bioscience, Fernwald

Promega pGEM®-T Vektor System II

Promega Corporation, Madison, USA

Standard Safe-Lock-Zentrifugengefifie (1,5; 2ml)

Eppendorf, AG, Hamburg

Thermoblock Thermostat 5320

Eppendorf, AG, Hamburg

Vortex-GenieTM

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Zentrifuge Typ 5417R

Eppendorf, AG, Hamburg

3.1.1.4 Kultivierung der Histomonaden

Material/Gerit

Firma

Anaerobentopf

BD, Heidelberg

Anaerocult® A

Merck, Darmstadt

Anaerotest® Merck, Darmstadt
Brutschrank Heraeus, Hanau
Brutschrank Labotect Inkubator

Cryo Pure Gefalle 1,6 ml, gelb

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck, Darmstadt

Einmalpipettenspitzen Safeseal-Tips" Premium

10, 20, 100 und 1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf

Fuchs-Rosenthal Zahlkammer

Hecht-Assistent, Sondheim

Glaspipetten 5, 10 und 25 ml

Hirschmann, Pliezhausen

Isopropylalkohol

Merck, Darmstadt

Lichtmikroskop, Type DM/LS 11/98

Wetzlar GmbH, Bensheim

M199 mit Hanks Salzen

Biochrom AG, Berlin

Mikroskop

Leica DMLS

Nalgene Cryo Freezing Container

Thermo Fisher Scientific., Roskilde, Ddnemark

Pferde Serum

Biochrom AG, Berlin

pH-Meter

Schott Gerdte GmbH, Mainz

Pipettierhilfen (Akkuboys)

Integra Bioscience, Fernwald

Prazisionswaage

Sartorius Analytik, Berlin

Reismehl

Reformhaus

Zellkultur-Flaschen (25¢m®)

TPP, Deutschland




3.1.3 Verwendete Puffer und Medien

3.1.3.1 PCR und Gelelektrophorese

Grofenmarker 1 kbp

1 kbp-DNA-Ladder (1 ug DNA/ul)
Probenladepuffer
Aqua bidest.

GroBenmarker 100 bp

100 bp-DNA-Ladder (0,5 pg DNA/ul)
Probenladepuffer
Aqua bidest.

Probenladepuffer

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin
TBE-Puffer (4x)

30 ul
50 pul
200 pl

30 pl
30 pl
185 pul

0,25 ml
0,25 ml
30 ml

ad 100 ml

TBE-Puffer (Tris-Borat-Elektrophoresepuffer), pH 7.5

Tris
Borsdure

EDTA Dinatriumsalz

89 mM
89 mM
2 mM

3.1.3.2 Klonierung und Plasmidpraparation
LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Flussiges LB-Ampicillin-Medium

LB-Medium
Ampicillin

10 g/L
5S¢/l
10 g/L

50 pg/ml
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LB-Platten
LB-Medium 1000 ml
Agar I5¢g
Ampicillin 50 pg/ml

15 ml/Platte

Lysispuffer

NaOH (1 M) 4 ml
SDS (10 %) 2 ml
Aqua bidest. ad 20 ml

Neutralisationspuffer

Kaliumazetat 294 ¢
Eisessig 11,5 ml
Aqua bidest. ad 100 ml

Salz-optimiertes Medium (Salt Optimized Broth, SOB-Medium)

Trypton 6g

Hefe 1,5¢g

NaCl (5 M) 600 ul

KCI (1 M) 750 ul

Aqua bidest. ad 300 ml

autoklavieren: 15 Minuten, 121 °C

MgCl,/MgSO4 (1 M) 1% (V/V)
Resuspensionspuffer

Tris-HC1 (1M) 2,5 ml

EDTA (0,5 M) 2 ml

Glukose (2 M) 2,5ml

Aqua bidest. ad 100 ml

Sterilfiltrieren
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Salz-optimiertes Medium mit Glukose (Salt Optimized + Carbon, SOC-Medium)

SOB-Medium
Glukose (2 M)

3.1.3.3 Kultivierung von Histomonaden

1 % (V/V)

PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzldsung, Phosphate Buffered Saline), pH 7.2

NacCl 8gbzw.5 g
KCl1 02¢g
Na,HPO4 1,44 g
KH,PO4 0,24 g
Aqua dest. ad 1000 ml

Modifiziertes M199 (Dwyers Medium)

M199 mit Hanks Salzen
Inaktiviertes Pferdeserum

Reismehl

10 %
2 g/l

3.1.4 Verwendete Software und Internetprogramme

Software

Firma, Webseite, Version

Adobe Photo Shop

Version 7.0.1

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)-

Funktion

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
(McGinnis und Madden, 2004)

Codon Code Aligner

Demo Mode; Version 2.0.6

MxPro QPCR Software

http://www.genomics.agilent.com

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

Primer3
(Rozen und Skaletsky, 2000)

Quantity On e® Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen; Version
4.6.1

REST2009 http://www.rest.de.com; Version 1
(Pfaffl et al., 2002)

CLUSTAL W http://www.clustal.org/

(Thompson et al., 1994)
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3.1.5 Histomonaden-Probenmaterial

3.1.5.1 Probenmaterial zur Untersuchung von Feldproben und zur
Genotypisierung

Alle Proben, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, wurden an das Institut
fiir Gefliigelkrankheiten der Freien Universitit Berlin zur Uberpriifung des Verdachts auf
Histomonose gesendet. Die Proben wurden meist von den betreuenden Tierdrzten der
Gefliigelbestiande eingesendet. In die Untersuchungen flossen Proben aus den Jahren 2004 bis

2010 ein.

3.1.5.2 Histomonadenstamme fiir Untersuchungen zum Kohlenhydrat-
stoffwechsel

Die Stimme GB 542/04 und GB 551/04 wurden im Jahr 2004 isoliert und lagen in der
Stammsammlung des Institutes fiir Gefliigelkrankheiten der Freien Universitdt Berlin vor. Fiir
das Anlegen der monoklonalen Kulturen wurde der Stamm GB 1169/09 aus einem akut

aufgetretenen Fall von Histomonose bei Puten verwendet.
3.2 Angewandte Methoden

3.2.1 Angewandte Methoden zu Untersuchungen von Feldproben und zur

Genotypisierung

3.2.1.1 Extraktion der DNA
Aus den jeweiligen Proben wurde die DNA mit dem DNA Mini Kit extrahiert. Die

Praparationen wurden entweder manuell oder mittels des QIAcubes von QIAGEN

durchgefiihrt.

3.2.1.1.1 Extraktion aus Organen und Invertebraten

Eingesetzt wurden 25 mg Organ, welche von den entsprechenden Organproben unter
der Sterilbank mit einer Schere steril entnommen wurden. Bei eingesendeten Invertebraten
wurden einige Tiere ebenfalls unter der Sterilbank mit einer Schere zerkleinert. Das Material
wurde mit 180 pl Puffer ATL in 2 ml Eppendorfgefdle gegeben. Im Falle der Invertebraten
wurden diese zusammen mit einem Stahlkiigelchen und 180 ul Puffer ATL im Tissue Lyser
bei einer Frequenz von 20 s fiir zwei mal 20 s zerkleinert. Sowohl das Organmaterial als
auch die zerkleinerten Invertebraten wurden nach Zugabe von 20 pl Proteinase K iiber Nacht

im Schiittelbad bei 56 °C weiter lysiert.
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Am nichsten Tag wurden 200 pl Puffer AL hinzugegeben. Nach 15 s vortexen auf
Stufe 6 erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei 70 °C fiir 10 min. Zur DNA wurden 200 pl
EtOH abs. hinzugefiigt. Nach Mischung durch vortexen und anzentrifugieren wurde das
gesamte Material auf eine QIAamp Mini Spin-Séule gegeben. AnschlieBend wurde 1 min mit
10.000 rpm (Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)) bei Raumtemperatur

zentrifugiert. Die Sdule wurde auf ein neues Abfallgefill gegeben.

Zum Waschen der Sdule wurden 500 ul Puffer AWI1 verwendet. Nach 1 min
Zentrifugation mit 10.000 rpm bei Raumtemperatur wurde die Sédule auf ein neues
Abfallgefdl gegeben. Ein zweiter Waschvorgang mit 500 ul Puffer AW2 schlo sich an.
Diesmal wurde 3 min bei 14.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Sdule wurde auf
ein steriles 1,5 ml Eppendorfgefil gesetzt. Die Elution der an die Sdulenmembran
gebundenen DNA geschah mit 200 ul Puffer AE. Nach dessen Zugabe wurde 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 1 min bei 8.000 rpm bei Raumtemperatur

zentrifugiert.

Neben der beschriebenen manuellen Extraktion erfolgte die DNA-Extraktion auch

automoatisch mittels QIAcube. Dieser fiihrte die einzelnen Schritte in analoger Weise aus.

Alle Schritte, bei denen Puffer oder EtOH verwendet wurden, wurden unter einer

Sterilbank bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.2.1.1.2 Extraktion aus Tupfern und Kulturmaterial

Tupfer wurden in 400 ul PBS aufgenommen, wobei fiir die DNA-Extraktion 200 pl
zum Einsatz kamen. Sollte DNA aus Histomonaden-Kulturen extrahiert werden, wurden
200 pl Kulturmaterial eingesetzt. Danach wurden 200 pul Puffer AL sowie 20 pl Proteinase K
hinzugegeben und 15 s gevortext. Nach einstlindiger Inkubation bei 56 °C im Schiittelbad und

10 min bei 70 °C im Wasserbad wurde verfahren wie unter 3.2.1.1.1 beschrieben.

Eine Abweichung zum oben genannten Protokoll fand bei der Elution der DNA statt,

bei der hier nur 100 pl Puffer AE eingesetzt wurden.

3.2.1.1.3 Bestimmung des DNA-Gehaltes
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die optische Dichte der extrahierten
DNA gegen Aqua. dest. als Leerwert im Biophotometer bei einer Wellenlédnge von 260 nm

gemessen. Dabei wurde die DNA 1:50 verdiinnt. Der Gehalt wurde in ng/pul angegeben.

Die gewonnene DNA wurde bei -20 °C gelagert.
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3.2.1.2 PCRs
Bei allen beschriebenen PCRs erfolgte die Zugabe der mRNA, DNA bzw. cDNA zur

Vermeidung von Kontaminationen in einem separaten Raum.
Alle Schritte wurden unter einer Sterilbank auf Eis durchgefiihrt.

3.2.1.2.1 Zur Diagnostik eingesetzte Real Time-PCR (quantitative PCR, qPCR)

Am Institut fiir Gefliigelkrankheiten der Freien Universitit Berlin wurde zur
Abklarung des Verdachts auf Histomonose ein Teil des rRNA-Gens mittels Real-Time-PCR
(qPCR) nachgewiesen (Hafez et al., 2005). Dafiir wurden die in Tabelle 1 angegebenen

Primer verwendet, die ein Amplikon von 122 bp erzeugen:

Tabelle 1: Namen, Orientierungen und Sequenzen der in der Diagnostik-gPCR eingesetzten Primer

Name Primer | Orientierung | Sequenz
qHf vorwaérts 5’-tgg aat tct atc gat caa ggg-3’
qHr rlickwirts 5’-tct cta agg tcc tac ttc taa aat-3’

Eingesetzt wurden 300 bis 500 ng DNA sowie jeweils 12,5 pmol Primer qHf und qHr,
die zu 12,5 pl iQTM SYBR® Green Supermix hinzugegeben werden. Durch Zugabe von

nukleasefreiem Wasser wurde ein Volumen von 25 pl erreicht.

Das Temperaturprofil der qPCR ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Temperaturprofil der Diagnostik-gPCR

Temperatur | Zeit
Anfingliche Denaturierung | 95 °C 15 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 57 °C 30s
Elongation 72 °C 30s
40 Zyklen Denaturierung, Annealing, Elongation

Wihrend der die

Schmelzkurven-Analyse mit einer Starttemperatur von 60 °C, die in 0,5 °C-Schritten auf

Elongationsphase ~ wurde Fluoreszens gemessen. Eine

95 °C ansteigt, schloss sich an die PCR an.
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Fir die qPCR werden der Stratagene®-Cycler mit der Software MxPro bzw. der

iCycler von Bio-Rad mit dazugehoriger Software verwendet.

3.2.1.2.2 PCR fur das C-Profiling

Die Primer HmDiff2F und HmDiff2R (Tabelle 3) wurden basierend auf der LSU-
Sequenz (Accession-Nummer HM 185490) mittels Primer3 in fiir H. meleagridis spezifischen
Regionen entworfen. Das Amplikon von 438 Basenpaaren umfasste Teile des 18S-Gens, die

ITS1-Region, das 5,8S-Gen, die ITS2-Region sowie Teile des LSU-Gens.

Tabelle 3: Namen, Orientierungen, Sequenzen und Positionen (mit Angabe der Nukleotide) der

entwickelten Primer

Name Orientierung | Sequenz Genbereich
HmDiffF2 | vorwiérts 5’-ggt gaa atc att gga ttt tt-3" | 1497-1516
HmDiffR2 | riickwirts 5’-ttc agc ggg ttt tcc tat-3’ 1918-1935

Die PCR erfolgte in einem 50 pl-Ansatz. Zu 20 pmol Primermix HmDiffF2 und
HmDiffR2 kamen 2 pul DNA. Aufgefiillt wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 50 pl.
Verwendet wurden Ready-To-GoTM PCR Beads. In einem Bead sind 10 mM Tris HCI (pH-
Wert 9), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, Stabilisatoren (inklusive bovinem Serumalbumin),
200 uM je dNTP sowie 1,5 Einheiten Taq-DNA-Polymerase enthalten.

Das Temperaturprofil der PCR ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Temperaturprofil fir die C-Profiling PCR

Temperatur | Zeit
Anfingliche Denaturierung | 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 60 °C 1 min
Elongation 72 °C 30 sek

35 Zyklen Denaturierung, Annealing, Elongation

Fiir die PCR wurden die Thermocycler DNA Engine® Peltier Thermal Cycler oder der

Flex Cycler verwendet.
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3.2.1.2.3 PCRs zur Untersuchung auf Blastocystis spp. und Tetratrichomonas
gallinarum

Die Primer fiir die PCRs, mit denen Teile des SSU-Gens der beiden Erreger
nachgewiesen werden (Tabelle 5), stammen aus der Arbeit von Grabensteiner und Hess
(2006). Das Primerpaar BIf und Blr produziert ein 459 Basenpaare gro3es Amplikon. Das zu
dem Primerpaar Tgf und Tgr zugehorige Amplikon ist mit 526 Basenpaaren deutlich grofer.

Tabelle 5: Namen, Orientierungen und Sequenzen der flir den Nachweis von Blastocystis spp. und

Tetratrichomonas gallinarum eingesetzten Primer

Name Primer | Orientierung | Sequenz

BIf vOorwarts 5’-taa ccg tag taa ttc tag ggc-3°
Blr riickwarts 5’-aac gtt aat ata cgc tat tgg-3’
Tgf vorwarts 5’-gca att gtt tct cca gaa gtg-3’
Tgr riickwarts 5’-gat ggc tct ctt tga get tg-3”

Fiir die PCRs wurden Ready-To-Go-Beads verwendet. Von jedem Primerpaar wurden
jeweils 10 pmol eingesetzt. Von der DNA kamen 1 ul zur Anwendung. Mit nukleasefreiem

Wasser wurde ein Reaktionsvolumen von 25 pl erreicht.

Die PCRs erfolgten nach dem in Tabelle 6 dargestellten Temperaturprofil.

Tabelle 6: Temperaturprofil fir die PCRs zum Nachweis von Blastocystis spp. und Tetratrichomonas

gallinarum

Temperatur | Zeit
Anfingliche Denaturierung | 94 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 60 °C 30s
Elongation 72 °C 30s
39 Zyklen Denaturierung, Annealing, Elongation

Fiir die PCRs wurden die Thermocycler wie unter 3.2.1.2.2 beschrieben, verwendet.
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3.2.1.2.4 Gel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte aus 3.2.1.2.2 wund 3.2.1.2.3 wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese ausgewertet. Zur Herstellung des Gels wurden 100 ml des Puffers TBE mit
1,2 % Agarose aufgekocht. Als Fluoreszensfarbstoff wurden 2 pul verdiinnte
Ethidiumbromidlésung hinzugegeben. Fiir die Elektrophorese wurde TBE als Laufpuffer
verwendet. Nach Erstarrung des Geles in einem Geltrdger und der Entfernung des Kammes
mit 15 oder 20 Probentaschen wurden 5 pul PCR-Produkt vermischt mit 1 ul Probenladepuffer
in die Taschen pipettiert. Als Groenstandard kamen 8 pl eines 100 bp-Grofenmarkers zum
Einsatz. Eine Spannung von 70-80 Volt wurden angelegt. Nach 1-1,5 Stunden wurde das Gel
entnommen und die Amplifikat-Banden unter UV-Licht mittels der Bio Hood II und der
Quantity One®-Software dargestellt.

3.2.1.3 Direkte Aufreinigung von PCR-Produkten fiir Sequenzierungen

Alle Proben, die sich in der Diff-PCR als positiv darstellten, wurden sequenziert. Dazu
fand eine direkte Aufreinigung der PCR-Produkte mittels des MicroElute Cycle-Pure Spin
Kits statt. Zu den verbliebenen 45 ul PCR-Produkt wurden 230 pl CP-Puffer hinzugegeben
und nach Durchmischung auf eine Séule pipettiert. AnschlieBend wurde bei 10.000 g 1 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchflufl wurde verworfen und die Séule zweimal mit
je 700 pl DNA-Wasch-Puffer gewaschen. Nach jedem Wasch-Vorgang erfolgte eine
Zentrifugation (10.000 g, 1 min, Raumtemperatur). An diese schlossen sich zwei weitere mit
je 14.000 g an, um die Sdule optimal zu trocknen. Fiir die Elution der DNA aus dem
Sdulenmaterial wurden 15 ul Elutions-Puffer aufgetragen und anschlieBend — nach einer
einminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur — ebenfalls bei 14.000 g 1 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert.

Der Erfolg der direkten Aufreinigung wurde {iberpriift, indem 1 pl des aufgereinigten

PCR-Produktes in einer Gelelektrophorese (vergleiche 3.2.1.2.4) eingesetzt wurde.

3.2.1.4 Erstellung der C-Profile

Zu 11-12 pl HmDiff-PCR-Produkt wurden 4 ul des Primers HmDiffF2 (5 pmol)
hinzupipettiert. Fiir die Sequenzierungen wurde dieses Gemisch an das Labor LGC in Berlin
geschickt. Die erhaltenen Fluorogramme aus der Sequenzierung wurden mit der Software
Codon Code Aligner bearbeitet und die C-Profile erstellt. Dazu war es notwendig, innerhalb
des Fluorogramms die ITS1-Region zu bestimmen. Als Vergleichsstandard diente hier das
Fluorogramm des Stammes GB 542/04. Eine Abgrenzung war in den meisten Féllen

eindeutig. Wo keine 100 %ige Ubereinstimmung mit der Vergleichssequenz vorlag, wurde
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anhand der Nukleotidposition und der weitestgehenden Ubereinstimmungen vieler Basen in
diesem Bereich die Grenzen der ITS1-Region bestimmt. Aus dem Fluorogramm wurden die
davor bzw. dahinter liegenden Bereiche geldscht und die Fluorogramme der ITS1-Region

durch Entfernen der Basen Adenin, Guanin und Thymin auf die Base Cytosin reduziert.
3.2.1.5 Anlegen monoklonaler Kulturen

3.2.1.5.1 Ausgangsmaterial

Ausgangskultur fiir die monoklonalen Kulturen war der Stamm GB 1169/09. Dieser
stammte aus einem Histomonose-Ausbruch in einer deutschen Putenfarm. Von frisch
verendeten Tieren wurden Leber- und Blinddarmproben gewonnen und in vorgewirmtes
Kulturmedium verbracht. Nach 24 stiindiger Bebriitung bei 40 °C wurden die Kulturen
passagiert und nach drei Tagen erneut das Wachstum kontrolliert. Die Bestétigung, ob es sich
bei den mikroskopisch festgestellten Erregern um H. meleagridis handelte, erfolgte mittels

Diagnostik-qPCR.

3.2.1.5.2 Mikromanipulation

Vor Entnahme der Zelle musste das Medium, in welchem diese zum Wachstum
verbracht wurde, vorbereitet werden. Dazu wurde mit einer Impfose Material aus der
Ausgangskultur auf Blutagar ausgebracht. Nach 24-stiindiger Bebriitung bei 40 °C wurden
wiederum mit einer Impfose mehrere Bakterienkulturen von der Blutplatte entnommen und in

Zellkulturflaschen mit 10 ml M199 sowie 2 g/L Reis 24 Stunden bei 40 °C bebriitet.

Aus dem Bakterienmedium wurden 100 pl entnommen und in ein Eppendorfgefiss

mit 1 ml M199 und 2 g/L Reis verbracht.

Um sicherzustellen, mit der Mikropipette nur eine einzelne Zellen zu gewinnen, wurde
die Original-Histomonadenkultur so weit mit M199 verdiinnt, dass pro Gesichtsfeld lediglich

einige wenige Zellen zu sehen waren.

Mit einer Mikropipette wurde unter dem Mikroskop bei 200facher Vergroflerung eine
einzelne Zelle aus der Zellkultur entnommen. Die hier verwendete Mikropipette von
HUMAGEN™ hatte einen Durchmesser von 20 mm. Die Spitze war um 35° abgewinkelt

und angeschliffen.

Der Mikromanipulator wurde so neben das Mikroskop platziert, dass er sich auf Hohe
des Mikroskop-Tisches befand. Die Mikropipette wurde mit einem diinnen Schlauch mit einer

Iml Spritze am Ende verbunden.
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Als Vorbereitung fiir die Entnahme der Zelle wurde die Spitze der Mikropipette in die
Mitte des Gesichtsfelds gebracht. Auf einem Objekttriger mit verdiinnter Histomonaden-
Kultur wurde eine geeignete Zelle ausgewéhlt und mithilfe des Mikroskoptisches in die Mitte
des Gesichtsfeldes verschoben. Sodann wurde die Mikropipette sehr behutsam nach unten
gedriickt, bis die Spitze und die Zelle direkt nebeneinander lagen, was an einer einheitlichen
Schérfe beider zu erkennen war. In der Mehrzahl reichten die Kapillarkrifte aus, um die Zelle
in die Mikropipette zu saugen. War dies nicht der Fall, wurde die angeschlossene Spritze zur
Hilfe genommen. Der Objekttriger wurde entfernt und unmittelbar durch einen mit
vorbereitetem Medium ersetzt. Unter Sichtkontrolle wurde die Zelle unter Zuhilfenahme der
Spritze aus der Mikropipette entlassen. Der Tropfen Medium mit der einzelnen
Histomonaden-Zelle wurde mit einer 100 pl-Pipette in das vorbereitete Eppendorfgetiss

gebracht.

Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 40 °C bebriitet. Nach drei Tagen fand

eine Wachstumskontrolle statt.

Fiir eine Negativ-Kontrolle wurde aus der verdiinnten Histomonaden-Kultur lediglich

Kulturmaterial enthommen.

3.2.1.6 Untersuchung monoklonaler Kulturen
10 monoklonale Kulturen wurden, wie unter 3.2.1.4 beschrieben, mittels C-Profiling

genotypisiert.

Fiir Sequenzuntersuchungen wurden PCR-Produkte von monoklonalen Kulturen nach

der Gelreinigung (3.2.1.6.1) kloniert (3.2.1.6.2).

3.2.1.6.1 Gelreinigung

Zur Aufreinigung fiir die anschlieBende Klonierung (3.2.1.6.2 ) wurde die
entsprechende Bande unter UV-Licht mit einer sterilen Skalpellklinge aus dem Gel
ausgeschnitten und sodann gewogen. Sie wurde zusammen mit 3 Volumenanteilen des
Puffers QG in ein 2 ml Eppendorfgefdl gegeben. Der Ansatz wurde 10 min bei 50 °C
inkubiert, wobei alle 2 bis 3 min gevortext wurde. Danach wurde ein Gelvolumen Isopropanol
hinzugegeben und per Hand geschwenkt. Alles wurde auf eine gekiihlte MinElute Séule
gegeben und bei 14.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Durchflu8 wurde verworfen und auf
die Sdule wurden 500 pl Puffer GQ gegeben. AnschlieBend wurde fiir 1 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurden 700 pl Puffer PE auf die Séule

gegeben. Nach einer Inkubation von 2 bis 3 min bei Raumtemperatur wurde zweimal bei
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jeweils 14.000 rpm fiir 1min zentrifugiert. Die Sdule wurde auf ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
verbracht. In die Mitte der Sdulenmembran wurden sodann 11 pl Puffer EB gegeben und eine
weitere min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine Zentrifugation (14.000 rpm, 1 min) schlof3

sich an.

Der Erfolg der Gelreinigung wurde iiberpriift, indem 1 pl des aufgereinigten PCR-

Produktes in einer Gelelektrophorese (vergleiche 3.2.1.2.4) eingesetzt wurde.

3.2.1.6.2 Klonierung
Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurde das Promega pGEM®-T Vektor System

IT verwendet.

3.2.1.6.2.1 Ligation

Das entsprechende PCR-Produkt wurde nach der Gelreinigung (3.2.1.6.1) in den
pGEM-T Vektor ligiert. Dafiir wurden 3 pl des gelgereinigten PCR-Produktes in ein steriles
0,5 ml Eppendorf-Gefall gegeben. Des weiteren wurden 5 pl Rapid Ligation Buffer, 1 ul
(entspricht 50 ng) des Vektors sowie 1 pl (entspricht 3 Einheiten) T4 DNA-Ligase

hinzugegeben. Alle Komponenten wurden vorsichtig miteinander vermischt.
Die Ligation fand iiber Nacht bei 4 °C statt.

3.2.1.6.2.2 Transformation

Als Vorbereitung wurden Agar-Platten fiir die transformierten Bakterien hergestellt. In
1000 ml LB-Medium wurden 15 g Agar gelost. Dieses Gemisch wurde bei 121 °C fiir 15 min
autoklaviert. Wurde das Medium nicht sofort verwendet, wurde es nach Verfestigung bei 4 °C
gelagert. Nach Verfliissigung durch Erwdrmen wurden 50 pg/ml Ampicillin hinzugegeben
und 15 ml des Mediums in Petrischalen gegossen. Die Platten konnten so bis zur Verwendung

bei 4 °C gelagert werden.

Aus dem Ligations-Ansatz wurden 2 pl in ein steriles Eppendorfgefa3 verbracht. Dazu
wurden 50 pl der auf Eis aufgetauten JM 109 High Efficiency Kompetenten Zellen gegeben.
Nach vorsichtigem Mischen durch Antippen wurde das Gemisch 20 min auf Eis gestellt.
Sodann erfolgte ein Hitzeschock fiir 45-50 s bei 42 °C. Eine sofortige Abkiihlung auf Eis fiir
2 min schlof sich an. 950 ul des auf Raumtemperatur gebrachten SOC-Mediums wurden
hinzugegeben. Anschliefend wurde das Gemisch fiir 90 min bei 150 rpm und 37 °C im
Biihler-Schiittelinkubator bebriitet.
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Zeitgleich wurden die vorbereiteten Platten auf Raumtemperatur gebracht. Mit einem
sterilen Drigalskispatel wurden 20 pl X-Gal und 100 pl IPTG auf jeder Platte verteilt. Die
Platten wurden 30 min bei 37 °C dquilibriert.

Von den transformierten Bakterien wurden 100 pl auf die Platte gebracht und mit
einem sterilen Drigalskispatel gleichmiBig verteilt. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37 °C
bebriitet.

3.2.1.6.2.3 Beurteilung des Klonierungerfolges und Auswahl der Kolonien fiir die
Plasmid-DNA-Préparation

Ein Gen des in die Bakterienzelle eingeschleusten Plasmids kodiert fiir eine
Ampicillin-Resistenz. Somit waren nur solche Bakterien in der Lage auf der Platte mit
Ampicillin zu wachsen, bei denen die Transformation erfolgreich war. Die Entscheidung, ob
auch die Aufnahme des entsprechenden Inserts in das Plasmid erfolgreich war, geschah
anhand der Koloniefarbe. Das auf die Platten gegebene IPTG bindet an den Lac-Repressor,
welcher im nativen Zustand das Strukturgen LacZ hemmt. LacZ kodiert fir das Enzym -
Galaktosidase, welches Laktose in Galaktose und Glukose spaltet. Durch IPTG wird diese
Hemmung aufgehoben und die B-Galaktosidase kann durch das LacZ-Fragment aktiviert
werden. Es erfolgt ein Abbau des X-Gal zu einem blauen Produkt. Da die Insertionsstelle in
dem LacZ-Bereich liegt, liegt bei einer Ligation mit einer Insertion kein zusammenhéngendes
LacZ vor. Die B-Galaktosidase kann nicht mehr aktiviert werden und der Abbau des X-Gal

unterbleibt, was an der weillen Koloniefarbe zu erkennen ist.

3.2.1.6.2.4 Préparation der Plasmid-DNA (Mini-Préparation)
Von den Platten wurden mehrere weille Kolonien mit einem Zahnstocher gepickt und
einzeln in 2 ml fliissiges LB-Ampicillin-Medium gegeben. Die Kolonien wurden iiber Nacht

im Schiittelinkubator bei 37 °C bei 300 U/min bebriitet.

1,5 ml der Ubernacht-Kultur wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefil gegeben.
AnschlieBend wurde bei 8.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 100 pl Resuspensionspuffer aufgenommen. Nach fiinfminiitiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurden 200 pl Lysispuffer hinzugegeben. Nach vorsichtigem Mischen
wurde 4 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 150 pl Neutralisationspuffer
hinzugefiigt und nach kurzem Vortexen erneut 4 min auf Eis inkubiert. Es schlof sich eine

Zentrifugation von 10 min bei 14.000 rpm an. Der Uberstand wurde zu 1000 ul EtOH abs. in
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einem 1,5 ml Eppendorf-Gefidll gegeben und vorsichtig gemischt. Eine Inkubation von

mindestens 30 min bei -20 °C schloB sich an.

Erneut wurde bei 14.000 rpm 10 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurden 200 pul 70 % EtOH hinzugegeben und 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde nach Verwerfen des Uberstandes 7 min im Wirmeblock bei 37 °C getrocknet.
Wihrenddessen wurde RNase A (1 mg/ml) 1:100 mit Aqua dest. steril verdiinnt. 50 ul wurden

zu dem Pellet hinzugegeben und weitere 40 min im Wérmeblock bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.6.2.5 Uberpriifung des Préparationserfolges und Sequenzierung

Die Uberpriifung der Insertaufnahme geschah mittels Agarose-Gelelektrophorese
(3.2.1.2.4). 1 pl der préparierten Plasmid-DNA wurden mit 1 pl Probenladepuffer in die
Taschen eines 0,5 %igen Gels mit 2 pl Ethidiombromid gegeben. Groflenmarker war ein

1 kbp-GroBenmarker. Als Vergleich diente reine Plasmid-DNA ohne ein Insert.

15 pl Plasmid-DNA vermischt mit 15 pul PCR-Wasser wurden fiir die Sequenzierung
mit den Standardprimern SP6 oder T7-Prom an das Sequenzierungslabor LGC in Berlin
geschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden anschlieBend jeweils mit BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) auf Homologien untersucht.

3.2.2 Angewandte Methoden zu Untersuchungen zum Kohlenhydratstoffwechsel
3.2.2.1 Kultivierung von H. meleagridis

3.2.2.1.1 Kulturbedingungen

Die Kultivierung der Histomonaden erfolgte in Zellkulturflaschen ohne Filterdeckel.
Alle verwendeten Stamme wurden in M199 zusammen mit 10 % inaktiviertem Pferdeserum
und 2 g/L. Reismehl kultiviert und passagiert. Fiir die Versuche zur Eignung verschiedener
Kohlenhydratquellen wurde statt M199 PBS mit 5 bzw. 8 g / L NaCl verwendet. Auch hier
wurden 10 % inaktiviertes Pferdeserum zugefiigt. Die Kohlenhydratquelle wurde je nach

Versuchsaufbau gewihlt.

3.2.2.1.2 Bestimmung der Histomonadenzahl

Um das Wachstum einer Kultur zu ermitteln, wurde die Anzahl der in der
entsprechenden Kultur vorhandenen Histomonaden durch Auszdhlen unter dem Mikroskop
bei 200 facher Vergroferung ermittelt. Dies geschah unter Verwendung einer Fuchs-

Rosenthal Zahlkammer.
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3.2.2.2 Sequenzierung von Teilen des Alpha-Amylase- und des
Glykogenphosphorylase-Gens

Alle Préparationsschritte wurden unter der Sterilbank und, wenn nicht anders
beschrieben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Zentrifugation fand bei Raumtemperatur

statt.

3.2.2.2.1 Extraktion der Gesamt-RNA
Verwendet wurde hierzu das RNeasy Mini Kit von QIAGEN.

In einem doppelten Ansatz wurden je 2 ml Histomonaden-Kultur in ein 2 ml
Eppendorf-Gefal gegeben. Nach 10 miniitiger Sedimentation des Reismehls bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 350 ul Puffer RLT + 1 % B-Mercaptoethanol durch
vortexen resuspendiert. Das resuspendierte Pellet wurde auf eine QIAshreddersdule gegeben.
Danach wurde fiir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Séule wurde entfernt und der
DurchfluB fiir 3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einem Volumen
(entspricht 350 pl) 70 % EtOH vermischt und auf eine Rneasy-Siule gegeben. Eine
Zentrifugation von 15 s bei 10.000 rpm schloss sich an. Der Durchflufl wurde verworfen und
nach Zugabe von 700 pl Puffer RW1 auf die Sdule 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert.
Wiederum wurde der Durchflul verworfen und nach Zugabe von 500 pl Puffer RPE erneut
fiir 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, wobei anschlieSend

2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert wurde. Zum Schluss wurde der Durchfluss verworfen.

Zur Elution der RNA wurden 50 pl RNase-freies Wasser in die Mitte der Sdule
gegeben. Nach einminiitiger Zentrifugation bei 10.000 rpm wurde dieser Schritt wiederholt

und wiederum 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert.
Die beiden Ansétze wurden gepoolt.

3.2.2.2.2 Extraktion eukaryotischer mRNA
Die Préparation geschah mit dem Oligotex mRNA Mini Kit von QIAGEN.

Als Vorbereitung wurde die Oligotex-Suspension im Wasserbad oder Wéarmeblock auf
37 °C erwdarmt. Nach vortexen wurde sie bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur

gelagert.

Der Puffer OEB wurde im Wasserbad auf 70 °C erhitzt und dort bis zur weiteren

Verwendung belassen.
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Der 200 pul RNA-Pool aus 3.2.2.2.1 wurde mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen
von 250 pl gebracht. Sodann wurden 250 pl des Puffers OBB sowie 15 pl Oligotex
Suspension hinzugegeben und der Ansatz durch vorsichtiges Antippen des Eppendorf-
Gefidlles oder durch pipettieren gemischt. Nach einer Inkubation von 3 min bei 70 °C im
Wasserbad schlof3 sich eine 10 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur an. Es wurde fiir
2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 400 pl
Puffer OW2 resuspendiert. Das Gemisch wurde auf eine im Kit vorhandene Siule gegeben.
Nach Zentrifugation von 1 min bei 14.000 rpm wurde der Durchflufl verworfen. Dieser Schritt
wurde wiederholt und nach der Zentrifugation 50 pl des 70 °C heiflen Puffers OEB auf die
Sdule gegeben. Nach mehrmaligem Durchpipettieren wurde 1 min bei 14.000 rpm

zentrifugiert.
Die mRNA wurde bei -80 °C gelagert.

3.2.2.2.3 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR war fiir die Entwicklung der Primer des Alpha-Amylase- bzw.
Glykogenphosphorylase-Gens, welche in der qPCR mit EvaGreen (3.2.2.3.2) eingesetzt
wurden, nétig. Die Primer basieren auf Sequenzen von 7. vaginalis. Aus Histomonaden-
Kulturmaterial wurde mRNA gewonnen (3.2.2.2.2), welche in der hier beschriebenen RT-
PCR mit den Primern aus Tabelle 7 zu Sequenzen fiihrte, die Grundlage fiir die Entwicklung

der in Tabelle 9 dargestellten Primer war.

Tabelle 7: Namen, Orientierungen, Sequenzen und Positionen (mit Angabe der Nukleotide) im
Referenzgen von T. vaginalis der Primer, die bei der Entwicklung der gPCR-Primer eingesetzt wurden.
Die Primer amf3 und amr1 liegen im Alpha-Amylase Gen, die Primer GP2f und GP2r im Glykogen-
Phosphorylase Gen

Primer | Orientierung | Sequenz Genbereich
amf3 vorwaérts 5’-atc gat ggc tgg aga ctc gat ca-3" | 523-545
amrl riickwiérts 5’-gat gag gtt tcc gaa gcg-3’ 904-921
GP2f vorwarts 5’-cac aca ctc atg cca gaa gc-3° 1578-1597
GP2r rickwiérts 5'-tga cac cgt ttg tct tgt tg-3° 1889-1908

Verwendet wurde das OneStep RT-PCR Kit. Zu 5 ul 5x Puffer wurden jeweils 1 pl
dNTP-Mix sowie RT-PCR-Enzymemix gegeben. Von den entsprechenden Primerpaaren
wurden je 20 pmol eingesetzt. 5 ul mRNA wurde hinzugefiigt. Mit nukleasefreiem Wasser

wurde auf 25ul aufgefiillt. Das entsprechende Temperaturprofil ist Tabelle 8 zu entnehmen.
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Tabelle 8: Temperaturprofil der RT-PCR

Temperatur | Zeit
Reverse Transkription 50 °C 30 min
Anfingliche Denaturierung | 95 °C 15 min
Denaturierung 94 °C 1 min
Annealing 50 °C 1 min
Elongation 72 °C 1 min
35 Zyklen Denaturierung, Annealing, Elongation

Die verwendeten Thermocycler sind unter 3.2.1.2.2 aufgefiihrt.

3.2.2.2.4 Klonierung und Sequenzierung der PCR-Produkte
Die mittels RT-PCR erhaltenen Amplifikate (3.2.2.2.3) wurden wie unter 3.2.1.6.2
beschrieben kloniert und anschlieBend sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen waren

Grundlage fiir die Entwicklung der Primer fiir die Real Time-PCR mit EVAGreen (Tabelle 9).
3.2.2.3 Untersuchungen zur Genexpression

3.2.2.3.1 Gewinnung der cDNA
Alle Schritte wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Zentrifugiert wurde bei

Raumtemperatur.

3.2.2.3.1.1 Extraktion der Gesamt-RNA
Aus Kulturmaterial wurde mithilfe des RNeasy® Plus Mini Kits von QIAGEN die
Gesamt-RNA extrahiert.

Eingesetzt wurden 200 pl Histomonaden-Kultur. Diese wurde 5 min bei 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen und das entstandene Pellet in
600 pl Puffer RLT Plus + 1 % [B-Mercaptoethanol durch vortexen resuspendiert. Falls keine

sofortige Weiterverarbeitung stattfand, wurde das Pellet in Puffer bei -80 °C eingefroren.

Das gesamte Material wurde auf eine QIAshredder-Séule gegeben und 2 min bei
14.000 g zentrifugiert. Der homogenisierte Durchflul wurde sodann auf eine gDNA-
Eliminator-Séule gegeben. Zentrifugiert wurde nach diesem Schritt fiir 30 s bei 10.000 g.
Danach wurde die Séule entfernt und zum Durchflufl 600 pl 70 % EtOH hinzugegeben. Nach
griindlichem durchpipettieren wurden 700 pl aus diesem Gemisch entnommen und auf eine

RNeasy MinElute-Siule gegeben. Der Rest des Gemisches wurde verworfen. Nach 15 s
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zentrifugieren bei 10.000 g wurde der Durchflufl verworfen. Auf eine RNeasy MinElute-Séule
aus dem RNase-Free DNase Set von QIAGEN zum DNA-Verdau wurden 350 ul Puffer RW1
gegeben. AnschlieBend wurde fiir 15 s bei 10.000 g zentrifugiert und der Durchfluf3
verworfen. Nach Zugabe von 70 pl des Puffers RDD zusammen mit 10 pl DNase I stock
solution wurde die Sdule 15 min bei Raumtemperatur unter der Sterilbank inkubiert. Weitere
350 pl Puffer RW1 wurden nach dieser Zeit auf die Séule gegeben und erneut wurde 15 s bei

10.000 g zentrifugiert. Der Durchflul wurde wiederum verworfen.

Zum Waschen der Membran kamen 500 pl Puffer RPE zum FEinsatz. Zentrifugiert
wurde bei 10.000 g fiir 15 s. Der Durchflul wurde verworfen. Nach erneutem Waschen
ebenfalls mit 500 pl Puffer RPE wurde diesmal fiir 2 min bei 10.000 g zentrifugiert. Auch
nach diesem Schritt wurde der Durchflufl verworfen. Zur Elution der RNA wurde die Séule
auf ein 1,5 ml Eppendorf-Gefdl3 verbracht. 40 ul RNase-freies Wasser wurden direkt in die
Mitte der Membran gegeben. Danach wurde 1 min bei 10.000 g zentrifugiert.

Der vollstindige Verdau der DNA wurde mit der in der Diagnostik eingesetzten qPCR

(3.2.1.2.1) tiberpriift. Diese war im Fall eines erfolgreichen Verdaus negativ.
Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

3.2.2.3.1.2 Reverse Transkription
Die RNA wurde mittels ProtoScript® M-MuLV First Strand cDNA Synthesis Kit in
cDNA umgeschrieben.

Zu 6 pl RNA wurden 2 pl eines Random Primers mit der Sequenz 5°'d(N9)3’, wobei N
die vier Basen A, C, G und T bezeichnet, hinzugegeben. AnschlieBend wurde die RNA fiir
5 min bei 70 °C denaturiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der Mix auf Eis gestellt.

Es wurden 10 pl M-MuLV Reaction Mix sowie 2 pl M-MuLV Enzyme Mix
hinzugegeben. Nach einer 5 miniitigen Inkubation bei 25 °C wurde der Reaktions-Mix fiir

1 Stunde bei 42 °C inkubiert. Danach wurde das Enzym bei 80 °C fiir 5 min inaktiviert.

Die so gewonnene cDNA wurde mit 30 ul Wasser auf 50 pl verdiinnt und bei -20 °C
gelagert.

3.2.2.3.2 Real Time-PCR mit EvaGreen
Mittels Real Time-PCR mit dem Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen wurde der Einfluss

von Pyruvat auf die Transkription verschiedener, am Kohlenhydratstoffwechsel beteiligter
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Enzyme untersucht. Fiir diese qPCR wurden spezifische Primer entwickelt (Tabelle 9,

42.5.1).

Eingesetzt wurden 5 pl cDNA, 10 pmol des entsprechenden Primermixes bestehend
aus Vorwirts- und Riickwirts-Primer sowie 10 pl SsoFastTm EvaGreen® Supermix.

Nukleasefreies Wasser wurde ad 20 pl hinzugegeben.

Das Temperaturprofil der qPCR ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Temperaturprofil flr die gPCR mit EvaGreen

Temperatur | Zeit
Anfangliche Denaturierung | 95 °C 30s
Denaturierung 95°C 5s
Annealing / Elongation 60 °C 10s

45 Zyklen Denaturierung, Annealing / Elongation

Nach Beenden der qPCR wurde eine Schmelzkurve erstellt: Ausgehend von einer

Starttemperatur von 65 °C wurde in 0,5 °C-Schritten 10 s pro Schritt bis 95 °C gemessen.
Die gPCR wurde in dem Stratagene”-Cycler mit der Software MxPro durchgefiihrt,

Die GroBe der mit den entsprechenden Primerpaaren in der qPCR gewonnenen
Amplifikate, der Genbereich, in dem die Primer liegen sowie der Accessionnummer der
Sequenz, auf der sie beruhen, sind ebenfalls Tabelle 9 zu entnehmen. Der atub-Primer liegt in

einem nicht veroffentlichen Bereich (Hauck, 2010, personliche Mitteilung).

Die Expression des Alpha-Amylase-Gens, des Glykogen-Phosphorylase-Gens und des
GAPDH-Gens wurde mit REST2009 nach folgender Formel berechnet:
Relative Expression = Konzentration des zu untersuchenden Gens /
geometrisches Mittel der Konzentrationen der Referenzgene.

Die Konzentration ist die EfﬁzienzCT.
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Tabelle 9: Eigenschaften der Primer fir die gPCR

Primer Gen Orientierung | Sequenz Genbereich Frfl gment- | Accession-
grofie numiner
vOorwarts 5’-ctg aag gaa ttg acg gaa gg-3° | 190-209 76
ql8S 18S B HM229779
rickwarts 5'-tgg taa gtt tcc ccg tgt tg-3” 246-265 asenpaare
.. , , nicht
Tt Abha-Tubulin vorwarts 5’-tcg aaa ggc caa ctt aca cc-3 veroffentlicht 33 nicht
4 p riickwiirts 5 _ace atc oaa ace eae acd to-3’ nicht Basenpaare | veroffentlicht
g ggagaga’ie verdffentlicht
vorwarts 5’-caa cac aac cgc att cag ag-3’ 1919-1938 112
gbtub Beta-Tubulin B F1624276.1
rickwirts 5’-atg ttc gat ctc gce tea tc-3° 2011-2030 asenpaare
) vorwarts 5’-ccg cat gtc aac aac gta ag-3’ 63-82
qaam fphf‘ }1334 JQ178362
mylase rickwiérts 5’-atc aaa ggc aga gcg aag ac-3” | 177-196 asenpaare
_ vorwarts 5’-agt ggc cag ttc cac ttt tc-3” 9-28
qep2fr gﬁyk"ﬁer‘ | gg JQ178361
OSPROTYIASC | rickwiirts 5’-gcg aac aga atc aag gaa gc-3° | 78-97 asenpaare
vorwarts 5’-ttc tcg aat cca ccg gta tc-3” 264-283 107
qGAPDH | GAPDH B GQ409853
rickwarts 5’-aac aac ctt ctt ggc acc ag-3’ 351-370 asenpaare
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4.1 Untersuchungen zum Vorkommen verschiedener Genotypen

4.1.1 Probenmaterial fiir das C-Profiling

Die am Institut vorliegenden 568 auf H. meleagridis untersuchten Proben stammten
aus 252 Ausbriichen der Jahre 2004 bis 2010. In 116 Fillen wurde der Verdacht der
Histomonose bestétigt. Von den 568 Proben waren 209 Proben positiv, 357 Proben negativ
und 2 Proben fraglich. Die Verteilung der Proben in den einzelnen Jahren ist in Abbildung 1
dargestellt. In den Jahren 2004, 2005 und 2008 wurden etwa die gleiche Anzahl an Proben
eingesendet. Auch das Verhéltnis von negativ zu positiv getesteten Proben in diesen Jahren
war vergleichbar. Es wurden etwa 2,6 mal so viele Proben negativ getestet als positiv. 2009
war das einzige Jahr, aus dem mehr positive als negative Proben vorlagen. 2006 und 2007
waren die Jahre mit den am wenigsten eingesendeten Proben, wobei die Anzahl in beiden
Jahren dhnlich ist. Dahingegen stammte fast ein Drittel des Probenmaterials aus dem Jahre

2010. Auch hier konnte in der Mehrzahl keine Histomonaden-DNA nachgewiesen werden.

100%
© )
S 8%
e
g 60%
o
£
= 40%
<
N
E O 20% I j
0% 2010
2004 (92) | 2005 (74) | 2006 (39) | 2007 (48) | 2008 (85) | 2009 (61) | ({40,
W positiv (209) 29,35% 27,03% 38,46% 47,92% 27,06% 57,38% 39,05%
negativ (357)| 70,65% 72,97% 61,54% 50,00% 72,94% 42.62% 60,36%
| fraglich (2) 0,00% 0,00% 0,00% 2,08% 0,00% 0,00% 0,59%

Abbildung 1: Verteilung des ans Institut gesandten Probenmaterials nach Jahren in Prozent und
Ergebnis der Untersuchung auf Histomonaden-DNA; Zahlen in Klammern geben absolute Zahlen

wieder

Eingesendet wurden Proben unterschiedlicher Art (Abbildung 2). Der {iberwiegende
Teil waren Organproben. Weitaus weniger hdufig wurden unterschiedliche Invertebraten,

Umgebungsproben, sowie andere Proben, bei denen es sich um Pools aus Invertebraten und

57
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Umgebungsproben handelt, untersucht. In der Mehrzahl der Nicht-Organ Proben konnte

jeweils keine Histomonaden-DNA nachgewiesen werden.

300
250
5
o 200
=
= 150
§
g 100
<
50
O —
Organe Invertebraten Umgebung andere
(83,27 %) (8,1 %) (7,39 %) (1,23 %)
B positiv (209) 196 8 4 1
negativ (357) 275 38 38 6
| fraglich (2) 2 0 0 0

Abbildung 2: Art des ans Institut gesandten Probenmaterials und Ergebnis der Untersuchung auf

Histomonaden-DNA

Unter den Organproben machten sowohl Proben aus der Leber als auch Proben aus

Blinddérmen jeweils etwa 40 % des Probenumfangs aus (Abbildung 3). In den Leber-Proben

konnte weniger oft Histomonaden-DNA nachgewiesen werden als in den Blinddarm-Proben.

Bei jeweils einer Probe blieb das Ergebnis fraglich. Zu einem geringen Teil wurden auch

Pool-Proben aus Leber und Blindddrmen eingeschickt. Hier gelang der Nachweis von

Histomonaden geringfligig Ofter, als dass der Verdacht nicht bestétigt werden konnte.

Ebenfalls zu einem geringen Anteil wurden Proben von anderen Organen eingesendet

(Abbildung 3, Tabelle 11). Darunter befanden sich auch verschiedene Tupferproben. Bei

diesen verschiedenen Organ-Proben zeigte nur etwa ein Viertel ein positives Ergebnis.
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Blinddarm Leber Blﬁflzezlra;n andere
(40,8 %) (40,17 %) (3.88 %) (10,15 %)
W positiv (196) 89 74 23 10
negativ (275) 103 115 19 38
| fraglich (2) 1 1 0 0

Abbildung 3: Verteilung der 473 ans Institut gesandten Organproben nach den Organen und Ergebnis

der Untersuchung auf Histomonaden-DNA. ,Andere“ Organproben sind in Tabelle 11 aufgeschlisselt

Tabelle 11: Probenmaterial aus selten eingesendeten Organen bzw. Tupfern

positiv | negativ | insgesamt
Driisenmagen - 1 1
Enddarm - 2 2
Kloake 2 4 6
Leber + Milz - 1 1
Milz = 4 4
Milz + Blinddarm + Leber | - 1 1
Niere - 3 3
QOesophagus - 3 3
Organe (unbekannt) - 1 1
Pankreas - 1 1
Tupfer 4 5 9
Tupfer Blinddarm 2 3 5
Tupfer Kloake 2 3 5
Tupfer Leber 4 4
Tupfer Milz - 2 2
insgesamt 10 38 48
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Die eingesendeten Organproben stammten von unterschiedlichen Vogelarten
(Abbildung 4), wobei die meisten Proben von Puten und Hiihnern stammten. Uber die Hilfte
des Probenmaterials stammte dabei von Puten. Eine negative Diagnose wurde hier etwa 1,5
mal so oft gestellt wie eine positive. Etwas weniger Proben stammten vom Huhn: am ganzen
Probenmaterial machten diese Proben etwa ein Drittel aus. Geringfiigig hdufiger als bei den
Putenproben wurde hier der Verdacht der Histomonose bestétigt. Andere Vogelarten wie Pfau
(P. cristatus), Fasan (P. colchicus), Konigshuhn (Tetraogallus sp.), Perlhuhn (N. meleagris)
und Wachtel (C. coturnix) waren nur vereinzelt vertreten. In der Mehrzahl wurde jeweils

keine Histomonaden-DNA in der qPCR festgestellt.

160
140 ——
i
) I
=
= 80
§ 60
< 40
20 —
O - - - s+ -
Pute Huhn Pfau Fasan Kl(l)lllllllis- Perlhuhn | Wachtel lﬁgﬁ;
(53.28%) | (37.21%) | (148%) | (085%) | o'z | 021%) | (021%) | (0
H positiv (196) 94 91 3 0 1 0 0 7
negativ (275) 158 83 4 4 2 1 1 22
= fraglich (2) 0 2 0 0 0 0 0 0

Abbildung 4: Verteilung des ans Institut gesandten Probenmaterials nach Vogelarten und Ergebnis der

Untersuchung auf Histomonaden-DNA

Betrachtet man jedoch die Anzahl der Hiihner- und Putenproben im Verlauf der Jahre
(Abbildung 5), so fillt auf, dass es hier zu einer unterschiedlichen Entwicklung kam. Die
Anzahl der Einsendungen aus Putenbestinden war in den einzelnen Jahren groflen
Schwankungen unterworfen, wobei 2004, 2008 und 2010 im Gegensatz zu den anderen
Jahren am meisten Proben eingesendet wurden. Im Vergleich dazu war die Anzahl der
Hiihnerproben in den Jahren 2004 bis 2009 relativ konstant. Lediglich 2010 wurden weitaus

mehr Proben aus Hiithnerbestdnden eingesandt als in den Jahren davor.
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Abbildung 5: Verteilung des ans Institut gesandten Probenmaterials aus Puten- und Hihnerbesténden

nach Jahren

Verschiedene Invertebraten wurden auf das Vorhandensein von Histomonaden-DNA
untersucht (Tabelle 12). Bei iiber der Hilfte der eingesendeten Invertebraten handelte es sich
um Kéfer. Dabei waren etwa ein Viertel der Kéfer Histomonaden-positiv. Die anderen
positiven Proben wurden bei den eingesendeten Fliegen nachgewiesen, deren Anteil an der
Invertebraten-Zahl jedoch gering war. Andere Invertebraten wurden nur vereinzelt und

jedesmal mit einem negativen Ergebnis untersucht.

Tabelle 12: Eingesendete Invertebraten und Ergebnis der Untersuchung auf Histomonaden-DNA

positiv | negativ | insgesamt
Fliegen 2 3 5
Kifer 6 21 27
Kiifer, Larven - 1 1
Larven - 4 4
Mehlwiirmer - 1 1
Nematodenlarve | - 1 1
Regenwurm - 5 5
Schnecken - 2 2
insgesamt 8 38 46
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Auch die Mehrzahl der Umgebungsproben wurde negativ auf Histomonaden-DNA
getestet (Tabelle 13). Die meisten Proben stammten aus dem Futter, aus Staub sowie aus dem
Bereich auflerhalb des Stalles. Zu letzteren zdhlten z. B. Proben aus Wasser, welches sich vor
dem Stall befand. Bei den Staub- und Umgebungsproben gelang vereinzelt der Nachweis von
Histomonaden-DNA. Bei einer anderen positiven Probe handelte es sich um eine Probe aus

der Einstreu.

Tabelle 13: Eingesendete Umgebungsproben und Ergebnis der Untersuchung auf Histomonaden-
DNA

positiv [ negativ | insgesamt
Einstreu 1 2 3
Futter - 7 7
Kot - 5 5
Schafkot - 1 1
Stall - 5 5
Staub 1 9 10
Stroh - 3 3
Bereich aufierhalb des Stalls | 2 6 8
insgesamt 4 38 42

4.1.2 Entwicklung der Primer und der PCR fiir das C-Profiling

Van der Heijden et al. (2006) entwickelten ein Verfahren, bei der die Internal
Transcribed Spacer-Region 1 (ITS1-Region) des rRNA-Gens zur Genotypisierung
herangezogen wird. Dabei wurde diese Region in einer PCR amplifiziert und das PCR-
Produkt anschlieBend sequenziert. Da das erhaltene Fluorogramm aufgrund von
Uberlagerungen (Abbildung 6) mehrerer Basen an verschiedenen Stellen nicht auswertbar
war, wurde es auf die Base Cytosin reduziert. Die somit erhaltenen C-Profile wurden

miteinander verglichen und eine Typisierung wurde vorgenommen.
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Abbildung 6: Beispiele fur Fluorogramme der ITS1-Region von drei verschiedenen Proben. Bereiche

mit Uberlagerungen sind schwarz umrandet.

Um eine hohere Spezifitit zu erlangen und zusitzlich auch die ITS2-Region zu
amplifizieren, wurden andere als bei van der Heijden et al. (2006) beschriebene Primer in der
PCR fiir das C-Profiling entworfen. Neu entwickelt wurde das Primerpaar HmDiff2F und
HmDiff2R (Kapitel 3.2.1.2.2 und Tabelle 3). HmDiff2F liegt im SSU rRNA-Gen, HmDiff2R
im LSU rRNA-Gen. Fiir eine hohe Spezifitiat wurden fiir die Entwicklung der Primer Bereiche
in diesen Genen ausgewdhlt, die wenig Homologien mit anderen Trichomonaden-Arten
aufweisen. Die Sequenz des SSU rRNA-Gens wurde der Gendatenbank entnommen

(AF293056.1).

Zu Beginn wurden 55 °C und 60 °C als Annealing-Temperaturen der C-Profiling PCR
getestet. Ferner wurden Elongationszeiten von 30 und 60 Sekunden in Verbindung mit den
Annealing-Temperaturen getestet. Reproduzierbare Ergebnisse wurden nur mit einer
Annealing-Temperatur von 60 °C fiir eine Minute, sowie einer Elongatios-Zeit von 30
Sekunden erhalten. Die Spezifitit der Primer wurde mit DNA von einer Histomonaden-
Feldprobe sowie mit DNA von Blastocystis spp. und T. gallinarum liberpriift. Nur die Zugabe
von Histomonaden-DNA fiihrte zu einem positiven Ergebnis (Abbildung 7).
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1 2 3 4 5

500 bp

Abbildung 7: Uberpriifung der Spezifitit des Primerpaares HmDIffF2, HmDIiffR2 mit weiteren
protozoischen Parasiten; Spur 1: Positiv-Kontrolle H. meleagridis, Spur 2: Histomonaden-Feldprobe,

Spur 3: Blastocystis spp., Spur 4: T. gallinarum, Spur 5: Negativ-Kontrolle, M: 100 bp-Marker

4.1.3 C-Profiling der ITS1-Region

Von den 209 Proben, die in der diagnostischen qPCR positiv auf Histomonaden
getestet worden waren, wurden 192 Proben in der Diff-PCR eingesetzt. 42 Proben zeigten ein
negatives Ergebnis. Dabei handelte es sich um Proben, die auch schon in der Diagnostik ein
nur schwach positives Ergebnis aufwiesen. Von den 150 zur Sequenzierung eingesandten
Proben konnte in 125 Fillen ein C-Profil erstellt werden. Bei 25 Proben gelang keine

Auswertung, da vermutlich ein unspezifisch amplifiziertes PCR-Produkt sequenziert wurde.

Fiir den Vergleich der einzelnen C-Profile der ITS1-Region untereinander und die
Zuordnung zu verschiedenen Typen wurden bei jedem C-Profil charakteristische Gruppen
definiert, die sich je nach Typ voneinander unterscheiden (Abbildung 8). Bei Typ A war in
den einzelnen Gruppen der Anstieg der Peaks einer Zweiergruppe immer von links nach
rechts. Bei Typ C hingegen fielen sie in dieser Orientierung. Eine Mischung von Typ A und
Typ C stellte Typ D dar. Die ersten beiden Gruppen von Peaks waren bei Typ A, C und D
jeweils von einem sehr hohen Peak unterbrochen. Dieser Peak fehlte bei Typ B. Auch bei den
anderen Gruppen von Peaks, bei denen bei den vorher beschriebenen Typen jeweils zwei zu

sehen waren, fehlte jeweils einer.
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Eine Ausnahme stellte Typ E dar, welcher nicht mit den anderen vier Typen zu
vergleichen war. Trotzdem war die Abgrenzung der ITS1-Region zu den benachbarten rRNA-

Regionen gut moglich, weshalb er als eigener Typ gefiihrt wurde.
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Abbildung 8: C-Profil Typen der ITS1-Region. Die Bereiche, die jeweils fiir die Zuordnung der Typen

herangezogen wurden, sind umrandet

Vergleicht man das Vorkommen der einzelnen C-Profil-Typen der ITS1-Region
(Abbildung 9), so ist auffallend, dass Typ A mit iiber der Hélfte der hdufigste Typ war. Typ B
und C kamen mit jeweils etwa einem Fiinftel fast gleich hdufig vor. Vereinzelt fand sich Typ

D. Typ E wurde nur einmal gefunden.
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Abbildung 9: Haufigkeit der C-Profil Typen der ITS1-Region
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Der dominierende Typ bei den Puten und den Hiihnern war Typ A (Abbildung 10).
Nur in einem Fall wurde er beim Pfau gefunden. Zu etwa gleichen Teilen kamen Typ B und C
bei den Puten vor. Nur vereinzelt fand man sie beim Huhn. Typ D hingegen wurde nicht bei
der Pute angetroffen, sondern beim Huhn und ebenfalls einmal beim Pfau. Typ E, der mit

einer Probe vorkam, fand man beim Huhn.

45
40
35
— 30
13 25
i 20
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5
A B C D E
m Pute 39 18 20 0 0
Huhn 29 6 3 3 1
H Pfau 1 0 0 1 0
& unbekannt 1 2 1 0 0

Abbildung 10: Verteilung der C-Profil Typen nach Tierarten

4.1.4 C-Profiling der ITS2-Region

Eine Typisierung anhand der ITS2-Region stellte sich als nicht praktikabel heraus.
Nach Reduzierung der Fluorogramme auf die Base Cytosin ergaben sich mindestens 14
verschiedene, nicht miteinander vergleichbare C-Profile. Da kein bestimmtes Muster zu
erkennen war, konnte keine Einteilung in Typen vorgenommen werden. Auch war die
Reproduzierbarkeit nicht gegeben: Mehrere C-Profile von gleichen Proben waren

untereinander nicht identisch.
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4.1.5 Anwendungen des C-Profilings

Einige Betriebe mit mehreren Histomonose-Ausbriichen wurden mittels C-Profiling

untersucht.

4.1.5.1 Putenelterntierbetrieb
Erstmals trat hier die Histomonose im Juni 2005 auf. Ein C-Profiling der

eingesendeten Proben aus diesem Jahr ordnete den Erreger Typ A zu.

Ein zweiter Ausbruch ereignete sich vier Jahre spéter im September 2009. Es handelte

sich um die gleiche Farm wie beim ersten Ausbruch. Auch hier ergab das C-Profiling Typ A.

4.1.5.2 Gemischter Betrieb
Neben Puten wurden auf diesem Betrieb auch Broiler gehalten. Insgesamt wurde

Probenmaterial aus vier Ausbriichen eingesendet.

Ein erster Ausbruch erfolgte im August 2005 bei den Puten. Im C-Profiling ergab sich
die Zuordnung zu Typ B.

Im Mai 2008 wurde der zweite Ausbruch bestétigt. Wiederum waren Puten betroffen.

Diesmal handelte es sich — im Gegensatz zum ersten Ausbruch drei Jahre zuvor —um Typ A.

Im selben Jahr fiinf Monate spédter wurden erneut Proben mit dem Verdacht auf
Histomonose eingeschickt. Allerdings waren nun die Broiler des Betriebes betroffen. Der
Verdacht wurde bestitigt. Wie beim ersten Ausbruch bei den Puten konnte Typ B
nachgewiesen werden. Zusitzlich fand sich in diesem Ausbruch die eine Probe, welche als

Typ E charakterisiert wurde.

Einen Monat spdter, im November 2008, trat die Histomonose wiederum bei den
Puten auf. Wie auch schon im Friihjahr desselben Jahres konnte mit dem C-Profiling der Typ

A nachgewiesen werden.

4.1.5.3 Mastelterntierbetrieb

Im Jahr 2010 wurden 59 Proben aus diesem Betrieb eingesendet. Es handelte sich
ausschlieBlich um Organproben. Den groBiten Teil machten dabei Leber- und
Blinddarmproben aus. Vereinzelt wurden Kloaken-, Enddarm-, Oesophagus und nicht niher
beschriebene Tupferproben sowie eine Probe aus einem Leber- und Blinddarmpool
eingedendet. 30 mal konnte Histomonaden-DNA nachgewiesen werden, 29 mal gelang dies

nicht. Die positiven Proben waren zum tliberwiegenden Teil Leber- und Blinddarmproben.
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Jeweils zwei positive Proben stammten von Kloaken sowie von Blinddarmtupfern. Die
eingesendeten Proben stammten aus neun verschiedenen Herden. Nur von 10 der positiven
Proben konnte ein C-Profil erstellt werden. Neun Fluorogramme konnten nicht ausgewertet
werden und bei ebenfalls neun Proben war keine Sequenzierung moglich, da sie in der Diff-
PCR ein negatives Ergebnis zeigten. Von zwei der positiven Proben war kein Material mehr
vorhanden, sodass diese Proben nicht bearbeitet werden konnten. In sieben Fillen konnte
durch das C-Profiling eine Zuordnung zu Typ A vorgenommen werden, zweimal fand sich
Typ B und einmal Typ C. Alle 10 C-Profile konnten mit einer Ausnahme von Proben

derselben Herde erstellt werden. Einmal wurde Typ A in einer anderen Herde gefunden.

4.1.6 Anlegen monoklonaler Kulturen

4.1.6.1 Mikromanipulation

Um herauszufinden, ob die Uberlagerungen im Fluorogramm der ITS1-Region auf
intergenomische oder intragenomische Unterschiede zuriickzufithren waren, wurden mithilfe
der Methode der Mikromanipulation wie sie von Hess et al. (2006b) beschrieben wurde,
monoklonale Kulturen gewonnen. In einigen Teilen wurde die Methode verdndert, um

bestmogliche Ergebnisse zu erzielen, wie es in 3.2.1.5.2 beschrieben ist.

4.1.6.2 C-Profiling und Fluorogramme der monoklonalen Kulturen

Anhand des C-Profilings der ITSI-Region der Ausgangskultur ergab sich die
Zuordnung zu Typ A. Aus der sechsten Passage dieser Kultur wurden zehn monoklonale
Kulturen gewonnen. Alle Kulturen wurden in einer PCR auf das Vorhandensein von DNA
von T. gallinarum und Blastocystis spp. untersucht, da in der Ausgangskultur Blastocystis
spp. gefunden wurde. Nach Vorliegen der negativen Ergebnisse wurde von allen zehn
Kulturen ein C-Profil erstellt. Neun Kulturen konnten dabei — wie die Ausgangskultur auch —
dem Typ A zugeordnet werden. Bei einer Kultur ergab sich durch das C-Profiling die
Zuordnung zu Typ C.

In Material aus einer Kultur, in die mittels Mikromanipulation nur Medium, aber keine
Histomonadenzelle tiberfithrt worden war, konnte in der PCR keine Histomonaden-DNA

nachgewiesen werden.

In allen zugehodrigen Fluorogrammen konnten die Uberlagerungen immer noch

gefunden werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Fluorogramme der ITS1-Region von drei monoklonalen Kulturen. Bereiche mit

Uberlagerungen sind schwarz umrandet

Das PCR-Produkt von einem Typ A sowie das PCR-Produkt des Typs C wurden
kloniert. Fiinf Typ A-Klone sowie vier Typ C-Klone wurden sequenziert. Die Sequenzen
wurden mittels Allignment verglichen (Abbildung 12). Klon 3, Klon 4 und Klon 5 des Typs
A zeigten an drei Stellen der ITS1-Region eine andere Nukleotidabfolge als die anderen
Klone, wobei hier jeweils nur eine Sequenz betroffen war. Im Nukleotid-Bereich 70 und 72
sowie 94 und 96 der ITS1-Region traten entweder die Base Thymin oder Adenin auf. Bei den
Typ A Klonen 1 und 2 sowie bei den Typ B Klonen 1, 2 und 4 kam es bei den Basen 98 und

99 zu Deletionen.

Typ A, Klon 1 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ A, Klon 2 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ A, Klon 3 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGGTCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ A, Klon 4 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTTAACAATA 50
Typ A, Klon 5 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ C, Klon 1 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ C, Klon 2 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ C, Klon 3 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
Typ C, Klon 4 GTAGGTGAACCTGCCGTTGGATCAGTTTAGTAAATAAAATTTAAACAATA 50
********************.*********************:*******
Typ A, Klon 1 ATTTTAAAAATAAAAAAATTATATACAAAATTAATTTTCAATCATTAA-- 98
Typ A, Klon 2 ATTTTAAAAATAAAAAAATTAAATACAAAATTAATTTTCAATCATTAA-- 98
Typ A, Klon 3 ATTTCAAAAATAAAAAAATAATATACAAAATTAATTTTCAATCTTAAAAT 100
Typ A, Klon 4 ATTTTAAAAATAAAAAAATAATATACAAAATTAATTTTCAATCTTAAAAT 100
Typ A, Klon 5 ATTTTGAAAATAAAAAAATAATATACAAAATTAATTTTCAATCTTAAAAT 100
Typ C, Klon 1 ATTTTAAAAATAAAAAAATTAAATACAAAATTAATTTTCAATCATTAA-- 98
Typ C, Klon 2 ATTTTAAAAATAAAAAAATTAAATACAAAATTAATTTTCAATCATTAA-- 98
Typ C, Klon 3 ATTTTAAAAATAAAAAAATAATATACAAAATTAATTTTCAATCTTAAAAT 100
Typ C, Klon 4 ATTTTAAAAATAAAAAAATTAAATACAAAATTAATTCTCAATCATTAA-- 98

* kK % ER R I R I S P AR I I R I O I S I O I P S R
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Typ A, Klon 1 TTAAA 103
Typ A, Klon 2 TTAAA 103
Typ A, Klon 3 TTAAA 105
Typ A, Klon 4 TTAAA 105
Typ A, Klon 5 TTAAA 105
Typ C, Klon 1 TTAAA 103
Typ C, Klon 2 TTAAA 103
Typ C, Klon 3 TTAAA 105
Typ C, Klon 4 TTAAA 103

* kK k%

Abbildung 12: Allignment der ITS1-Regionen von finf Typ A-Klonen und vier Typ C-Klonen

4.1.7 Vorkommen von Blastocystis spp. und 7. gallinarum

Insgesamt wurden 273 Proben auf das Vorhandensein von Blastocystis spp. und T.
gallinarum untersucht. Darunter waren 183 positive Histomonadenproben. Von 357 Proben,
die negativ auf Histomonaden getestet worden waren, wurden insgesamt 90 Proben aus den

Jahren 2004 bis 2010 ausgewdhlt.

Bei einem Drittel der positiv auf H.meleagridis getesteten Proben konnte DNA von
Blastocystis spp. nachgewiesen werden (Abbildung 13). Zwei Drittel der Proben waren
Blastocystis-negativ. Bei den Proben aus den Jahren 2004 und 2005 gelang der Nachweis
jeweils nur bei einer einzigen Probe. Die Proben der einzelnen Jahre zeigten jeweils haufiger
ein negatives als ein positives Ergebnis. Ausnahme sind hier die Proben aus dem Jahr 2008,

bei denen in 11 aus den untersuchten 19 Proben DNA von Blastocystis nachgewiesen wurde.
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E 70%
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E 50% —
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< 20% —
10% I -
0% .. l.
2006 2008 2009
2004(22) | 2005(19) | ‘() 200721 | g () | 2010(60)
B Bl positiv (61) 4,55% 26,32% 7,14% 19,05% 57,89% 42,86% 45,00%
Bl negativ (122)| 95,45% 73,68% 92,86% 80,95% 42.11% 57,14% 55,00%

Abbildung 13: Anzahl positiver und negativer Blastocystis spp.-Proben (BI) bei positiv getesteten H.
meleagridis-Proben der einzelnen Jahre in Prozent; Zahlen in Klammern geben absolute Zahlen

wieder
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Im Gegensatz zu Blastocystis spp. trat T. gallinarum in den einzelnen Jahren nur

vereinzelt auf (Abbildung 14), wobei es im Jahr 2007 keine 7. gallinarum-positive Probe gab.

2010 konnte der Erreger bei flinf Proben nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Anzahl positiver und negativer T. gallinarum-Proben (Tg) bei positiv getesteten H.
meleagridis-Proben der einzelnen Jahre in Prozent; Zahlen in Klammern geben absolute Zahlen

wieder

Wie auch bei den H. meleagridis-positiven Proben wurde bei einem Drittel der
negativen Proben Blastocystis spp. gefunden (Abbildung 15). Bei zwei Dritteln der Proben
konnte keine DNA von Blastocystis spp. festgestellt werden. In jedem Jahr gab es mehr
negative als positive Blastocystis spp.-Proben. Ausnahme waren die Proben aus dem Jahr

2010: hier waren 60 % der getesteten Proben positiv.
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Abbildung 15: Anzahl positiver und negativer Blastocystis spp.-Proben (Bl) bei 90 von 357 negativ
getesteten H. meleagridis-Proben der einzelnen Jahre in Prozent; Zahlen in Klammern geben absolute

Zahlen wieder
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Anders als bei den H. meleagridis-positiven Proben, bei denen 7. gallinarum nur
vereinzelt nachgewiesen wurde, wurde 7. gallinarum-DNA bei den H. meleagridis-negativen
Proben in etwa einem Drittel der Proben nachgewiesen (Abbildung 16). Zwei Drittel der
Proben waren 7. gallinarum negativ. Bis auf das Jahr 2004, aus dem ebensoviele positive wie
negative T. gallinarum-Proben vorlagen, wurden in allen Jahren mehr negative als positive 7.

gallinarum -Proben festgestellt.
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Abbildung 16: Anzahl positiver und negativer T. gallinarum-Proben (Tg) bei 90 von 357 negativ
getesteten H. meleagridis-Proben der einzelnen Jahre in Prozent; Zahlen in Klammern geben absolute

Zahlen wieder

Mittels Chi-Quadrat-Test wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von Blastocystis spp. bzw. T. gallinarum und dem Nachweis von H. meleagridis
gepriift (Tabelle 14 und Tabelle 15). Ein signifikanter Zusammenhang ergab sich bei den 7.

gallinarum-getesteten Proben, nicht jedoch bei den auf Blastocystis spp. untersuchten Proben.

Tabelle 14: Chi-Quadrat-Test (= X>-Test oder Vierfelder-Test) der Blastocystis spp.- und

Histomonaden-Proben; X* = 0,30

Bl pos | Bl neg | Summe
Hm pos | 61 122 183
Hm neg | 33 57 90
Summe | 94 179 273
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Tabelle 15: Chi-Quadrat-Test (=X>-Test oder Vierfelder-Test) der T. gallinarum- und Histomonaden-
Proben; X* = 25,11

Tg pos | Tg neg | Summe

Hm pos | 12 171 183
Hm neg | 26 64 90
Summe | 38 235 273

4.2 Untersuchungen zum Kohlenhydratstoffwechsel

Fiir alle Kultivierungsversuche wurden fiir die Auswertung drei Kategorien gebildet:
vermehrt, iiberlebt und abgestorben. Als Bezug diente dabei die Inokulationsdosis, also die
Anzahl an Histomonaden, die nach Zugabe aus der Ausgangskultur in einem Milliliter der
jeweils zu untersuchenden Kultur vorhanden war. Fiel im Laufe des Versuchs die
Histomonadenzahl einer Kultur deutlich unter die Inokulationsdosis, wurde diese Kultur als
»abgestorben eingestuft. Blieb die Anzahl die einzelnen Tage in etwa bei der
Inokulationsdosis, dann handelte es sich um eine Kultur, die ,,iberlebt” hatte. ,,Vermehrt*
hatten sich Kulturen, bei der die Anzahl der Histomonaden deutlich iiber die

Inokulationsdosis angestiegen waren.

4.2.1 Versuche zur Pufferwirkung von MOPS und HEPES

Durch den Einsatz verschiedener Puffer sollte versucht werden, einen moglichst
gleichbleibenden pH-Wert fiir alle Versuche zu schaffen. Dazu wurden alle Kulturen in PBS
kultiviert. Natriumchlorid, welches ein Bestandteil von PBS ist, wurde in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen (8 g/L oder 5 g/L) hinzugegeben. Um die optimalen
Pufferkonzentrationen und die Vertrdglichkeit auf die Histomonaden herauszufinden, wurden
den Kulturen in unterschiedlichen Konzentrationen die Puffer HEPES und/oder MOPS
zugegeben oder es wurde kein Puffer hinzugesetzt. Die Kultivierung erfolgte unter Zugabe
von Reismehl in einer Konzentration von 2 g/L. Alle Versuchsanséitze wurden im Duplikat

angesetzt und fiir die Auswertung wurde der Mittelwert verwendet.

4.2.1.1 HEPES

In einem ersten Versuch wurde die Pufferkapazitit sowie die Vertrdglichkeit von
HEPES untersucht. Die Ansétze erfolgten in PBS mit 8 g/L NaCl, 2 g/L Reis, sowie 0, 5, 25,
100 oder 250 mmol/L HEPES. Das Wachstum wurde einmal tiglich iiber drei Tage durch

Auszihlen der Kulturen ermittelt, wobei von den jeweils zwei angesetzten Replikaten fiir die
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Auswertung der Mittelwert gebildet wurde. Des weiteren wurde an allen drei Tagen der pH-

Wert jeder Kultur gemessen.

Dabei ergab sich ein gutes Wachstum in den Ansédtzen mit 0, 5 und 25 mmol/L
HEPES. Der Ansatz mit 100 mmol/L HEPES zeigte ebenfalls ein gutes, wenn auch geringeres
Wachstum. Unter Anwendung von 250 mmol/L HEPES hatte keine Vermehrung
stattgefunden. Die Anzahl nahm bis zum dritten Tag stark ab (1.250 Hm/ml). In Tabelle 16
und Abbildung 17 ist das Wachstum dargestellt.

Tabelle 16: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der HEPES-Konzentration;

Inokulationsdosis: 32.500 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Konzentration HEPES 1 D 3
Hm/ml
0 mmol/L 60.000 112.500 150.000
(s=5.000) [ (s=2.500) | (s=25.000)
5 mmol/L 95.000 132.500 160.000
(s=5.000) | (s=7.500) | (s=20.000)
25 mmol/L 90.000 137.500 145.000
(s=0) (s=12.500) | (s =5.000)
77.500 100.000 97.500
100 mmol/L (s =12.500) | (s =5.000) | (s =7.500)
23.750 3.750 1.250
2L (s=3.750) | (s=1250) | (s=1250)

200.000
150.000 —2
g /
& 100.000 —9
an) /
50.000
0 h "
1 2 3
Tage nach Inokulation
—o— 0 mM/L HEPES —&— 5 mM/L HEPES —— 25 mM/L HEPES
—e— 100 mM/L HEPES —%—250 mM/L HEPES

Abbildung 17: Wachstum mit verschiedenen HEPES-Konzentrationen in PBS mit 8 g/L NaCl und 2 g/L

Reis
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Der pH-Wert lag bei allen Kulturen an allen drei Tagen in einem Bereich von 6,7-6,9

(Abbildung 18).

pH-Wert
& &
| oo

6,6
1 2 3
Tage nach Inokulation
—e— 0 mM/L HEPES —&— 5 mM/L HEPES —&—25 mM/L HEPES
—e— 100 mM/L HEPES —%—250 mM/L HEPES

Abbildung 18: pH-Wert in Abhangigkeit von der HEPES-Konzentration

Der 100 und 250 mmol/L HEPES-Ansatz wurde — teilweise mit anderen NaCl-
Konzentrationen im PBS — wiederholt. Wie im ersten Versuch wurden die Kulturen im
Duplikat angesetzt und drei Tage lang tdglich gezéhlt. Fiir die Auswertung wurde der
Mittelwert gebildet.

Beide Ansédtze mit 100 mmol/L HEPES, entweder mit 5 oder 8 g/ NaCl wuchsen
gleich gut. Mit 250 mmol/L HEPES und 5 g/L. NaCl iiberlebten die Histomonaden diesmal
(Tabelle 17 und Abbildung 19).

Tabelle 17: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der HEPES- und der NaCl-
Konzentration im PBS mit 2 g/L Reis; Inokulationsdosis: 32.500 Histomonaden pro Milliliter; s =

Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Konzentration HEPES | Konzentration NaCl 1 2 3
Hm/ml

25000 [ 92.500 107.500
100 el St (s=2.500) | (s =2.500) | (s =7.500)

41875 | 97.500 105.000
100 mmol/L > g/l (s=625) | (s=12.500) | (s =25.000)

26250 | 21.250 41875
250 mmol/L 5¢g/lL (s =0) (s =0) (s =8.125)
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200.000

150.000
100.000 /7
50.000

1 2 3
Tage nach Inokulation

Hm/ml

—e— 100 mM/L HEPES, 8 g/L NaCl —&— 100 mM/L HEPES, 5 g/L NaCl
—&—250 mM/L HEPES, 5 g/L NaCl

Abbildung 19: Wachstum mit verschiedenen HEPES-Konzentrationen in PBS mit 8 g/L und 5 g/L NaCl
und 2 g/L Reis

4.2.1.2 MOPS

Als néchstes fanden Versuche zur Pufferwirkung und Vertriglichkeit mit dem Puffer
MOPS statt. Getestet wurden verschiedene Konzentrationen von MOPS (0, 50 100 und 250
mmol/L), mit und ohne Zugabe von 100 mmol/L HEPES. Das PBS enthielt 5 oder 8 g/L
NaCl. Reis wurde in einer Konzentration von 2 g/L hinzugegeben. Das Wachstum wurde vier

Tage lang gezdhlt.

Im Medium mit MOPS in einer Konzentration von 250 mmol/L konnte keine
Vermehrung festgestellt werden. Auch die Zugabe von HEPES fiihrte zu keiner
Verbesserung. Ausnahme war der Ansatz in PBS mit 5 g/L NaCl und ohne HEPES: hier

uberlebten die Histomonaden.

Alle anderen Ansétze zeigten eine gute Vermehrung (Tabelle 18 und Abbildung 20,
Abbildung 21). Auffallend war, dass die Ansidtze ohne HEPES doppelt so gut wuchsen als die
Ansétze mit 100 mmol/L HEPES.

Das Wachstum des Ansatzes mit HEPES in einer Konzentration von 100 mmol/L,

aber ohne MOPS war vergleichbar mit dem aus den vorangegangenen Versuchen.



Tabelle 18: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der MOPS-, HEPES- und NaCl-

Konzentration im PBS; Inokulationsdosis: 32.500 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

4 Ergebnisse

Konzen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration 1 | 2 3 4
MOPS HEPES NaCl Hm/ml

e e (lslig.osoom %So i395000) ?sgi?soom ?57 Z'?gf)soo)
Ommol/L | 100 mmol/L | 8 g/L (1;) 1'395000) (9s7;5 39500) (ls2 i;(.)5000) (1s71395000)
SUmmmelll, | Qg B ?s7 2 (7)9500) (156 Z'?g?SOO) ?so i'g(())f)oom ?Sz Z339500)
>0 mmol/L 1 100 mmol/L | 8 g/L (6s2 2 (7)?500) ?s4 ° ;5125) (1513;95000) (1s0 iéf)soom
e (9s2 =5 (2)9500) (ls0 i'g?(?om (ls6 2'?(())9000) ?sliigf)soo)
100 mmol/L | 100 mmol/L | 8 g/L ?:f 3?500) (1513 ??250) ?slf ;:5625) (9s2 2 (2)9500)
e e (155.26 %.5875) (7§5=()(1).250) ?s:()=og.750) (152=5(1).250)
250 mmol/L | 100 mmol/L | 8 g/L (15932.5625) (68'8:7225) (35 1:2225) (18'8:7225)
N0t Qumslil ) 9 @ik (1s4 i'(;(;)000) (ls9 1'395000) (ls,9 229(?00) ?54 Z'?(z)?som
100 mmol/L | 100 mmol/L | 5 g/L ?Ss.zo 29000) ?:f 39500) (1:) Z'?gf)som (1s2 i'?gf)soo)
250 mmol/L | 0 mmoll 5 g/L (Ss3 - %?.875) ?s6 2 ??250) g) ° (5)?000) (7s7 2 (7)9500)
250 mmol/L | 100 mmol/L | 5 g/L ?slf;sl%) (1S0':O(2)9500) (15'8:7225) (6S22 625)

400.000

300.000 /

% 200.000 %/é
jun)
100.000 /;A?‘/

—o— 0 mM/L MOPS, 8 g/L NaCl

[\S]

Tage nach Inokulation

—&— 50 mM/L MOPS, 8 g/L NaCl

—&— 100 mM/L MOPS, 8 g/L NaCl

—>—250 mM/L MOPS, 8 g/L NaCl —%— 100 mM/L MOPS, 5 g/L. NaCl ——250 mM/L MOPS, 5 g/L NaCl

Abbildung 20: Wachstum mit unterschiedlichen MOPS-Konzentrationen ohne HEPES in PBS mit 8 g/L

und 5 g/L NaCl und 2 g/L Reis
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400.000

300.000

200.000

Hm/ml

100.000

Tage nach Inokulation

—o— 0 mM/L MOPS, 8 g/ NaCl —#—50 mM/L MOPS, 8 g/L. NaCl —a&— 100 mM/L MOPS, 8 g/L NaCl

——250 mM/L MOPS, 8 g/ NaCl —%— 100 mM/L MOPS, 5 g/L. NaCl ——250 mM/L MOPS, 5 g/L NaCl

Abbildung 21: Wachstum mit unterschiedlichen MOPS-Konzentrationen und 100 mmol/L HEPES in
PBS mit 8 g/L und 5 g/L NaCl und 2 g/L Reis

4.2.2 Versuche zur Eignung unterschiedlicher Kohlenhydrate in M199 und PBS

4.2.2.1 Kultivierung in M199 basiertem Medium

Folgende Stiarkequellen wurden getestet: 2 g/L Reis, 4 g/L Reis, 2 g/L Kartoffelstérke,
2 g/l Amylose, 2 g/ Amylopektin, 2 g/ Glykogen sowie keine Stirkequelle. Es wurden
jeweils sechs Replikate angesetzt. Aus den einzelnen Replikaten wurde fiir die Auswertung
der Mittelwert gebildet (Tabelle 19 und Abbildung 22). Das Wachstums der Kulturen wurde
taglich iiber fiinf Tage durch Auszdhlen ermittelt.

Ohne Zugabe einer Kohlenhydratquelle konnte kein Wachstum festgestellt werden.
Die Kulturen mit Reis vermehrten sich gut, wobei die Kulturen mit 4 g/L Reis ein hoheres

Wachstum zeigten.

Eine gute Vermehrung zeigten die Histomonaden in den Ansédtzen mit Kartoffelstérke.
Daher wurde dieser Ansatz mehr als 70 mal weiterpassagiert. Das Wachstum war zwar
geringer als bei Kulturen, denen 2 g/L Reis hinzugegeben wurde. Dennoch blieb die
Histomonadenzahl relativ konstant. Aufgrund der hohen Passagezahl befindet sich in dieser
Kultur nun kein Restreis mehr und das Wachstum ist auschlielich auf die Kartoffelstirke

zurickzufiihren.
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Mit Amylose konnte zwar bis zum vierten Tag ein geringes Wachstum festgestellt
werden. Danach sank die Zahl allerdings ab. Ein erneuter Ansatz mit Amylose und der

Versuch der Weiterpassage waren nicht erfolgreich.

Im Gegensatz dazu starben die Histomonaden bei den Ansédtzen mit Amylopektin bzw.

Glykogen ab.

Tabelle 19: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Kohlenhydratquelle;

Inokulationsdosis: 25.000 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Kohlenhydratquelle 1 2 3 4 5
Hm/ml
ohne Stirke 4583 3.542 3.125 9.167 14.583
(s=2.357)| (s=1.122) [ (s=1.197) [(s=3.118) (s =5.557)
Reis 2 g/L 12.500 36.667 335.000 559.167 828.333
(s=2.976) | (s=18.224) | (s=34.641) | (s=265.697) | (s =100.360)
Reis 4 g/L 14.167 28.542 467.500 1.038.333 1.226.667
(s=4.714) | (s=5.372) | (s=50.062) [ (s=62.361) | (s=68.718)
Kartoffelstirke 2 g/L 2.083 3.542 57.083 97.500 110.000
(s=1.382) | (s=2834) | (s=14.321) [ (s=21.554) | (s=27.689)
Amylose 2 g/L 2.500 7.500 26.667 35.625 18.333
(s=1.021) | (s=2.165) | (s=5.336) | (s=8.439) (s =2.125)
Amylopektin 2 g/L 2.083 2.500 1.875 1.042 625
(s=1.179) | (s =722) (s =625) (s =859) (s =625)
Glykogen 2 g/L 2.292 3.750 1.250 1.667 1.042
(s=859) | (s=1.768) | (s=722) (s=1.718) (s=1.122)

1.400.000
1.200.000 i
1.000.000 /
2 800.000 K
E 600.000 /
400.000 o
200.000 / - —
0 > ¥él=i=i7
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—eo— Kartoffelstarke —&— Amylose —a— Amylopektin —¢—Glykogen
—*%—Reis 2 g/L —e—Reis 4 g/L —+—ohne Stirke

Abbildung 22: Wachstum mit unterschiedlichen Kohlenhydratquellen in M199

79



80 | 4 Ergebnisse

Histomonaden, die im Medium mit 4 g/L. Reis sowie mit Kartoffelstirke kultiviert
wurden, wurden fotografiert (Abbildung 23). Sowohl Reispartikel als auch
Kartoffelstirkepartikel konnten dabei in den Zellen dokumentiert werden.

Abbildung 23: Lichtmikroskopische Aufnahmen von H. meleagridis; A und B: Kultur mit Kartoffelstarke,
C: Kultur mit Reis;—» : Kartoffelstarke-Partikel (A und B), Reispartikel (C)

4.2.2.2 Kultivierung in PBS basiertem Medium

Der vorherige Versuchsteil wurde mit Amylose, Amylopektin und Glykogen, sowie
Reis jeweils in einer Konzentration von 2 g/L wiederholt. In diesen Versuchen wurden die
Histomonaden in PBS mit 5 g/ NaCl sowie den beiden Puffern MOPS (100 mmol/L) und
HEPES (50 mmol/L) kultiviert. Zum Vergleich wurden alle Kulturen ebenfalls in PBS mit 5
g/L NaCl angesetzt, jedoch wurde auf den Einsatz von MOPS und HEPES verzichtet.
Angesetzt wurden jeweils fiinf Replikate, bei welchen fiinf Tage lang das Wachstum durch

Auszdhlen ermittelt wurde. Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert gebildet.

Mit keinem der getesteten Kohlenhydrate konnte ein Wachstum festgestellt werden
(Tabelle 20 wund Abbildung 24). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den
Wachstumsergebnissen, die sich bei einer Kultivierung in M199 ohne Pufferzusatz ergaben.
Bei den Kontrollkulturen im Medium mit Reis, sowohl mit als auch ohne Pufferzusatz, konnte

eine gute Vermehrung beobachtet werden.
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Tabelle 20: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Kohlenhydratquelle;

Inokulationsdosis: 15.000 Histomonaden pro Milliliter; alle Kohlenhydrate in einer Konzentration von 2

g/L; s = Standardabweichung

Kohlen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
hydrat- tration tration 1 2 3 4 5
quelle MOPS HEPES Hm/ml
Amylose 100 mmol/L | 50 mmol/L | 6-750 5.500 3.750 1.250 1.000
(s=1.696) | s=1.275) | (s=791) [(s=1.118) [ (s=487)
Amylopektin | 100 mmol/L | 50 mmol/L 8.500 7.500 6.250 3.250 2.500
(s=1.475) | (s=2.500) | (s=791) (s=1.275) | (s=791)
Glykogen 100 mmol/L | 50 mmol/L | 3-750 2.500 1.500 750 750
(s=1.696) | (s=791) (s=2.000) | (s=612) | (s=612)
Reis 100 mmol/L | 50 mmol/L | 24.750 61.000 111.000 157.000 147.000
(s=2.151) | (s=8.602) | (s=5.831) [ (s=8.124) | (s =5.099)
Amylose 0 mmol/L 0 mmol/L. | 4250 3.750 1.000 750 750
(s=1.275) | (s=2.372) | (s=935) [(s=612) | (s=1.000)
Amylopektin | 0 mmol/L 0 mmol/L. | 14.750 4.750 1.250 1.500 1.000
(s=2.669) | (s=2.894) | (s=1.369) [ (s=1.225) [ (s=935)
Glykogen 0 mmol/L 0 mmol/L. | 5250 3.000 4.250 1.000 500
(s=1.458) | (s=1.275) | (s=4.583) [ (s=935) |[(s=612)
Reis 0 mmol/L 0 mmol/L. | 53.000 78.000 108.000 130.000 106.000
(s=4.000) | (s=12.083) | (s=8.124) [ (s=4.472) | (s =5.831)
1.400.000
1.200.000
1.000.000
E  800.000
E 600.000
400.000
200.000
0 —
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—8— Amylose —&— Amylopektin —>— Glykogen —e— Reis
- & - Amylose - -& - Amylopektin - =% - Glykogen - -@ - Reis

Abbildung 24: Wachstum mit unterschiedlichen Kohlenhydratquellen in PBS mit 5 g/L NaCl;
Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

Von allen Kulturen wurde der pH-Wert gemessen (Abbildung 25). Bei allen Kulturen,
denen MOPS und HEPES hinzugegeben wurde, lag der pH-Wert in einem Bereich von 6. Die
einzelnen Tage liber stieg er geringfiigig an. Lediglich die Kulturen, denen Amylose

hinzugegeben wurde, zeigten eine leicht fallende Tendenz.
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Variabler zeigte sich der pH-Wert ohne Pufferzugabe. Bei Zugabe von Amylose lag er
relativ konstant bei 6,8. Mit Reis stieg er leicht an, lag aber auch in einem Bereich von 6.
Wurde Amylopektin bzw. Glykogen hinzugegeben, lag der anfinglich gemessene pH-Wert

bei 5,3 bzw. bei 5,7. Bis zum Versuchsende stieg er jeweils auf 6,4 bzw. 6,6 an.

7,2

Tage nach Infektion
—&— Amylose —&— Amylopektin —— Glykogen —e— Reis

- - - Amylose - -& - Amylopektin - =% - Glykogen - - - Reis

Abbildung 25: pH-Wert in Abhangigkeit von der Kohlenhydratquelle in PBS mit 5 g/L NaCl; pH-Werte
mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, pH-
Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

4.2.2 Versuche zur Eignung von Glukose

Um die Eignung von Glukose als alleinige Kohlenhydratquelle zu testen, wurden
Histomonaden in PBS mit 5 g/l NaCl, ohne die Puffer MOPS und HEPES und ohne Reis
kultiviert. Unterschiedliche Konzentrationen an Glukose wurden hinzugegeben: 1, 2, 3, 4 und

5 g/L. Die Ermittlung des Wachstums erfolgte iiber vier Tage.

Alle Versuche wurden doppelt angesetzt. In die Auswertung floss jeweils der

Mittelwert ein.

In keiner der Kulturen mit Glukose kam es zu einer Vermehrung der Histomonaden. Je
hoher die Konzentration an Glukose war, desto stirker fiel die Zahl der Histomonaden pro

Milliliter ab (Tabelle 21 und Abbildung 26).

Die beiden Kontrollkulturen mit Reis statt Glukose, einmal mit und einmal ohne 100

mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES wuchsen beide gut.
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Tabelle 21:

Konzentration; Inokulationsdosis: 32.500 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Glukose- und Reis-

Tage nach Inokulation
Konzentration Konzentration Reis, 1 > | 3 | 7
Glukose MOPS, HEPES
Hm/ml
92500 | 87.500 57.500 12375
Gmsoll gl | Dl (s=7.500) | s=2.500) | (s=2.500) | (s=4375)
33125 | 36875 11.250 1875
Glukose 2 g/L | 0 g/L (s=6875) | (s=18.125) | (s=2.500) | (s=625)
20000 | 5.000 6.250 625
Gmse gl | Dyl (s=2.500) | s=1250) | (s=1.250) | (s=625)
20000 | 6875 6.250 1875
Glukose 4 g/L | 0 g/L (s=1250) | s=625) | (s=1250) | (s=625)
20625 | 4375 3.125 625
Gmses gl | Dyl =625 |(s=625) |(s=625 |(s=625)
. 117500 | 117500 | 167500 | 210.000
0 g/L Reis 2 g/L (s =2.500) | (s =2.500) | (s=17.500) | (s = 10.000)
CoL Reis 2 /L, MOPS 100 mmol/L, | 95.000 | 72.500 142500 | 120.000
g HEPES 100 mmol/L (s=5.000) | (s=12.500) | (s=22.500) | (s = 10.000)
250.000
200.000 Y
- - ' - -
— 150, s
= 150.000 -
E @- - -
100.000 — \ﬁ;>&‘\
50.000
F
e
0 M
1 2 3 4
Tage nach Inokulation
—&— 1 g/L Glukose —&— 2 g/L Glukose —— 3 g/L Glukose —— 4 g/L Glukose
—¥— 5 g/L Glukose - @ - 2 g/L Reis —o— 2 g/L Reis

Abbildung 26: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen in PBS mit 5 g/L NaCl; die
Wachstumskurve mit 2 g/L Reis sowie 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES ist durch eine
durchgehende Linie gekennzeichnet, die Wachstumskurve mit 2 g/L Reis ohne die beiden Puffer mit

einer gestrichelten Linie

Zusatzlich wurde widhrend der vier Tage der pH-Wert aller Kulturen gemessen
(Abbildung 27). Wurde den Kulturen keine bzw. nur wenig Glukose (1 g/L) hinzugegeben, so
blieb der pH-Wert relativ konstant bei tiber 6. In hohen Konzentrationen (3-5 g/L) fiihrte die

Glukose ebenfalls zu einem relativ konstanten pH-Wert. Dieser lag allerdings mit 4 bis 4,5
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viel niedriger. Eine Ausnahme stellte die Kultur mit Glukose in einer Konzentration von 2 g/L

dar: hier stieg der pH-Wert iiber die einzelnen Tage von knapp unter 5 auf fast 6 stark an.

72
6,8
6,4
+ 6,0
()
=56
e
.52
4.8
4.4
4,0

1 2 3 4
Tage nach Inokulation

—— 1 g/L Glukose —&— 2 g/L Glukose —4— 3 g/L Glukose ——4 g/L Glukose
—¥— 5 g/L Glukose - @ - 2 g/L Reis —— 2 ¢g/L Reis

Abbildung 27: pH-Wert in Abhangigkeit von der Glukose-Konzentration in PBS mit 5 g/L NaCl; pH-
Werte mit 2 g/L Reis sowie 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch eine durchgehende

Linie gekennzeichnet, pH-Werte mit 2 g/L Reis ohne die beiden Puffer mit einer gestrichelten Linie

Um die teilweise stark fallenden pH-Werte abzupuffern, und so eventuell ein
Histomonaden-Wachstum herbeizufiihren, wurde den Kulturen mit verschiedenen Glukose-
Konzentrationen 100 mmol/L. MOPS und 50 mmol/L. HEPES hinzugegeben. Die Ansitze, die
jeweils im Duplikat angesetzt wurden, erfolgten mit und ohne Zugabe von Reis. Gezihlt

wurde fiinf Tage lang. Zur Auswertung wurde der Mittelwert gebildet.

Der Ansatz mit 5 g/l Glukose, MOPS und HEPES, aber ohne Reis zeigte kein
Wachstum. Alle iibrigen Ansétze, denen Glukose hinzugegeben wurde, iiberlebten (Tabelle

22 und Abbildung 28).

Die Kontrolle ohne Glukose, mit MOPS, HEPES und Reis wuchs gut, wohingegen die
Kultur ohne Reis abstarb.
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Tabelle 22: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Glukose- und Reis-
Konzentration, mit 100 mmol/lL MOPS und 50 mmol/L HEPES; Inokulationsdosis: 35.000

Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Konzen- Konzen-
1 2 3 4 5
tration Glukose | tration Reis
Hm/ml

0g/L 0g/L 52.500 25.625 10.625 13.125 9.375

(s=2.500) | (s=1.875) | (s=625) (s =625) (s =625)
2g/L 0g/L 57.500 60.000 25.000 41.875 35.000

(s =2.500) [ (s=5.000) | (s=10.000) | (s=13.125) [ (s=0)
5g/L 0g/L 40.625 72.500 35.000 27.500 21.875

(s=14.375) | (s =12.500) | (s=1.250) | (s=0) (s =1.875)
0g/L 2gL 42.500 87.500 140.000 122.500 102.500

(s=7.500) [ (s=2.500) | (s=5.000) | (s=2.500) [ (s=2.500)
2g/L 2g/L 42.500 57.500 82.500 72.500 60.000

(s=7.500) | (s=2.500) [ (s=2.500) | (s=2.500) [ (s=10.000)
5g/L 2gL 57.500 26.875 60.000 52.500 44.375

(s=7.500) [ (s=3.215) | (s=5.000) | (s=2.500) [ (s=5.625)

250.000
200.000
E 150.000
g
T 100.000
50.000
0
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—— 0 g/L Glukose —&— 2 g/L Glukose —&— 5 g/L Glukose
- -¢ - 0 g/L Glukose - & - 2 g/L Glukose - -& - 5 g/L Glukose

Abbildung 28: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen mit 100 mmol/L MOPS und
50 mmol/L HEPES in PBS mit 5 g/L NaCl; Wachstumskurven mit 2 g/L Reis sind durch durchgehende

Linien gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne Reis mit gestrichelten Linien

Der pH-Wert der einzelnen Kulturen blieb iiber die fiinf Tage hinweg relativ konstant
in einem Bereich von 6 (Abbildung 29). Nur in den beiden Ansédtzen mit einer Glukose-
Konzentration von 5 g/L fiel der pH-Wert kurzzeitig unter 6, um dann wieder leicht

anzusteigen.
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7,2
68 —m — = == = -
6.4 o ———— = —& —1
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= 56
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4.8
4.4
4,0
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—— 0 g/L Glukose —&— 2 g/L Glukose —a— 5 g/L Glukose
- ¢ - 0 g/L Glukose - & - 2 g/L Glukose - & - 5 g/L Glukose

Abbildung 29: pH-Wert in Abhangigkeit von der Glukose-Konzentration mit 100 mmol/L MOPS und 50
mmol/L HEPES in PBS mit 5 g/L NaCl; Wachstumskurven mit 2 g/L Reis sind durch durchgehende
Linien gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne Reis mit gestrichelten Linien

Im vorangegangenen Versuchsteil wurden nur die Glukose-Konzentrationen 2 und 5
g/L getestet. Da dies eine ziemlich weite Spanne ist, wurde dieser Teil wiederholt, wobei
zusitzlich die Glukose-Konzentrationen 1, 3 und 4 g/L mitgefiihrt wurden. Dies hatte zum
Ziel, ein eventuelles Wachstum bei diesen Konzentrationen zu detektieren. Auch hier wurden

jeweils zwei Replikate angesetzt und flir die Auswertung wurde der Mittelwert gebildet.

Alle Kulturen, denen kein Reis hinzugegeben wurde (Tabelle 23, Abbildung 30 und
Abbildung 31), starben ab. Auch im ersten Versuchsteil starben die Histomonaden unter
diesen Bedingungen ab, mit Ausnahme der Kultur mit 2 g/L Glukose ohne Reis, die {iberlebte.

Wurde zur Glukose auch Reis hinzugegeben, iiberlebten die Kulturen.

Die beiden Konrollen ohne Glukose, aber mit Reis vermehrten sich gut.
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Tabelle 23: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Glukose-, MOPS-, HEPES- und

Reis-Konzentration; Inokulationsdosis: 35.000 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Konzen- Konzen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration tration 1 2 3 4 5
Glukose MOPS HEPES Reis Hm/ml
1 gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 26.875 32.500 23.750 10.625 4.375
(s=6.875) | (s=6.250) | (s=10.000) | (s=3.125) | (s=625)
2g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 41.250 61.875 45.000 51.250 25.000
(s=18.750) | (s=28.125) | (s =10.000) | (s=13.750) | (s=8.750)
3gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 13.750 19.375 20.625 15.000 5.625
(s=3.750) | (s=625) (s=1.875) | (s=5.000) | (s=625)
4 gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 15.000 16.250 16.875 35.000 5.625
(s =1.250) (s=1.250) | (s=5.625) (s =15.000) | (s=1.875)
5¢/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 13.750 8.750 9.375 11.250 1.875
(s=0) (s=2.500) | (s=625) (s=1.250) | (s=625)
1 gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 32.500 52.500 62.500 55.000 62.500
(s =3.750) (s =2.500) [ (s=2.500) (s=0) (s =2.500)
2gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 33.750 51.250 52.500 72.500 57.500
(s=5.000) [ (s=8.750) | (s=2.500) [ (s=7.500) | (s=2.500)
3gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 30.625 27.500 30.625 42.500 42.500
(s =6.875) (s=6.250) | (s=13.125) | (s=32.500) | (s=12.500)
4¢/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 25.000 27.500 26.250 42.500 39.375
(s=8.750) | (s=2.500) | (s=3.750) | (s=27.500) | (s=15.625)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 43,125 27.500 41.875 31.250 33.750
(s=16.875) | (s=1.250) | (s=3.125) (s =2.500) (s =7.500)
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 77.500 75.000 95.000 112.500 117.500
(s=2.500) | (s=0) (s =15.000) | (s=7.500) [ (s=7.500)
0gL 0 mmol/L Ommol/L |2gL 55.000 82.500 72.500 107.500 80.000
(s =5.000) (s=7.500) [ (s=7.500) (s =12.500) | (s=5.000)
250.000
200.000
— 150.000
g
E
T 100.000
/.\
50.000 — D ——— \
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—o—1 g/L Glukose ——2 g/ Glukose —&—3 g/L Glukose ——4 g/L Glukose —*%—5 g/L Glukose

Abbildung 30: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen mit 100 mmol/L MOPS und
50 mmol/L HEPES ohne Reis
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Abbildung 31: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-Konzentrationen mit 100 mmol/L MOPS und
50 mmol/L HEPES mit 2 g/L Reis; die Wachstumskurve mit 2 g/L Reis und MOPS und HEPES sind
durch eine durchgehende Linie gekennzeichnet, die Wachstumskurve mit Reis ohne die beiden Puffer

mit einer gestrichelten Linie

Auch die pH-Werte aus diesem Versuch waren vergleichbar mit denen aus dem
vorherigen (Abildung 32 und Abbildung 33). Uber die fiinf Zihltage lag er in einem Bereich
von 6. Auch diesmal zeigten die Kulturen mit einer Glukose-Konzentration von 5 g/L einen
pH-Wert von unter 6, der diesmal allerdings nicht weiter anstieg, sondern in einem Bereich

von 5,8 blieb.
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Tage nach Inokulation
—o— 1 g/L Glukose ——2 g/l Glukose —&—3 g/L Glukose —¢—4 g/L Glukose —%—5 g/L Glukose

Abbildung 32: pH-Wert in Abhangigkeit von der Glukose-Konzentration mit 100 mmol/L MOPS und 50
mmol/L HEPES sowie ohne Reis
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Abbildung 33: pH-Wert in Abhangigkeit von der Glukose-Konzentration mit 100 mmol/L MOPS und 50
mmol/L HEPES sowie mit 2 g/L Reis; pH-Werte mit 2 g/L Reis und MOPS und HEPES sind durch eine
durchgehende Linie gekennzeichnet, pH-Werte mit Reis ohne die beiden Puffer mit einer gestrichelten

Linie

4.2.3 Versuche zur Eignung von verschiedenen Zwischenprodukten des

Kohlenhydratstoffwechsels als Kohlenhydratquelle in PBS

Ausgehend von den Ergebnissen der bisher durchgefiihrten Versuche wurden
verschiedene Kohlenhydrate auf ihre Eignung fiir das Histomonaden-Wachstum getestet.
Kultiviert wurden sie in PBS mit 5 g/LL NaCl. Die entsprechende Kohlenhydratquelle wurde in
den Konzentrationen 0 g/L, 2 g/L oder 5 g/L hinzugefiigt. Das Medium wurde entweder mit
MOPS und HEPES (100 mmol/L bzw. 50 mmol/L) abgepuffert oder die beiden Puffer
wurden weggelassen. Zu den Ansédtzen mit der jeweiligen Kohlenhydratquellen in den
entsprechenden Konzentrationen mit und ohne MOPS und HEPES wurde Reis entweder in

einer Konzentration von 2 g/L hinzugefiigt oder Reis wurde weggelassen.

Nach diesem Schema wurden Pyruvat, Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat und
Maltose getestet.

Von jeder Kultur wurden zwei Replikate angesetzt. Das Wachstum wurde tdglich fiinf
Tage lang durch Zahlen ermittelt. Auch der pH-Wert wurde tdglich bei allen Kulturen fiinf

Tage lang gemessen. AnschlieBend wurde der entsprechende Mittelwert gebildet.
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4.2.3.1 Pyruvat

In allen Ansétzen, in denen kein Reis hinzugegeben wurde, starben die Histomonaden
ab. Lediglich bei einer Konzentration von 2 g/LL Pyruvat und MOPS und HEPES iiberlebten

sie.

Bei Zugabe von Reis dagegen vermehrten sich die Histomonaden gut (Tabelle 24,

Abbildung 34 und Abbildung 35).

Die Kontrollkultur ohne Reis, mit MOPS und HEPES iiberlebte, was auf den Restreis
zuriickzufiihren ist. Ohne MOPS und HEPES konnte kein Wachstum festgestellt werden.

Beide Kontrollen mit Reis wuchsen gut.

Tabelle 24: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Pyruvat-, MOPS-, HEPES- und

Reis-Konzentration; Inokulationsdosis: 36.500 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Konzen- Konzen- Konzen- | Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration tration 1 2 3 4 5
Pyruvat | MOPS HEPES Reis Hm/ml
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 135.000 145.000 170.000 215.000 255.000

(s =5.000) (s=10.000) | (s=20.000) | (s=20.000) | (s=20.000)
2gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 92.500 152.500 167.500 170.000 150.000

(s =2.500) (s =2.500) (s =2.500) (s =5.000) (s =15.000)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 82.500 60.000 97.500 100.000 125.000

(s =17.500) | (s=5.000) (s =2.500) (s =15.000) [ (s=0)
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 62.500 52.500 55.000 39.375 45.000

(s =2.500) (s =2.500) (s =5.000) (s =10.625) | (s =5.000)
2¢/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 92.500 60.000 62.500 65.000 35.000

(s=12.500) [ (s=0) (s =2.500) (s=0) (s =15.000)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 80.000 52.500 82.500 38.750 28.750

(s =10.000) | (s=2.500) (s =2.500) (s =1.250) (s =5.000)
0gL 0 mmol/L Ommol/L |2gL 132.500 207.500 180.000 205.000 242.500

(s =7.500) (s =7.500) (s =10.000) | (s=5.000) (s =42.500)
2¢/L 0 mmol/L Ommol/L |2gL 117.500 140.000 187.500 127.500 210.000

(s =27.500) [ (s=0) (s =37.500) | (s=12.500) | (s=10.000)
5g/L 0 mmol/L Ommol/L |2gL 127.500 130.000 112.500 140.000 190.000

(s =12.500) | (s=5.000) (s=12.500) | (s=40.000) | (s=15.000)
0g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 90.000 57.500 22.500 8.750 9.375

(s =15.000) | (s=2.500) (s =5.000) (s =5.000) (s =4.375)
2gL 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 100.000 57.500 52.500 28.125 25.625

(s=0) (s =2.500) (s =2.500) (s =3.125) (s =625)
5¢/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 70.000 70.000 55.000 41.250 21.875

(s=0) (s =10.000) | (s =5.000) (s =8.750) (s =1.875)
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Abbildung 34: Wachstum mit unterschiedlichen Pyruvat-Konzentrationen, ohne Reis;

Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 35: Wachstum mit

unterschiedlichen Pyruvat-Konzentrationen,

mit 2 g/L Reis;

Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

Der pH-Wert aller Kulturen mit MOPS und HEPES, mit und ohne Reis lag konstant in

einem Bereich von 6 (Abbildung 36 und Abbildung 37).

Bei allen Kulturen ohne MOPS und HEPES wurde ein pH-Wert iiber 7 gemessen.

Ausnahme hiervon war die Kontrollkultur mit Reis, bei der der pH-Wert unter 7 lag.
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Abbildung 36: pH-Wert in Abhéngigkeit von der Pyruvat-Konzentration, ohne Reis; pH-Werte mit 100
mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, pH-Werte
ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 37: pH-Wert in Abhangigkeit von der Pyruvat-Konzentration, mit 2 g/L Reis; pH-Werte mit
100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, pH-
Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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4.2.3.2 Glukose-1-Phosphat
In den Ansidtzen ohne Reis kam es entweder zu keinem Wachstum oder die Kulturen

uberlebten.

Wie bei den Ansidtzen mit Pyruvat vermehrten sich die Histomonaden in allen

Kulturen mit Reis gut (Tabelle 25, Abbildung 38 und Abbildung 39).

Die Kontrollen ohne Reis starben ab. Dahingegen vermehrten sie sich mit Reis gut.

Tabelle 25: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Glukose-1-Phosphat-, MOPS-,
HEPES-

Standardabweichung

und Reis-Konzentration; Inokulationsdosis: 32.500 Histomonaden pro Milliliter; s =

Konzen- Konzen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration tration 1 2 3 4 5
Glu-1-P |  MOPS HEPES Reis Hm/ml
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 145.000 190.000 240.000 245.000 265.000

(s =5.000) (s =25.000) | (s=25.000) | (s=0) (s =20.000)
2¢gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 95.000 142.500 170.000 135.000 152.500

(s =5.000) (s =7.500) (s =5.000) (s =5.000) (s =12.500)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 72.500 97.500 132.500 117.500 137.500

(s =2.500) (s =2.500) (s =12.500) | (s =7.500) (s =2.500)
0glL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 90.000 57.500 41.875 17.500 14.375

(s =10.000) | (s=7.500) (s=13.125) | (s =6.250) (s = 625)
2 gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 95.000 62.500 55.000 42.500 31.875

(s =5.000) (s =12.500) | (s =5.000) (s =7.500) (s =4.375)
5¢/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 62.500 60.000 60.000 41.250 23.125

(s =12.500) | (s =5.000) (s=0) (s =13750) | (s=1.875)
0g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 2gL 155.000 135.000 180.000 185.000 225.000

(s =5.000) (s =20.000) | (s=10.000) | (s=35.000) [ (s=25.000)
2¢/L 0 mmol/L 0 mmol/L 2 gL 122.500 132.500 155.000 182.500 200.000

(s =22.500) | (s =2.500) (s =25.000) | (s =2.500) (s =10.000)
5g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 2g/L 102.500 137.500 157.500 137.500 137.500

(s =2.500) (s=17.500) | (s=12.500) | (s=32.500) | (s=2.500)
0g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 95.000 36.875 14.375 10.625 8.750

(s =30.000) | (s=13.125) | (s =5.625) (s=1.875) (s =1.250)
2gL 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 57.500 87.500 65.000 65.000 60.000

(s =2.500) (s =2.500) (s =5.000) (s =10.000) [ (s=10.000)
5g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 60.000 55.000 60.000 52.500 38.125

(s=10.000) | (s =5.000) (s =5.000) (s =2.500) (s =16.875)
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Abbildung  38:  Wachstum mit  unterschiedlichen  Glukose-1-Phosphat-Konzentrationen,
Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 39: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-1-Phosphat-Konzentrationen, mit Reis;
Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

Die Messung des pH-Wertes ergab bei allen Kulturen einen Bereich von 6 (Abbildung
40 und Abbildung 41). Eine Ausnahme stellte die Kultur ohne Glukose-1-Phosphat, Reis,
MOPS und HEPES dar: hier lag der pH-Wert bei 7,5.
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Abbildung 40: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Glukose-1-Phosphat-Konzentration, ohne Reis; pH-
Werte mit 100 mmol/lL MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, pH-Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 41: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Glukose-1-Phosphat-Konzentration, mit Reis; pH-
Werte mit 100 mmol/lL MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, pH-Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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4.2.3.3 Glukose-6-Phosphat

Ahnlich den Ansitzen mit Glukose-1-Phosphat kam es auch hier bei den Kulturen

ohne Reis zu keinem Wachstum oder hdchstens zu einem Uberleben (Tabelle 26, Abbildung

42 und Abbildung 43).

Reis vermehrten sie sich.

Unter Zugabe von Reis zeigten die Histomonaden eine teilweise gute Vermehrung.

Die Kontrollkulturen wuchsen erwartungsgemal, d. h. ohne Reis starben sie ab, mit

Tabelle 26: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Glukose-6-Phosphat-, MOPS-,

HEPES- und Reis-Konzentration; Inokulationsdosis: 45.000 Histomonaden pro Milliliter; s =
Standardabweichung
Konzen- Konzen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration tration 1 2 3 4 5
Glu-6-P | MOPS HEPES Reis Hm/ml
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 127.500 225.000 197.500 202.500 212.500

(s =27.500) | (s=25.000) | (s=42.500) | (s=7.500) (s =2.500)
2g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 75.000 95.000 127.500 125.000 162.500

(s=0) (s =20.000) | (s=17.500) | (s=25.000) | (s=12.500)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 57.500 90.000 97.500 77.500 80.000

(s =7.500) (s =5.000) (s =12.500) | (s =7.500) (s =5.000)
0glL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 85.000 62.500 52.500 25.625 16.875

(s =5.000) (s =2.500) (s =2.500) (s =1.875) (s =625)
2 gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 67.500 67.500 80.000 92.500 75.000

(s =2.500) (s =17.500) (s =5.000) (s =7.500) (s =20.000)
5gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 60.000 92.500 82.500 95.000 72.500

(s =5.000) (s =12.500) | (s =7.500) (s =5.000) (s =2.500)
0g/L 0 mmol/L Ommol/L | 2gL 100.000 147.500 137.500 182.500 207.500

(s =5.000) (s =7.500) (s=12.500) | (s=12.500) [ (s=27.500)
2¢/L 0 mmol/L 0 mmol/L 2 gL 112.500 147.500 102.500 107.500 107.500

(s =7.500) (s =2.500) (s =7.500) (s =37.500) | (s=17.500)
5g/L 0 mmol/L 0mmol/L |2gL 77.500 115.000 90.000 117.500 130.000

(s =12.500) [ (s=20.000) | (s=5.000) (s =17.500) | (s=5.000)
0g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 105.000 67.500 21.250 7.500 7.500

(s =10.000) | (s=7.500) (s =1.250) (s =1.250) (s =1.250)
2g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 70.000 87.500 70.000 57.500 15.625

(s =10.000) | (s=2.500) (s =10.000) | (s=7.500) (s =625)
5g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 65.000 87.500 52.500 52.500 42.500

(s=0) (s =2.500) (s =2.500) (s =2.500) (s =17.500)
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Abbildung 42: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-6-Phosphat-Konzentrationen, ohne Reis;
Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 43: Wachstum mit unterschiedlichen Glukose-6-Phosphat-Konzentrationen, mit Reis;
Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

Bei allen Ansdtzen war der pH-Wert relativ konstant in einem Bereich von 6

(Abbildung 44 und Abbildung 45). Ausnahme hiervon waren die Ansdtze ohne Reis, MOPS

und HEPES: der Ansatz mit 5 g/ Glukose-6-Phosphat zeigte ebenfalls einen pH-Wert im
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Bereich von 6. Bei 2 g/L. Glukose-6-Phosphat stieg er auf knapp iiber 7 an, wohingegen er
ohne Glukose-6-Phosphat ab dem ersten Tag iiber 7 lag.

7,5 . e - -
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= 6,0
5.5
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Tage nach Inokulation
—— 0 g/L Glu-6-P —=— 2 g/L Glu-6-P —4— 5 g/L Glu-6-P
- - - 0 g/L Glu-6-P - & - 2 g/L Glu-6-P - -& - 5 g/L Glu-6-P

Abbildung 44: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Glukose-6-Phosphat-Konzentration, ohne Reis; pH-
Werte mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien
gekennzeichnet, pH-Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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—&—0 /L Glu-6-P —=— 2 g/L Glu-6-P —&— 5 g/L Glu-6-P
-+ - 0 gL Glu-6-P --®- 2 gL Glu6-P - -& - 5 g/L Glu-6-P

Abbildung 45: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Glukose-6-Phosphat-Konzentration, mit Reis; pH-
Werte mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, pH-Werte ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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4.2.3.4 Maltose
Von allen Versuchen wuchsen die Histomonaden mit Maltose am schlechtesten

(Tabelle 27, Abbildung 46 und Abbildung 47).
Ohne Reis konnte bestenfalls ein Uberleben der Kultur festgestellt werden.

Auch die Zugabe von Reis forderte das Wachstum nicht; die Kulturen tiberlebten
lediglich. In einem Fall (5 g/L Maltose, ohne MOPS und HEPES) kam es sogar zu einem
Absterben der Kultur.

Beide Kontrollen ohne Reis wuchsen nicht. Die Kontrollkulturen mit Reis wuchsen im
Vergleich zu den Kontrollen aus den anderen Versuchen relativ schlecht: die Kontrolle ohne

MOPS und HEPES iiberlebte dabei nur.

Tabelle 27: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Maltose-, MOPS-, HEPES- und

Reis-Konzentration; Inokulationsdosis: 22.000 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Konzen- Konzen- Konzen- Konzen- Tage nach Inokulation
tration tration tration tration 1 2 3 4 5
Maltose MOPS HEPES Reis Hm/ml
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 77.500 82.500 122.500 150.000 122.500

(s =7.500) (s=17.500) | (s =2.500) (s =5.000) (s =7.500)
2g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 67.500 75.000 77.500 92.500 80.000

(s =2.500) (s =5.00) (s =7.500) (s =2.500) (s =5.000)
5g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 2 g/L 50.000 52.500 56.250 33.125 32.500

(s=0) (s =2.500) (s =18.750) | (s =1.875) (s =6.250)
0g/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 75.000 62.500 37.500 11.875 9.375

(s =10.000) | (s=7.500) (s =2.500) (s =1.875) (s =1.875)
2gL 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 62.500 60.000 67.500 80.000 57.500

(s =7.500) (s=0) (s =7.500) (s =15.000) | (s=2.500)
5¢/L 100 mmol/L | 50 mmol/L | 0 g/L 50.000 52.500 20.000 22.500 21.250

(s=0) (s =40.000) | (s=0) (s = 6250) (s =3.750)
0g/L 0 mmol/L Ommol/L | 2gL 24.375 26.250 46.250 85.000 55.000

(s =3.125) (s =5.000) (s =3.750) (s =25.000) | (s=5.000)
2gL 0 mmol/L 0 mmol/L 2gL 25.625 18.125 21.250 67.500 22.500

(s=1.875) (s =625) (s =10.000) | (s=17.500) | (s=1.250)
5g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 2g/L 11.250 8.750 10.625 10.625 5.000

(s =2.500) (s =1.250) (s =1.875) (s = 625) (s =1250)
0g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 92.500 20.625 6.875 5.000 3.125

(s =7.500) (s =625) (s=1.875) (s =1.250) (s =625)
2¢g/L 0 mmol/L 0 mmol/L 0g/L 38.750 47.500 41.250 45.000 21.250

(s =11.250) [ (s=12.500) | (s =8.750) (s =5.000) (s =1.250)
5gL 0 mmol/L 0 mmol/L 0glL 13.750 11.875 7.500 5.000 5.000

(s =2.500) (s =1.875) (s =1.250) (s =2.500) (s =1.250)
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Abbildung 46: Wachstum mit unterschiedlichen Maltose-Konzentrationen, ohne

Reis;

Wachstumskurven mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien

gekennzeichnet, Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

300.000

250.000

200.000

150.000 &

Hm/ml

100.000 /

P R
50.000 e —& " e
0 ettt ittt A _____ 1o
1 2 3 4 5

Tage nach Inokulation
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Abbildung 47: Wachstum mit unterschiedlichen Maltose-Konzentrationen, mit Reis; Wachstumskurven
mit 100 mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet,

Wachstumskurven ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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In diesem Versuch zeigten die Ergebnisse der pH-Wert-Messungen deutlich die
Pufferwirkung von MOPS und HEPES (Abbildung 48 und Abbildung 49).

Innerhalb der Ansétze mit MOPS und HEPES lag der pH-Wert im Bereich von 6.

Bei den Ansédtzen, bei denen kein MOPS und HEPES hinzugegeben wurde, variierte
der pH-Wert in Abhéngigkeit von der Maltose-Konzentration: mit 2 g/L. Maltose lag der pH-
Wert zu Beginn des Versuchs in einem Bereich unter 5, um dann auf {iber 6 zu steigen. In
keinem anderen Versuch lag der zu Versuchsbeginn gemessene pH-Wert unter 6. Die Ansétze
mit 5 g/l Maltose zeigten mit 4,6 bis 4,4 sogar einen noch niedrigeren pH-Wert, der iiber die

gemessenen Tage auch noch fiel.

Der pH-Wert der Kontrollkulturen mit oder ohne MOPS und HEPES lag in einem

Bereich um 6,8.

75 T e e ————— -
S *-------oT -+ ¢
7,0 — o —— *
6,5 — — S S i P u
5 ‘\A.__.V/‘E: A — —A
2 6,0 ——=
E5.5 .
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A - - _ A
4,5 g A A -A
4,0
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—— 0 g/L Maltose —&— 2 g/L Maltose —&— 5 g/L Maltose
- —¢ - 0 g/L Maltose - & - 2 g/L Maltose - -& - 5 g/L. Maltose

Abbildung 48: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Maltose-Konzentration, ohne Reis; pH-Werte mit 100
mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, pH-Werte
ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien
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Abbildung 49: pH-Wert in Abhanhgigkeit von der Maltose-Konzentration, mit Reis; pH-Werte mit 100
mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES sind durch durchgehende Linien gekennzeichnet, pH-Werte

ohne die beiden Puffer mit gestrichelten Linien

4.2.4 Versuche zum Einfluss von Sauerstoff und CO, auf das Histomonaden-

Wachstum

4.2.4.1 EinfluB des wiederholten Offnens der KulturgefiBe

In diesem Versuchsteil sollte gekldrt werden, inwieweit der Sauerstoff, denen die
Histomonaden beim tiglichen Offnen der Zellkulturflaschen ausgesetzt sind, Einfluss auf das
Wachstum von Histomonaden hat. Dafiir wurden Histomonaden in PBS mit 5 g/L. NaCl, 100
mmol/L MOPS und 50 mmol/L HEPES kultiviert. Des weiteren wurde 2 g/l Reismehl
hinzugegeben. Als weitere Kohlenhydratquelle dienten jeweils die Kohlenhydrate aus den
vorherigen Versuchen: Glukose, Pyruvat, Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat und
Maltose jeweils in einer Konzentration von 2 g/L. Alle Kulturen wurden 14 mal angesetzt,
sodass ausreichend Kulturen zur Verfiigung standen, um sie jeweils nach zwei, vier, sechs,
neun und zwdlf Stunden sowie nach vier Tagen zu 6ffnen, um den pH-Wert zu ermitteln. Die
Kulturen, die jeweils nach vier, sechs, neun bzw. zwolf Stunden sowie die Kulturen, die nach
vier Tagen gedffnet wurden, wurden nach dem Offnen aus dem Versuch genommen. Die
Kulturen, die nach zwei Stunden gedffnet wurden, verblieben im Versuch und wurden
ebenfalls zu den anderen Zeitpunkten gedffnet. Von allen Kulturen wurde das Wachstum

einmalig nach vier Tagen bestimmt.
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Alle Kulturen wurden im Duplikat angesetzt und fiir die Auswertung wurde der

Mittelwert gebildet.

Insgesamt war das Wachstum aller Kulturen vergleichbar mit dem Wachstum aus den
ersten Versuchsreihen. Auffallend ist, dass die Kulturen, die einmalig am vierten Tag gedftnet
wurden, tendenziell eine geringere Vermehrung aufwiesen, als die Kulturen, die mehrfach
gedffnet wurden. Dies wurde besonders deutlich im Ansatz mit Glukose-6-Phosphat: Hier
wuchs die mehrfach gedffnete Kultur fast dreimal so gut wie die Kultur, die nur am vierten
Tag einmalig gedffnet wurde. Einzige Ausnahme stellte der Ansatz mit Maltose dar, wo ein
hoheres Wachstum in der Kultur zu sehen war, die nur einmal gedffnet wurde. Die Kulturen
mit Glukose als Kohlenhydratquelle, die in den vorangegangenen Versuchen lediglich

iiberlebten, vermehrten sich in diesem Versuchteil, wenn auch sehr gering.

Als Kontrolle diente eine Kultur mit 2 g/L Reis ohne zusétzliche Kohlenhydratquelle,

bei der das Wachstum ebenfalls hoher war, wenn sie mehrfach gedftnet wurde.

Die Histomonadenzahlen pro Milliliter der einzelnen Kulturen sind in Tabelle 28

aufgefiihrt.

Tabelle 28: Histomonaden pro Milliliter am vierten Tag p.i. in Kulturen, die mehrfach gedffnet wurden
bzw. in Kulturen, die nur einmal vier Tage p.i. gedffnet wurden bei verschiedenen Kohlenhydraten;

Inokulationsdosis: 22.500 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Kohlenhydrat | Kultur mehrmals geéffnet | Kultur einmal geoffnet
.| 57.500 60.000
G 889 | — 5 54 (s=0)
197500 107.500
Glu-1-P + Reis (s = 2.500) (s = 12.500)
.| 60.000 175.000
Glu-6-P+Rels | (5~ 10.000) (s = 15.000)
92500 67.500
Maltose + Reis (s = 22.500) (s =2.500)
182500 115.000
Pyruvat+Rels | _ 5 500 (s = 10.000)
Reis 215.000 237.500
(s = 10.000) (s =2.500)

Die Messung der pH-Werte ergab keine wesentlichen Unterschiede (Abbildung 50 und
Abbildung 51). Alle gemessenen pH-Werte lagen in einem Bereich von 6, was mit den

Werten der entsprechenden Ansétze aus den vorangegangenen Versuchen vergleichbar war.
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Abbildung 50: pH-Wert der einmalig gedffneten Kulturen in Abhangigkeit von unterschiedlichen
Kohlenhydratquellen
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Abbildung 51: pH-Wert der mehrfach geéffneten Kulturen in Abhé&ngigkeit von unterschiedlichen
Kohlenhydratquellen

4.2.4.2 Einfluss eines anaeroben und eines mikroaerophilen Milieus

In diesem Versuchsteil wurden die Histomonaden unter Bedingungen kultiviert, bei
denen statt durch das Offnen der Kulturen zur Messung des pH-Wertes wiederholt Sauerstoff
anzubieten, der Sauerstoffgehalt reduziert bzw. ganz entzogen wurde. Die Histomonaden
wurden in M199 mit 10 % inaktiviertem Pferdeserum und 2 g/ Reis kultiviert. Zur

Schaffung einer mikroaerophilen Atmosphéire wurden Histomonaden in Zellkulturflaschen
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mit Filter im CO,-Brutschrank mit einer CO,-Konzentration von 9,9 % bei 41,5 °C kultiviert.

Als Kontrolle dienten hier Kulturen in Zellkulturflaschen ohne Filter.

Ein anaerobes Milieu wurde in Anaerobier-Topfen unter Zuhilfenahme von
Anaerokult® A geschaffen. Es wurden wiederum Zellkulturflaschen mit Filter verwendet. Zur
Uberpriifung eines konstanten anaeroben Milieus wurden in die Behilter Anaerotest®-Streifen
gelegt. Damit jeder Behélter nur am entsprechenden Zdhltag geéffnet werden musste, wurden
fiinf Behélter entsprechend vorbereitet. Kontrollen waren Kulturen in Zellkulturflaschen ohne

Filter im selben Brutschrank.

Das Wachstum der Histomonaden wurde vier Tage lang durch Auszédhlen bestimmt.
Fiir jeden Versuchstag wurden jeweils fiinf Replikate angesetzt. Nach Auszdhlen wurden die
entsprechenden Kulturen dieses Tages verworfen. In die Auswertung floss der entsprechende

Mittelwert ein.

Die Kulturen im mikroaerophilen Milieu wuchsen gut (Tabelle 29 und Abbildung 52),
wobei die Kontrollen in Zellkulturflaschen ohne Filter das hochste Wachstum dieses
gesamten Versuchsteils zeigten. Bis zum vierten Zahltag stieg die Anzahl pro Milliliter stetig

an.

Zwar wuchsen die anaerob kultivierten Histomonaden bis zum zweiten Tag ebenfalls
gut (Abbildung 53), danach stagnierte das Wachstum allerdings, um am vierten Tag wieder
abzufallen. Von allen Kulturen wuchsen sie damit am schlechtesten. Die im gleichen
Brutschrank kultivierten Kontrollen zeigten hingegen ein gutes, bis zum letzten Zihltag

ansteigendes Wachstum.

Tabelle 29: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Kulturbedingung;

Inokulationsdosis: 47.100 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Kulturbedingung 1 2 3 4
Hm/ml
Zellkulturflaschen mit Filter (mikroaerophil) 183.000 603.000 785.000 808.000
(5=2.449) | (s=36414) [ (s=73.144) [ (s =139.198)
Zellkulturflaschen ohne Filter (mikroaerophil) 230.000 766.000 1.045.000 1.138.000
(s =14.142) | (s=123.507) | (s =60.663) | (s =60.216)
Zellkulturflaschen mit Filter (anaerob) 178.000 498.000 492.000 257.000
(s =16.310) [ (s=24.000) | (s=12.884) | (s =34.871)
Zellkulturflaschen ohne Filter (anaerob) 187.000 690.000 980.000 1.039.000
(s=9.274) [ (s=45.935) | (s=43.012) | (s=71.652)
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Abbildung 52: Wachstum unter mikroaerophilen Bedingungen
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Abbildung 53: Wachstum unter anaeroben Bedingungen

4.2.5 Einfluss von Pyruvat auf die Transkription verschiedener Enzyme

In diesem Versuchsteil sollte der EinfluB der Zugabe von Pyruvat auf die
Transkription bestimmter, am Kohlenhydratstoffwechsel beteiligter Enzyme untersucht
werden. Von Interesse waren hierbei die Gene fiir Alpha-Amylase, Glykogen-Phosphorylase
und GAPDH. Um eine Aussage iiber eine mogliche Regulierung zu treffen, wurde die
Exprimierung dieser Gene mit denen von unregulierten Genen, sog. Housekeeping-Genen,
verglichen. Als Housekeeping-Gene wurden die 18S rRNA sowie die Gene der beiden

Strukturproteine Alpha-Tubulin und Beta-Tubulin gewéhlt.
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Die Untersuchung fand mittels qPCR und anschlieBender Auswertung der cT-Werte
und Effizienzen mit der Software REST2009 statt. Dieses Programm greift auf die relative
Quantifizierung zuriick, bei der die Expression der Zielgene mit der von nicht regulierten

Housekeeping-Genen normalisiert wird (Pfaffl et al., 2002; Pfaffl, 2004).

4.2.5.1 Sequenzierung von Abschnitten des Alpha-Amylase- und
Glykogenphosphorylase-Gens

Zunichst wurden Primer auf der Grundlage von Sequenzen von 7. vaginalis aus der
Gendatenbank entworfen, da es fiir diese beiden Gene keine bekannten Sequenzen von H.
meleagridis gab (Tabelle 7). Aus Kulturmaterial wurde mRNA gewonnen, welche in einer
RT-PCR mit den jeweiligen Primerpaaren aus Tabelle 7 eingesetzt wurde. Die
entsprechenden PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert. Das Fragment des Alpha-
Amylase-Gens (Accession-Number JQ178362) hatte eine Lange von 419 Basenpaaren, das
des Glykogenphosphorylase-Gens (Accession-Number JQ178361) von 331 Basenpaaren.
Ausgehend von den nun bekannten Sequenzen der beiden Gene wurden die Primer fiir die

qPCR entworfen (Tabelle 9).

4.2.5.2 Ermittlung der Effizienzen der qPCR-Primer

Fiir die Auswertung mittels REST2009 mussten die Effizienzen der in Tabelle 30
aufgefiihrten Primer ermittelt werden. Dies geschah mittels qPCR mit dem
Fluoreszensfarbstoff EvaGreen (3.2.2.3.2). Die DNA fiir die qPCR wurde aus Kulturmaterial
des Stammes GB 542/04 gewonnen.

Von der DNA wurde eine zehnfache Verdiinnungsreihe bis zu einer Verdiinnung von
10:5 hergestellt. Jede Verdiinnungsstufe wurde mit den jeweiligen Primerpaaren im Triplikat

untersucht. Die ermittelten Effizienzen sind Tabelle 30 zu entnehmen.
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Tabelle 30: Effizienzen der jeweiligen Primer

Primer Effizienz
ql8S 108 %
qatub (Alpha-Tubulin) 99,9 %
gbtub (Beta-Tubulin) 129 %
qaam (Alpha-Amylase) 130,5 %
qgp2fr (Glykogen-Phosphorylase) | 102,5 %
qGAPDH 117,4 %

4.2.5.3 Expression von Alpha-Amylase, Glykogen-Phosphorylase und GAPDH
unter verschiedenen Kulturbedingungen

In der qPCR wurde Material eingesetzt, welches durch eine unterschiedliche
Kultivierung der Histomonaden gewonnen wurde. Zum einen wurden sie mit 2 g/L Reis
angeziichtet. Des weiteren geschah die Anzlichtung mit der doppelten Menge Reis, also 4 g/L.
In einem weiteren Ansatz wurde Pyruvat in einer Konzentration von 2 g/L zusitzlich zu Reis,
ebenfalls in einer Konzentration von 2 g/L, hinzugegeben. Auch der Versuch einer
Anziichtung ohne Kohlenhydratquelle wurde verfolgt. Die Histomonaden wurden in PBS mit
8 g/L NaCl sowie 25 mmol/L. HEPES angeziichtet. Gezdhlt wurden fiinf Replikate {iber fiinf

Tage. Aus den ermittelten Wachstumszahlen wurde jeweils der Mittelwert gebildet.

Eine gute Vermehrung zeigten die Histomonaden mit 4 g/l Reis (Tabelle 31 und
Abbildung 54). Hierbei konnte bis zum vierten Tag eine Zunahme beobachtet werden. Bis
zum dritten Tag wuchsen sie auch mit 2 g/L. Reis, danach kam es zu einem Abfall. Relativ
konstant blieb die Anzahl nach einer Vermehrung in den ersten 24 Stunden bei den Kulturen,
denen zusitzlich zu 2 g/L Reis auch 2 g/LL Pyruvat hinzugegeben wurde. Auch hier zeigten sie
nach dem vierten Tag einen Wachstumsabfall. Ohne jegliche Kohlenhydratquelle starben die

Histomonaden ab.
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Tabelle 31: Histomonadenzahlen pro Milliliter in Abhangigkeit von der Menge der Kohlenhydratquelle;

Inokulationsdosis: 26.000 Histomonaden pro Milliliter; s = Standardabweichung

Tage nach Inokulation
Kohlenhydrat 1 2 3 4 5
Hm/ml
Reis 2 g/L 50.000 76.000 83.000 59.000 21.000
(s =20.736) | (s=14.629) | (s =9.274) | (s =8.000) | (s =40.562)
Reis 4 g/L 64.000 86.000 86.000 99.000 98.000
(s=28.000) [(s=4.899) | (s=9.695)] (s=41.807) | (s=9.274)
Pyruvat 2 g/L + Reis 2 g/L 54.000 54.250 54.000 54.000 34.750
(s=3.742) [ (s=9.206) | (s=4.899) | (s=8.602) | (s=7.961)
ohne Kohlenhydrat 6.750 5.750 2.250 1.500 500
(s=2.318) [(s=1.696) [ (s=1.658)[(s=1.458) | (s=612)

120.000
100.000 S
80.000 /'—/'\/.
60.000 '//./
40.000 —
20.000 \

Hm/ml
V

»

»

0 °
1 2 3 4 5
Tage nach Inokulation
—o—2 g/l Reis —&—4 g/L Reis —&—2 g/L Pyruvat + 2 g/L Reis —e—kein KH

Abbildung 54: Wachstum mit unterschiedlichen Reis-Konzentrationen sowie mit der Kombination
Pyruvat und Reis in PBS mit 8 g/L NaCl sowie 25 mmol/L HEPES

Von allen Kulturen wurde der pH-Wert gemessen (Abbildung 55). Relativ konstant
bei etwa 6,7 blieb er bei den Kulturen mit 2 g/L Reis. Mit 4 g/L Reis sank er iiber die
einzelnen Tage, blieb jedoch in einem Bereich weit {iber 6. Bei den Kulturen mit Pyruvat und
Reis stieg er dagegen bis zum Versuchsende von anfanglich 6,7 auf {iber 7,2 an. Auch ohne

Kohlenhydratquelle stieg der pH-Wert an, jedoch nur knapp tiber 7.
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Abbildung 55: pH-Wert in Abhangigkeit von der Reis- und Pyruvatkonzentration in PBS mit 8 g/L NaCl
sowie 25 mmol/L HEPES

Die cDNA wurde aus jeweils drei zufillig ausgewédhlten Kulturen vom dritten
Versuchstag gewonnen (biologische Replikate). Zum einen stammte sie aus drei Kulturen mit
jeweils 2 g/LL Pyruvat sowie 2 g/L. Reis. Zum anderen wurde cDNA aus je drei Kulturen mit 2
g/L Reis bzw. 4 g/L Reis gewonnen. Lediglich aus den Kulturen ohne Kohlenhydratquelle
wurde keine cDNA gewonnen, da in ihnen keine Histomonaden vorhanden waren. Die
Kulturen mit ausschlieBlich Reis dienten spiter in der Auswertung als Kontrollgruppen. Fiir
die Bestimmung der cT-Werte wurden zwei qPCR-Léaufe durchgefiihrt: Im ersten Ansatz
wurden die biologischen Replikate der Kulturen mit 2 g/L Pyruvat sowie 2 g/L Reis und der
Kulturen mit 2 g/L Reis in der qPCR eingesetzt (Tabelle 32), wobei aus jedem biologischen
Replikat drei Replikate (technische Replikate) fiir jedes Gen angesetzt wurden. Im zweiten
Ansatz stammten die biologischen Replikate aus drei anderen Kulturen mit 2 g/l Pyruvat
sowie 2 g/L Reis und aus den Kulturen mit 4 g/L Reis (Tabelle 33). Die cT-Werte der
einzelnen Replikate wurden spéter durch REST2009 ausgewertet. Die qPCR wurde mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff EvaGreen nach dem Temperaturprofil wie in 3.2.2.3.2 (Tabelle 10)
beschrieben, durchgefiihrt.
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Tabelle 32: cT-Werte (Mittelwert aus drei biologischen und daraus drei technischen Replikaten) der

Kulturen mit 2 g/L Pyruvat sowie 2 g/L Reis; Kontrollgruppe waren Kulturen mit 2 g/L Reis

Gen Kulturen 2 g/L Pyruvat und 2 g/L Reis | Kulturen 2 g/L. Reis
Alpha-Tubulin 35,33 32,77
Beta-Tubulin 30,65 28,45
18S 27,98 24,92
Alpha-Amylase 39,97 35,87
Glykogen-Phosphorylase | 34,90 33,04
GAPDH 29,31 27,86

Tabelle 33: cT-Werte (Mittelwert aus drei biologischen und daraus drei technischen Replikaten) der

Kulturen mit 2 g/L Pyruvat sowie 2 g/L Reis; Kontrollgruppe waren Kulturen mit 4 g/L Reis

Gen Kulturen 2 g/L. Pyruvat und 2 g/L Reis | Kulturen 4 g/L Reis
Alpha-Tubulin 36,21 33,23
Beta-Tubulin 30,50 28,75
18S 28,00 23,49
Alpha-Amylase 41,15 35,49
Glykogen-Phosphorylase | 36,25 32,33
GAPDH 29,69 27,44

Beide Léaufe wurden getrennt ausgewertet: Als Kontrollgruppe dienten das eine mal
die Kulturen mit 2 g/L Reis und das andere Mal die Kulturen mit 4 g/ Reis. Die zu

untersuchenden Kulturen waren in beiden Fillen die Kulturen mit Pyruvat und Reis.

Die cT-Werte und die ermittelten Effizienzen wurden zusammen mit der Festlegung
der Referenzgene in REST2009 eingegeben. Als Referenzgene dienten Alpha-Tubulin, Beta-
Tubulin sowie das 18S-Gen. Untersucht wurden die Expression des Alpha-Amylase-Gens,
des Glykogen-Phosphorylase-Gens und des GAPDH-Gens. Die Bestimmung der Regulierung
erfolgte durch REST2009 (Tabelle 34, Kapitel 3.2.2.3.2).

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe mit 2 g/L Reis wurde das Alpha-Amylase-Gen
um den Faktor 0,355 herunterreguliert, wohingegen das Glykogen-Phosphorylase-Gen um
den Faktor 1,674 und das GAPDH-Gen um den Faktor 2,233 heraufreguliert wurde. Wurde

die Regulierung im Vergleich mit der Kontrollgruppe mit 4 g/L Reis bestimmt, so kam es im
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Falle der Gene fiir Alpha-Amylase und fiir Glykogen-Phosphorylase zu keiner Regulierung.
Lediglich das Gen der GAPDH wurde um den Faktor 1,768 heraufreguliert. Gleichzeitig mit
der Untersuchung der Regulierung erfolgte mit REST2009 eine Bestimmung der Signifikanz
(Abbildung 56, Abbildung 57, Tabelle 34).

Tabelle 34: Regulierung der Expression des Alpha-Amylase-, Glykogen-Phosphorylase- und GAPDH-
Gens in Kulturen mit je 2 g/L Pyruvat und Reis im Vergleich zu zwei verschiedenen Kontrollgruppen;

keine Regulierung: -; p: Signifikanz

Regulierung (Faktor); Regulierung (Faktor);
untersuchtes Gen
Kontrollgruppe 2 g/L Reis | Kontrollgruppe 4 g/L Reis
runter (0,355 fach)
Alpha-Amylase -
p: 0,031
Glvk Phosohor] hoch (1,674 fach)
ykogen-Phosphorylase -
p: 0,013
hoch (2,233 fach) hoch (1,768 fach)
GAPDH
p: 0 p: 0,005
Relative Expression
* % %
8
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0,016
Alpha-Amylase Glykogen-Phosphorylase GAPDH
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Abbildung 56: Whisker-box plot der Regulierung der Gene von Alpha-Amylase, Glykogen-
Phosphorylase und GAPDH; Kontrollgruppe mit 2 g/L Reis; Referenzgene sind Alpha-Tubulin, Beta-
Tubulin und 18S; *: signifikant reguliert
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Abbildung 57: Whisker-box plot der Regulierung der Gene von Alpha-Amylase, Glykogen-

Phosphorylase und GAPDH; Kontrollgruppe mit 4 g/L Reis; Referenzgene sind Alpha-Tubulin, Beta-
Tubulin und 188S; *: signifikant reguliert



114

5 Diskussion

5 Diskussion

Die durch H. meleagridis verursachte Schwarzkopfkrankheit hat seit dem Verbot aller
prophylaktischen und therapeutischen Mittel in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Besonders in Putenbestéinden stellt sie eine ernstzunehmende Erkrankung dar, die
mit sehr hohen Mortalitétsraten bis zu oder tiber 90 % verbunden sein kann (Popp et al., 2011;
Tyzzer, 1934). Zwar sterben Hithner weniger oft an der Histomonose, aber auch hier sind die
Verluste mit bis zu 10 % nicht zu vernachlidssigen (Esquenet et al., 2003; Schulze, 1975).
Aufgrund des Therapienotstandes und der hohen Sterblichkeit bei nicht schlachtreifen Tieren
werden Putenbestdnde oft gekeult (Popp et al., 2011; Popp et al., 2012). Hithner konnen sich
zwar von der Krankheit wieder erholen, aber auch hier kommt es zu hohen wirtschaftlichen
Verlusten (Schulze, 1975). Die Entwicklung neuer Prophylaktika und Therapeutika, v. a. auf
pflanzlicher Grundlage, hat noch nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen gefiihrt (Hafez und

Hauck, 2006).

Somit ist die Histomonose weiterhin eine ernstzunehmende Erkrankung, deren
Ausbruch frithzeitig diagnostiziert werden muss. Zu diesem Zweck bietet das Institut fiir
Gefliigelkrankheiten der Freien Universitit Berlin eine Real-Time-PCR (qPCR) zum
Nachweis eines Teils des rRNA-Gens von H. meleagridis an (Hafez et al., 2005a).

In den Jahren 2004 bis 2010 wurden 568 Proben aus 252 vermutlichen Ausbriichen
eingesendet. Der Verdacht konnte bei 209 Proben bestitigt werden, bei 357 Proben gelang der
Nachweis nicht und bei zwei Proben war das Ergebnis fraglich. Da gerade bei Putenbestinden
aufgrund der Schwere der Krankheit mit einer hohen Mortalitdt eine schnelle Diagnose
erforderlich ist, werden hier bei Verdacht — im Vergleich zu den betroffenen Hithnern bzw. zu
anderen Tierarten — schneller Proben zur Abklidrung eingesendet. Somit erklért sich die
Anzahl der einzelnen Proben bei den unterschiedlichen Tierarten. Uber die Hilfte des
untersuchten Probenmaterials stammte von Puten und nur etwa ein Drittel von Hiihnern.
Vereinzelt wurden Proben von anderen Hiihnervogeln wie Pfaue oder Fasane eingesendet.
Auch die geringere Nachweisrate bei Proben aus Putenbestinden im Gegensatz zu solchen
aus Hiihnerbestinden erkldart sich aus dem Versuch heraus, mdglichst friihzeitig eine
Diagnose bei Puten stellen zu wollen. Daher werden bei ersten Anzeichen Proben genommen,
auch wenn andere Krankheiten hinter einer erhohten Mortalitdt oder einer zunehmenden
Mattigkeit in der Herde stehen konnen. Somit wurden bei Proben aus Putenbestéinden 1,7 mal
so oft eine negative wie eine positive Diagnose gestellt. Im Gegensatz dazu gelang der

Nachweis von Histomonaden-DNA bei den Hiithnern etwas hiufiger (1,1 mal) als dass die
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DNA nicht gefunden wurde. Auch dies erkldrt sich durch den Verlauf der Krankheit bei
Hiihnern: Da die Mortalitit bei Hithnern durch eine Histomonose sehr viel geringer ist als bei
Puten und daher der Verdacht der Histomonose durch den einsendenden Tierarzt mehr in dem
Vorliegen von konkreten Krankheitssymptomen begriindet ist, werden zum einen sehr viel

weniger Proben eingeschickt und zum anderen mehr in begriindeten Féllen.

Bei der Histomonose handelt es sich um eine Infektiose Typhlohepatitis (Schiefer und
Mehnert, 1963). Bei Verdacht auf diese Krankheit wurden daher besonders die betroffenen
Organe — Leber und Blindddrme — eingesendet. Im untersuchten Probenmaterial machten
diese Proben daher iiber 80 % des Umfangs aus, wobei gleich oft Leber und Blinddérme
vorlagen. Angefangen von der Aufnahme iiber die Kloake nimmt die Krankheit ihren Weg
durch die Blindddrme und die Blinddarmmukosa, bis sie schlieBlich mit dem Pfortaderblut in
die Leber gelangt und hier zu Nekrosen fiihrt (Clarkson, 1961). Im friihen Stadium der
Erkrankung ist der Erreger noch nicht in die Leber vorgedrungen (Malewitz et al., 1958;
Clarkson, 1962; Beg und Clarkson, 1970a; Windisch und Hess; 2010) obwohl die Tiere schon
Zeichen einer Krankheit zeigen. Daher gelang der Nachweis von Histomonaden-DNA aus

Blinddarmproben héufiger als aus Leberproben.

Vereinzelt wurden andere Organe eingesendet. Lediglich in Kloakentupferproben
konnte Histomonaden-DNA nachgewiesen werden. Sehr wahrscheinlicht handelte es sich um
Kontaminationen mit anhaftendem Kot. Proben aus dem Driisenmagen, dem Enddarm, der
Milz, der Niere, dem Oesophagus und dem Pankreas wurden negativ getestet. Clarkson
(1962), Hauck et al. (2006) und Senties-Cué et al. (2009) konnten Histomonaden dagegen
teilweise in den Nieren, der Milz, dem Driisenmagen und dem Pankreas bei Puten
nachweisen. Grabensteiner et al. (2006) gelang der Nachweis von Histomonaden-DNA in
diesen Organen nicht nur bei Puten, sondern auch bei Hithnern nach einer experimentellen
Infektion. Jedoch wurde durch die Arbeit von Senties-Cué et al. (2009) auch die Mdglichkeit
des Auftretens von Histomonaden-DNA zusitzlich in der Milz, der Bursa cloacalis und der
Lunge nach natiirlicher Infektion aufgezeigt. Da am Institut aber nur vereinzelt Proben aus
verschiedenen anderen Organen als der Leber und den Blindddrmen eingesendet wurden,

konnte keine generelle Aussage iiber das Auftreten in diesen Organen getroffen werden.

Zwischen den Bestinden wird H. meleagridis durch den Blinddarmwurm H.
gallinarum alleine oder in Zusammenspiel mit verschiedenen Stapelwirten wie
Regenwiirmern (Lund et al., 1966; Lund, 1969; Lund und Chute, 1974b), Grashiipfern und
Fliegen (Frank, 1953) oder dem Schwarzen Getreideschimmelkifer (Huber et al., 2007)
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{ibertragen. Innerhalb eines Stalles erfolgt die Ubertragung durch das Cloacal Drinking (Hu et
al., 2004).

Von den insgesamt 568 eingesandten Proben machten die Invertebraten mit 46 Proben
und die Umgebungsproben mit 42 Einsendungen einen nur geringen Teil des Probenmatertials
aus (etwa 15 %). Uber die Hilfte der Invertebraten waren Schwarze Getreideschimmelkifer
(insgesamt 27). Neben zwei positiv getesteten Fliegen gelang nur hier bei sechs Kéfern der
Nachweis von Histomonaden-DNA. Die Nachweisrate von Histomonaden-DNA aus
Umgebungsproben ist mit vier positiv getesteten Proben im Gegensatz zu 38 negativ
getesteten Proben duBerst gering. Trotz der geringen Anzahl an positiven Insekten- und
Umgebungsproben scheint eine Einbringung des Erregers in Bestinde v. a. durch den
Schwarzen Getreideschimmelkifer moglich, wenn er auch nicht als Hauptiibertrager der

Histomonose in Frage kommt (Huber et al., 2007).

Die positiv auf H. meleagridis getesteten Proben wurden genotypisiert. Van der
Heijden et al. (2006) nahmen eine Genotypisierung des Erregers auf der Grundlage von
Sequenzen der Internal Transcribed Spacer-1 (ITS1) Region vor. Die ITS-Regionen eignen
sich besonders fiir genotypische Untersuchungen, da sie im reifen Ribosom keine Funktion
erfilllen. Es handelt sich somit um nicht konservierte Regionen. Kam es nun durch
Mutationen anderer Gene (z. B. fiir Virulenz oder fiir serologische Eigenschaften) zur
Ausbildung verschiedener Typen, so werden sich diese hochstwahrscheinlich auch in den
ITS-Regionen unterscheiden. Fiir die Typendifferenzierung entwickelten van der Heijden et
al. (2006) das Verfahren des C-Profilings. Nach Amplifizierung und Sequenzierung der ITS1-
Region werden die erhaltenen Fluorogramme auf die Base Cytosin reduziert. Dies ist notig, da
es im Bereich der ITS-Regionen aufgrund verschiedener Sequenzen zu Uberlagerungen im
Fluorogramm kommt. Eine direkte Auswertung der Fluorogramme und ein Vergleich der
Sequenzen ist somit nicht moglich. Die Wahl der Base Cytosin erfolgte deshalb, weil in den
ITS-Regionen der Gehalt dieser Base weitaus niedriger ist als der der anderen drei Basen (van
der Heijden, 2006). Das so erhaltene C-Profil weist charakteristische Gruppen von Peaks auf,
die miteinander verglichen werden konnen. AnschlieBend erfolgt eine Zuordnung zu
einzelnen Typen. Fiir eine hohere Spezifitdt und um auch die ITS2-Region zu amplifizieren,
wurden in der vorliegenden Arbeit die Primer HmDiff2F und HmDiff2R entwickelt. Mit
diesen sequenzspezifischen Primern war es moglich, lediglich die ITS-Regionen von H.

meleagridis zu amplifizieren.
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Die Primer HmDIiff2F und HmDiff2R wurden so entworfen, dass sie zusétzlich zur
ITS1-Region auch die ITS2-Region amplifizieren. Es sollte versucht werden, eine
Typendifferenzierung mit beiden Regionen durchzufiihren. Eine Typisierung der ITS2-Region
stellte sich dabei als nicht praktikabel heraus. Oftmals war es nicht moglich, die genauen
Grenzen zur ITS2-Region festzulegen. In den Fillen, wo ein C-Profil der ITS2-Region erstellt
werden konnte, konnten keine charakteristischen Bereiche definiert werden, die eine
Zuteilung zu einzelnen Typen erlauben wiirde. Daher wurde dieser Ansatz nicht weiter

verfolgt.

Die Genotypisierung von H. meleagridis mittels C-Profiling sollte zum einen kléren,
ob es auch in Deutschland verschiedene Histomonaden-Typen gibt. Falls dies der Fall ist,
sollte die Genotypisierung zum anderen Aufschluss iiber die Epidemiologie der Erkrankung,
insbesondere der Frage, ob der Erreger aus Hithnerbestinden in Putenbesténde verbracht wird,

geben.

Von den 209 diagnostisch positiven Proben konnten 125 C-Profile der ITS1-Region
erstellt werden. Fiinf verschiedene Typen (A bis E) wurden gefunden, wobei Typ E deutlich
verschieden von den anderen vier Typen war. Uber die Hilfte der untersuchten Proben konnte
Typ A zugeordnet werden, der damit der am haufigsten vorkommende Typ war. Jeweils ein
Fiinftel der Proben zeigte die Zugehorigkeit zu Typ B bzw. Typ C. Nur vereinzelt fand sich
Typ D. Lediglich eine Probe, die aus einem Hiihnerbestand gesandt wurde, konnte Typ E
zugeordnet werden. Innerhalb dieses Fluorogramms konnten die Grenzen der ITS1-Region
gut lokalisiert werden. Dabei handelte es sich um einen Typ, der keine Ahnlichkeit mit den
anderen Typen hatte. Moglicherweise handelt es sich hier um einen nur schwach pathogenen
Typ, der kaum pathologische Verdnderungen beim Gefliigel hervorruft. Aus diesem Grund

wurde vermutlich nur diese eine Infektion erkannt und zur Diagnose eingeschickt.

Von den erstellten C-Profilen gingen knapp zwei Drittel auf Putenproben und etwa ein
Drittel auf Hiihnerproben zuriick. Schon bei der PCR fiel auf, dass Proben, die ein negatives
Ergebnis mit den Primern HmDiff2F und HmDiff2R zeigten, {iberwiegend von Hiithnerproben
stammten: Von 91 Hiithnerproben waren bei 23 Proben die Diff2-PCR negativ. Im Gegensatz
dazu waren nur bei 11 von 101 Putenproben das Ergebnis dieser PCR negativ. Von den
Putenproben waren sechs von 83 Fluorogrammen oder 7,23 % nicht auswertbar, d. h. eine
Abgrenzung der ITS1-Region und somit das Erstellen eines C-Profils war nicht moglich. Bei
den 60 Fluorogrammen aus Hiithnerproben war dies dreimal so oft der Fall: 18 mal konnte

kein C-Profil erstellt werden. Das betraf somit knapp ein Drittel der Hithnerproben. Aus
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einem Hiithnermastelterntierbetrieb wurden im Jahr 2010 59 Proben eingesendet. Dies war fast
ein Drittel des gesamten Probenmaterials aus diesem Jahr. Wie auch bei vielen anderen
Hiihnerproben war die Erstellung eines C-Profils nicht bei allen Proben moglich. Nur von
einem Dirittel der 30 positiv getesteten Proben konnte das C-Profil einem Typen zugeordnet

werden.

Auffallend war, dass Proben, die von Hiihnern stammten, in der Diagnostik-qPCR
oftmals einen cT-Wert von tiber 30 aufwiesen. Im Gegensatz zu der Diagnostik-qPCR waren
die entwickelten Diff2-Primer weitaus weniger sensitiv, was sich in einem negativen PCR-
Ergebnis dieser Proben zeigte. Haufiger als bei Puten wurden bei Hiithnern aufgrund der
geringeren Mortalitit Kloakentupfer von lebenden Tieren eingesendet, bei denen weniger
Histomonaden anhaften, als in Organen zu finden sind. Die sensitivere qPCR konnte in diesen
Féllen hdufig noch Histomonaden nachweisen, was mit der weniger sensitiven Diff2-PCR
nicht moglich war. War die Diff2-PCR dennoch positiv, so waren die Banden im Agarose-
Gel, die zur Sequenzierung weiter verarbeitet wurden, bei Hithnerproben haufig so schwach,
dass fiir eine Sequenzierung nicht ausreichend Material zur Verfiigung stand. Es wurden zwar
einige Fluorogramme erstellt, bei diesen war aber eine Abgrenzung der ITS1-Region und
somit die Erstellung eines C-Profils oftmals nicht moglich. Die Diff2-PCR der Putenproben
zeigte hingegen in den meisten Fillen ein klar positives Ergebnis, was an einer deutlichen

Bandenstirke im Agarosegel zu sehen war.

Durch das C-Profiling konnte gezeigt werden, dass sowohl bei Hiihnern als auch bei
Puten der Typ A als dominierender C-Profil Typ vorkommt. Auch das C-Profiling von Proben
zum einen aus einem Putenelterntierbetrieb und zum anderen aus einem
Hiithnermastelterntierbetrieb bestétigten dies: beides Mal wurde Typ A nachgewiesen.
Moglicherweise deutet dies auf eine FEinschleppung des Erregers aus Hiihner- in
Putenbestinde oder umgekehrt hin, da die Ubertragung von infizierten Hiihnern auf Puten in
Zusammenspiel mit Heterakiden eine Rolle spielt (Swales, 1950b; Lund und Chute, 1970). In
einem Betrieb, der sowohl Puten als auch Hiihner hilt, kam es zu insgesamt vier Ausbriichen
der Histomonose. Bei den Puten kam es zu drei Ausbriichen, bei denen die Typen A und B
nachgewiesen wurden. Die Hithner waren nur einmal betroffen, wobei Typ B detektiert
wurde. Auch hier konnte es zu einer Verbreitung der Histomonaden von den Hithnern zu den
Puten gekommen sein. Wie schon vorher diskutiert wurde, wird moglicherweise nicht jede
Infektion mit H. meleagridis bei Hithnern bemerkt oder diagnostisch abgekldrt. Eventuell

waren die Hithner dieses Bestandes jedesmal auch von einer vielleicht milden Form der
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Histomonose betroffen, wenn die Krankheit bei den Puten nachgewiesen wurde. Im Laufe der
Erkrankung wurden die Histomonaden dann von den Hiithnern zu den Puten verschleppt.
Genauso ist es moglich, dass der Erreger in Heterakiden-Eiern persistiert hat, mit denen er
dann in die Putenherden gelangte. Die Eier sind z. B. in der Einstreu mehrere Jahre
iberlebensfahig und auch infektids (Farr, 1961). Informationen zu einem Heterakiden-Befall

in diesem Bestand lagen jedoch nicht vor.

Uberwiegend an Puten angepasste Typen scheinen die beiden Typen B und C zu sein.
Neben Typ A kamen sie — wenn auch nur halb so hiufig — bei der Pute etwa gleich oft vor.
Beim Huhn fand man sie dagegen nur vereinzelt. Moglicherweise handelt es sich bei Typ B
und C aber auch um Typen, welche flir Hithner weniger virulent sind. Sind Hithner nur Triger
dieses Typs, ohne selber zu erkranken, besteht auch keine Veranlassung, Proben zur
Abkldrung einer Histomonose untersuchen zu lassen. Ein Screening gesunder Hiithnerherden

wiirde weiteren Aufschluss geben, ob die Typen B und C in solchen Herden vorkommen.

Anders verhdlt es sich mit dem Typ D. Dieser konnte in keiner Putenprobe
nachgewiesen werden. Auch bei Hiihnern trat er nur vereinzelt auf. Dennoch scheint eine

Anpassung dieses Typs bevorzugt an Hiihner stattgefunden zu haben.

Weitere C-Profile wurden aus Pfauenproben erstellt. Einmal wurde Typ A gefunden
und einmal der seltene Typ D. Da es sich hierbei aber lediglich um zwei Proben handelte,

konnen hier keine weiteren Aussagen getroffen werden.

Mittels C-Profiling fanden van der Heijden et al. (2006) drei verschiedene Typen von
H. meleagridis. Zwei Typen (I und II), die untereinander sehr dhnlich waren, unterschieden
sich dabei deutlich von einem dritten Typ (III). Aufgrund morphologischer Studien wurde
vermutet, dass es sich bei Typ III um eine weitere amoboide Spezies handelt, die zwar sehr
dhnlich, aber nicht identisch mit H. meleagridis ist (van der Heijden et al., 2006). Von
Mantini et al. (2009) wurde dieser Typ schlieBlich als P. wenrichi bezeichnet.

Alle mit den in dieser Arbeit entwickelten Primern erhaltenen C-Profile der ITSI-
Region zeigten keinerlei Ahnlichkeit mit den C-Profilen, die von van der Heijden et al. (2006)
beschrieben wurden. Insgesamt wurden acht verschiedene Proben sowohl mit den hier
entwickelten als auch mit den Primern von van der Heijden et al. (2006) amplifiziert. In allen
acht Fillen ergab sich jeweils ein identisches C-Profil, unabhingig davon, welcher Primer

verwendet wurde. Es bliebe abzukldren, inwieweit Proben aus den Niederlanden mit
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denselben Primern zu Ergebnissen fiihren, wie sie van der Heijden et al. (2006) beschreiben

oder ob die erhaltenen C-Profile vergleichbar mit denen dieser Arbeit sind.

Alle Fluorogramme der ITS-Regionen stellten sich sehr komplex dar: An jeder
Position kam es durch die Sequenzierung unterschiedlicher Basen zu Uberlagerungen. Diese
Uberlagerungen kénnen zwei Griinde haben: Zum einen kdnnen sie intergenomisch bedingt
sein. Dies wiirde bedeuten, dass in dem entsprechenden Isolat, welches jeweils sequenziert
wurde, mehrere Subpopulationen vorhanden waren. Zum anderen kénnen die Uberlagerungen
auf intragenomische Unterschiede zuriickzufiihren sein. Dies wére der Fall, wenn das rRNA-
Gen, in dem die ITS-Regionen lokalisiert sind, in Kopien innerhalb des Genoms vorliegen. Es
wiirde sich somit um ein Multicopy-Gen mit sich unterscheidenden Kopien handeln.
Nachweise, dass das rRNA-Gen ein Multicopy-Gen ist, gibt es bei verschiedenen Eukaryoten
(Ghosh et al., 2000; Wittner et al., 2011) sowie bei dem mit H. meleagridis nahe verwandtem
T. vaginalis (Carlton et al., 2007).

Aus Kulturmaterial des Stammes GB 1169/09 wurden durch die Methode der
Mikromanipulation monoklonale Kulturen gewonnen. Bei einer monoklonalen Kultur, die alle
von einer einzelnen Zelle abstammen, diirften, wenn die Uberlagerungen auf das
Vorhandensein unterschiedlicher Subpopulationen zuriickzufiihren sind, in diesem Falle keine
Uberlagerungen mehr im Fluorogramm auftreten. Bleiben die Uberlagerungen bei den
monoklonalen Kulturen auch weiterhin bestehen, so handelt es sich um intragenomische
Unterschiede, falls das rRNA-Gen als Multicopy-Gen vorliegt. Die Uberlagerungen stellen

somit unterschiedliche Kopien des Gens dar.

Von zehn monoklonalen Kulturen wurden nach Amplifizierung und Sequenzierung
Fluorogramme der ITSI-Region erhalten. Alle zehn Fluorogramme zeigten deutliche
Uberlagerungen. Bei intergenomischen Unterschieden hitten die Uberlagerungen nicht
auftreten diirfen. Somit muss es sich um intragenomische Unterschiede handeln, die in der
Tatsache begriindet ist, dass das rRNA-Gen als Multicopy-Gen vorliegt. Die einzelnen C-
Profil Typen werden dabei durch die verschiedenen Allele als Summe der Uberlagerungen

bestimmt.

Das C-Profiling der Ausgangskultur und neun monoklonaler Kulturen ergab die
Zuordnung zu Typ A. Eine Kultur wurde Typ C zugeordnet. Es kann kein Riickschluss darauf
gezogen werden, dass die Ausgangskultur eventuell eine Mischkultur mit beiden Typen war,

da zum einen die Ausgangskultur Typ A zugeordnet wurde und zum anderen nur eine Zelle
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entnommen wurde. Die DNA aller 10 Kulturen geht auf die DNA dieser einzigen Zelle
zuriick, daher hitten diese Unterschiede nicht vorkommen diirfen. Die Methode des C-
Profilings weist zwar eine hohe Reproduzierbarkeit auf, zu 100 % scheint sie jedoch nicht

gegeben.

Fiir ein Allignment der Sequenzen wurde das PCR-Produkt des Typs A und das PCR-
Produkt des Typs C kloniert. Fiinf Typ A-Klone und vier Typ C- Klone wurden sequenziert.
Dabei fiel auf, dass sich die Sequenzen der Klone des Typs A an einzelnen Stellen von den
Klonen des Typs C unterschieden. Nicht nur die Klone der beiden Typen sondern auch Klone
des jeweils gleichen Typs wiesen Unterschiede in einigen Sequenzbereichen auf. Da es sich

bei den Uberlagerungen um intragenomische Unterschiede handelt, war dies zu erwarten.

Auch bei vier Féllen wurden zwei unterschiedliche C-Profil Typen in verschiedenen
Proben aus demselben Bestand nachgewiesen. Hier kam es eventuell zur selben Zeit zu einer
Mischinfektion mit zwei verschiedenen Typen. Denkbar wiare auch, dass zum Zeitpunkt der
Diagnose nicht nur Histomonaden aus dem akut auftgetretenen Fall nachgewiesen wurden,
sondern auch Histomonaden, die in dem Moment im Stall persistierten. Moglicherweise zeigt
sich aber auch in diesen vier Féllen, dass die Methode des C-Profilings zwar in der Regel sehr

zuverléssig ist, sich aber nicht zu 100 % reproduzieren lésst.

Im Darmtrakt von Gefliigel kommen neben dem Protozoen H. meleagridis auch die
beiden Einzeller Blastocystis spp. und T. gallinarum vor. Die Bedeutung, die eine solche
Infektion fiir das Gefliigel hat, ist unklar. Blastocysten, die neben dem Gefliigel auch viele
andere Tiere sowie den Menschen befallen, rufen — wenn {berhaupt — unspezifische
Symptome des Magen-Darm-Traktes hervor (Tan, 2004). Auch die Pathogenitit von 7.
gallinarum, einem Darmbewohner beim Gefliigel, ist bis heute nicht zufriedenstellend geklart.
Fir Enten konnte eine Pathogenitit von 7. gallinarum festgestellt werden (Richter et al.,
2010). Inwieweit aber auch Puten oder Hithner Krankheitssymptome bei einem natiirlichen
Befall mit diesem Parasiten zeigen, ist unklar, obwohl Norton (1997) Krankheitssymptome

bei Hithnern und Puten durch experimentelle Infektion erzeugten.

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Histomonose und
einem Befall mit einem dieser beiden Erreger aufzuzeigen, wurden 273 positiv sowie 90
negativ auf Histomonaden getestete Proben der Jahre 2004 bis 2010 auf das Vorhandensein
von Blastocystis spp. und T. gallinarum untersucht. Sowohl bei den positiven als auch bei den

negativen Histomonaden-Proben konnte jeweils in einem Drittel DNA von Blastocystis spp.
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nachgewiesen werden. Bei jeweils zwei Dritteln der Proben gelang der Nachweis nicht.
Anders verhielt es sich mit dem Nachweis von 7. gallinarum. Bei den positiven
Histomonaden-Proben wurde diese Erreger-DNA nur vereinzelt nachgewiesen. Ahnlich wie
Blastocystis spp. fand sich T. gallinarum-DNA dagegen in etwa einem Drittel der negativen

Histomonaden-Proben.

Damit ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von H.
meleagridis und dem gleichzeitigen Fehlen von 7. gallinarum. Ein gleichzeitiger Nachweis
von Histomonaden und 7. gallinarum-DNA war selten. Moglicherweise sind die
Histomonaden in der Lage, 7. gallinarum aus dem Darm zu verdringen. Ebenfalls moglich
ist, dass durch das Vorhandensein von H. meleagridis die Blinddarm-Mukosa so weit
geschédigt ist, dass fiir 7. gallinarum hier kein geeignetes Habitat mehr vorhanden ist. Auch
eine Immunantwort des Wirtskorpers auf die Histomonaden konnte in gleichem Mafle T.
gallinarum betreffen, so dass die Nachweisrate entsprechend niedrig ist. Der Fund von
weitaus mehr 7. gallinarum bei Tieren, die nicht gleichzeitig mit H. meleagridis befallen
waren, scheint diese Vermutungen zu bestitigen. Die dabei auftretenden Lisionen stellen bei

einer Feldinfektion eine Differentialdiagnose zur Histomonose dar.

Ein Zusammenhang zwischen H. meleagridis und Blastocystis ssp. stellte sich als
nicht signifikant heraus. Das gleichzeitige Vorkommen von Histomonaden genau wie dessen
Fehlen ist also zufdllig begriindet. Werden bei einer Histomonose auch Blastocysten
nachgewiesen, stellt dies zwar oft einen Nebenbefund dar. Dennoch sollte der Fund von
Blastocysten nicht verharmlost werden, da diese ebenfalls Léasionen im Magen-Darm-Trakt

des Gefliigels hervorrufen konnen (Tan, 2004).

Da die Histomonose bis zum Verbot aller Medikamente bei lebensmittelliefernden
Tieren besonders mit Imidazolen gut zu behandeln war, bestand kaum Interesse, den Parasiten
ndher zu untersuchen. Zwar ist es gut moglich, Histomonaden in vitro zu kultivieren, die
genauen Zusammenhdnge sowie die Notwendigkeit der einzelnen Komponenten des
Kulturmediums sind dabei aber nicht bekannt. Wesentliche Grundlagen z. B. zum

Kohlenhydratstoffwechsel fehlen bis jetzt vollkommen.

Die Standardbedingungen fiir eine bis heute {ibliche in vitro Kultivierung von H.
meleagridis geht auf die Beschreibungen von Dwyer (1970) zuriick. Er erzielte die besten
Resultate mit der Verwendung von M199 als Kulturmedium, dem er Chicken Embryo Extract

(CEE), 10 % inaktiviertes Pferdeserum sowie 10 bis 12 mg steriles Reismehl hinzufiigte,
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womit das sogenannte Dwyers Medium entstand. Fiir eine optimale Wachstumsrate empfahl
er eine Temperatur von 41 bis 42 °C. Die Passage einer Kultur erfolgt durch Zugabe eines
Milliliters alter Kultur in neun Milliliter frisches Kulturmedium. Weiterhin hat sich auch die

Anzucht in PBS statt M199 bewéhrt (Hauck et al., 2010b).

Fiir ein Wachstum der Histomonaden in vitro sind zwei Komponenten essentiell. Zum
einen wird eine Kohlenhydratquelle bendtigt. Diese stammt klassischerweise aus Reismehl
(Dwyer, 1970), aber auch Hafer-, Roggen- und Buchweizenmehl sowie Maisstirke eignen
sich gut (Hauck et al., 2010b). Mit Gerstenmehl bzw. Hopi-Maismehl lieB3 sich hingegen nur
ein geringes Wachstum erzielen (Hauck et al., 2010b). Zum anderen kann kein Wachstum
ohne Bakterien erfolgen (Bishop, 1938; DeVolt, 1943; Lesser, 1964b). Es ist noch nicht
geklart, ob sich die Histomonaden direkt von der Kohlenhydratquelle erndhren oder diese
vielmehr als Nahrung fiir die Bakterien dient, welche zum Wachstum von H. meleagridis

filhren. Wahrscheinlich scheint eine Mischung aus beidem (Tyzzer, 1934).

Van der Heijden et al. (2005) nehmen an, dass Histomonaden nur in der Lage sind,
Partikel von einer GroBe unter 5 pm aufzunehmen. Dies belegten sie durch
Kultivierungsversuche, in denen dem Medium ausschlieflich groBere Reispartikel
hinzugegeben wurde. Die Histomonaden konnten die Reispartikel zwar nicht aufnehmen,
dennoch kam es zu einer Vermehrung der Parasiten. Grof3ere Partikel sind demnach nur eine
indirekte Nahrungsquelle aufgrund des Zusammenspiels mit den Bakterien (van der Heijden
et al., 2005). In den meisten Histomonadenzellen sind lichtmikroskopisch mehrere Partikel zu
erkennen. Hierbei handelt es sich um Reispartikel, die sich in Nahrungsvakuolen befinden. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in den Nahrungsvakuolen zudem noch Bakterien
zu erkennen (Munsch et al., 2009a). Auch Schuster (1968) konnte Bakterien in
Nahrungsvakuolen bei Histomonaden elektronenmikroskopisch nachweisen. Diese gelangen
durch Phagocytose in die Zelle (Lee, 1971). Hauck et al. (2010b) nehmen an, dass es sich bei
den in den Zellen zu findenden Partikeln um Material aus in die Zelle aufgenommenen
verendeten Bakterien handelt. Die dem Kulturmedium hinzugefiigte Stirke konnte demnach

der Erndhrung der Bakterien dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurden den Histomonaden in mehreren
Kultivierungsversuchen unterschiedliche Stirkequellen sowie Zwischenprodukte des
Kohlenhydratstoffwechsels angeboten. Als Stirkequellen kamen Reis, Kartoffelstirke,
Amylose, Amylopektin und Glykogen in M199 mit 10 % inaktiviertem Pferdeserum zum

Einsatz. Alle Stirketypen wurden in einer Menge von 2 g/L hinzugegeben, Reis zusitzlich in
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einer Menge von 4 g/L. AuschlieBlich mit Reis oder Kartoffelstdrke konnte ein Wachstum
erzielt werden. Interessanterweise unterschieden sich die Partikel in den Histomonaden,
welche mit MI199 und entweder Reis oder Kartoffelstirke kultiviert wurden,
lichtmikroskopisch voneinander. Nach der Vermutung von Hauck et al. (2010b), wonach es

sich hierbei um Bakteriendebris handelt, diirfte kein Unterschied festzustellen sein.

Um einem Abfall des pH-Wertes im Kulturmedium entgegenzuwirken, wurde in
einem néchsten Versuchsteil das Medium der entsprechenden Kulturen abgepuffert. Dafiir
war es noétig, als Kulturmedium PBS zu verwenden, denen die beiden Puffer MOPS (100
mM/L) und HEPES (50 mM/L) hinzugegeben wurden. In diesem Ansatz wurden Reis,
Amylose, Amylopektin und Glykogen, jeweils in einer Konzentration von 2 g/L getestet.
Ohne die Zugabe der beiden Puffer lag der pH-Wert bei Zugabe von Reis bzw. Amylose iiber
die einzelnen Tage in einem Bereich von 6, bei der Zugabe von Amylopektin bzw. Glykogen
deutlich unter 6. Dwyer (1970) erzielte die besten Wachstumsergebnisse mit einem pH-Wert
des Mediums von 7,4, welcher nach Zugabe von 1 ml Histomonadenkultur auf 7,1 abfiel. Am
Wachstumspeak konnte er einen Wert von 6,6 messen. Daher wurde der pH-Wert der Puffer
auf 7 eingestellt. Der Abfall des pH-Wertes 146t sich durch ein vermehrtes Wachstum der in
den Kulturen vorhandenen Bakterien erkldren (Hauck et al., 2010b). Das ausbleibende
Wachstum in den abgepufferten Medien — Ausnahme waren die Kulturen mit Reis — ist
vermutlich ebenfalls dadurch zu erkldren, dass die Kulturen mit Bakterien iiberwachsen

wurden (Lesser, 1964b).

Statt verschiedenen Starkequellen wurden die Histomonaden im néchsten Versuch mit
Zwischenprodukten des Kohlenhydratstoffwechsels kultiviert. Dies waren Glukose, Pyruvat,
Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat sowie Maltose. Gewidhlt wurden diese Quellen, da
sie alle eine Rolle bei der Energiegewinnung der Zelle spielen. Der Abbau von Glukose
erfolgt in der Glykolyse. Hier entsteht {iber mehrere Zwischenprodukte — als erstes entsteht
Glukose-6-Phosphat — letztlich Pyruvat, welches bei den Histomonaden in den
Hydrogenosomen weiter verstoffwechselt wird. Die Verwendung von Pyruvat als
Kohlenhydrat-Quelle wiirde die gesamte Glykolyse umgehen und konnte direkt in die weitere

Energiegewinnung einflieen.

Der erste Schritt der Glykolyse besteht aus der Phosphorylierung von Glukose zu
Glukose-6-Phosphat. Sowohl die Eignung der Glukose als auch die des ersten
Zwischenproduktes — Glukose-6-Phosphat — wurde getestet.
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In der Glykogenolyse wird Glykogen iiber Glukose-1-Phosphat und Glukose zu
Pyruvat abgebaut. Daher wurden zwei Versuche durchgefiihrt, bei denen den Histomonaden

statt Stirke direkt die Zwischenprodukte der Glykogenolyse angeboten wurden.

Eine alleinige Gabe von Glukose war nicht ausreichend oder sogar schidlich, ein
Wachstum der Histomonaden herbeizufithren. Um die Frage zu klédren, ob das nicht erfolgte
Wachstum auf die Glukose selber oder auf einen moglicherweise zu niedrigen pH-Wert der
Kultur zuriickzufiihren war, wurde Glukose ohne Reis und ohne die beiden Puffer MOPS und
HEPES eingesetzt. Ein Wachstum erfolgte hier nicht. Der pH-Wert bei Gaben von 3, 4 oder 5
g/L Glukose lag in einem Bereich von 4, welcher laut Dwyer (1970) und Hauck et al. (2010b)
zu niedrig ist, um ein Wachstum von H. meleagridis zu ermdglichen. Demgegeniiber stand
ein pH-Wert im Bereich von 6 bei niedrigerer Konzentration der Glukose (1 und 2 g/L), bei
dem jedoch ebenfalls kein Wachstum verzeichnet werden konnte. Verschiedene
Konzentrationen an Glukose (1, 2, 3, 4 und 5 g/L) wurden darauthin zusammen mit 100
mM/L MOPS und 50 mM/L HEPES eingesetzt. Reis wurde in einer Konzentration von 2 g/L
gegeben oder weggelassen. Die Zugabe von Reis fiihrte zu einem Uberleben der Kulturen.
Von einem wirklichen Wachstum konnte aber auch hier nicht gesprochen werden. Jedoch
ohne Reiszugabe starben die Kulturen ab. Der pH-Wert lag bei Konzentrationen von 1 bis 4
g/L Glukose in einem Bereich von 6. Das Absterben der Kulturen kann also nicht auf einen zu
niedrigen pH-Wert zuriickgefiihrt werden. Lediglich bei den Kulturen, denen Glukose in einer
Konzentration von 5 g/L zugesetzt wurde, lag der pH-Wert trotz der Zugabe der beiden Puffer
deutlich unter 6. Das ausbleibende Wachstum der Histomonaden gerade bei hohen
enthaltenen Glukose-Konzentrationen im Medium konnte auf eine zu starke Vermehrung der
Bakterien zuriickgefiihrt werden. Mdoglicherweise konkurrieren die Histomonaden mit den
Bakterien um die Ressourcen im Medium. Bei einem Uberwachsen der
Histomonadenkulturen mit Bakterien empfiehlt schon DeVolt (1943), Glukose aus dem

Medium zu entfernen.

Die Eignung von Pyruvat, Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat und Maltose —
ein Glukosedimer — wurden in den Konzentrationen 2 und 5 g/L, mit und ohne die Zugabe
von 2 g/L. Reis und ebenfalls mit und ohne Zugabe von 100 mM/L MOPS und 50 mM/L
HEPES getestet. Bei Verwendung von Pyruvat iiberlebten die Kulturen ohne die gleichzeitige
Gabe von Reis bestenfalls, wenn Pyruvat in einer Konzentration von 2 g/L und zusétzlich mit
MOPS und HEPES gegeben wurde. Oftmals starben die Kulturen jedoch ab. Alle Kulturen,

denen auch Reis zugesetzt wurde, zeigten ein gutes Wachstum. Ein vergleichbares Ergebnis
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zeigten die Kulturen mit Glukose-1-Phosphat bzw. Glukose-6-Phosphat als
Kohlenhydratquelle. Abgestorben waren hier nur die Kulturen ohne MOPS, HEPES und Reis
mit einer Glukose-1-Phosphat-Konzentration von 5 g/LL bzw. mit einer Glukose-6-Phosphat-
Konzentration von 2 g/L. Auch hier wuchsen alle Kulturen mit gleichzeitiger Gabe von Reis
gut. Die Zugabe von Maltose forderte unter keinen der getesteten Bedingungen das Wachstum
von H. meleagridis. Oftmals liberlebten die Kulturen, wohingegen sie bei der Gabe von 5 g/L
Maltose ohne MOPS und HEPES abstarben. Auffallend war, dass hier der pH-Wert der
Kulturen in einem Bereich von 4 lag, was auch beim Einsatz von Glukose zu keinem

Wachstum fiihrte.

Nach allen stattgefundenen Versuchen scheint es wahrscheinlich, dass Histomonaden
nicht in der Lage sind, verschiedene Stirkequellen in die Zelle aufzunehmen und/oder
abzubauen. Lediglich Reis und Kartoffelstirke wurden in den Histomonadenzellen
lichtmikroskopisch nachgewiesen. Warum diese beiden Stirketypen aufgenommen und
abgebaut wurden, konnte nicht geklirt werden. Auch die Metaboliten des
Kohlenhydratstoffwechsels (Glukose, Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat, Pyruvat und
Maltose) wurden offensichtlich nicht von den Histomonaden phagozytiert und abgebaut. In
diesen Kulturen schien die alleinige Aufnahme von Bakterien in die Zelle nicht ausreichend
gewesen zu sein, ein Wachstum der Histomonaden herbeizufiihren. Erst bei zusétzlicher Gabe
von Reis war ein — wenn auch geringes Wachstum — festzustellen. Dieses Wachstum war in
den meisten Fillen geringer, als in Kulturen, zu denen ausschlielich Reis gegeben wurde.
Moglicherweise spielt in den Féllen, in denen es nur zu einem geringen Wachstum kam,
wiederum eine zu starke Vermehrung der Bakterien, die sich hemmend auf das
Histomonadenwachstum auswirkt, eine Rolle. Hinweise hierauf konnten die
Kultivierungsversuche mit Glukose bzw. Maltose geben. Ohne die Zugabe der beiden Puffer
lag der pH-Wert in diesen Kulturen weit unter 6. Ein niedriger pH-Wert ist darauf
zurlickzufiihren, dass die Bakterien im Kulturmedium die Kohlenhydrate verstoffwechselt
haben. Bei einem sehr starken Abfall des pH-Wertes kam es vermutlich auch zu einer starken
Vermehrung der Bakterien. Im Umkehrschluss konnte bei den Kulturen, bei denen
verschiedene Kohlenhydrate sowie Zwischenprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels
eingesetzt wurden, ein Bakterienwachstum stark gehemmt worden sein. Hinweis hierfiir ist
ein relativ konstanter pH-Wert in einem Bereich von 6 bis 7, auch bei den Kulturen, denen
kein Puffer hinzugegeben wurde. Zu wenig Bakterien im Kulturmedium verbunden mit der
Unfdhigkeit, die Stoffwechselmetaboliten sowie einige Kohlenhydrate zu phagozytieren

scheinen Ursache fiir das ausbleibende Histomonadenwachstum gewesen zu sein.
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Alle Kulturen wurden taglich ausgezahlt, um das Wachstum der Histomonaden zu
bestimmen. Dafiir wurden die Kulturflaschen gedffnet, um Kulturmaterial zu entnehmen. Um
nun einen wachstumshemmenden Einfluss des dabei an die Kulturen gelangenden Sauerstoffs
auszuschlieBen, wurden Kulturen in PBS mit MOPS und HEPES sowie Reis und die
entsprechende Kohlenhydratquelle aus den vorangegangenen Versuchen angesetzt. Der pH-
Wert wurde in den ersten zwolf Stunden mehrmals gemessen (nach zwei, vier, sechs, neun
und zwolf Stunden). Die Kultur, die nach zwei Stunden das erste Mal gedftnet wurde, wurde
auch zu allen anderen Zeitpunkten gedffnet. Nach vier Tagen wurde bei allen Kulturen das
Wachstum bestimmt. Ein negativer Einfluss des Luftsauerstoffs konnte dabei nicht festgestellt
werden. Im Gegenteil wuchsen die Kulturen, die mehrfach gedffnet wurden, besser als
diejenigen, die einmalig am vierten Tag gedffnet wurden. Ebenso zeigten sich keine
Verdnderungen im pH-Wert. Dieser lag bei allen Kulturen in einem Bereich von 6. Auch ein
pH-Wertabfall in den ersten zwdlf Stunden des Wachstums, der ein weiteres Wachstum
hemmt, konnte ausgeschlossen werden. Hauck et al. (2010b) erzielten dhnliche Ergebnisse,
wenn sie 1 g/l Glukose zu Histomonadenkulturen gaben: hier sank der pH-Wert nach 4
Stunden zwar kurzzeitig auf unter 6, stieg dann jedoch in den néchsten Stunden wieder in
einen Bereich um 6 an. Bei Zugabe von 5 g/L Glukose fiel der pH-Wert in den ersten 12
Stunden dagegen auf etwa 4 und bleib auch die nichsten Tage bei diesem Wert. Im
Unterschied zu den oben beschriebenen Versuchen war das Medium bei Hauck et al. (2010b)

jedoch schwécher abgepuffert.

Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchsteils wurde versucht, Histomonaden
mikroaerophil oder anaerob zu kultivieren. Die Angaben in der Literatur zu den
Anforderungen der Histomonaden an die atmosphirischen Bedingungen schwanken. Delappe
(1953) ziichtete Histomonaden unter aeroben und anaeroben Bedingungen an. Die anaeroben
Bedingungen wurden durch die Gabe von 0,1 % bzw. 0,2 % Cystein-HCl oder die
Uberschichtung der Kulturen mit Paraffin erzeugt. Durch Zugabe von Methylenblau als
Indikator wurde das anaerobe Milieu iiberwacht. Bei der Zugabe von 0,1 % Cystein-HCI
stellte sich keine vollstindig anaerobe Atmosphire ein. Unter diesen mikroaerophilen sowie
unter aeroben Bedingungen war ein Wachstum feststellbar. Letzteres widerspricht der heute
weit verbreiteten Ansicht, dass Histomonaden unter aeroben Bedingungen nicht wachsen
konnen (Hauck et al., 2010b). In den aktuellen Versuchen hatten mikroaerophile und anaerobe
Bedingungen keinerlei schidlichen Einfluss auf das Wachstum der Histomonaden. In diesem
Versuchsteil konnte damit gezeigt werden, dass Histomonaden sowohl mikroaerophil als auch

anaerob wachsen konnen. Die Ergebnisse widersprechen somit teilweise denen von Delappe
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(1953), der unter anaeroben Bedingungen kein Wachstum feststellen konnte. Die Griinde
hierfiir sind wahrscheinlich die unterschiedlichen Methoden, die gewidhlt wurden, um
anaerobe Bedingungen herzustellen. In den aktuellen Versuchen wurde dem Medium kein
Zusatz hinzugegeben, wie es bei Delappe (1953) geschah, sondern das fliissige Medium war

direkt von einer anaeroben gasféormigen Phase umgeben.

In einem letzten Versuch sollte geklart werden, ob verschiedene, am Kohlenhydrat-
stoffwechsel beteiligte Enzyme auf Ebene der Transkription reguliert werden, wenn den
Histomonaden Pyruvat als Kohlenhydratquelle angeboten wird. Es wurde eine mdgliche
Regulierung der Enzyme  Glykogen-Phosphorylase,  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Alpha-Amylase untersucht.

Stirke besteht zu 20 bis 30 % aus Amylose und zu 70 bis 80 % aus Amylopektin. Die
Amylose ist aus alpha-1,4-glykosidisch verbundenen Glukosemolekiilen, die helikal
angeordnet sind, aufgebaut. Amylopektin besteht in den linearen Bereichen aus alpha-1,4-
glykosidisch verbundenen Glukosemolekiilen. An den Verzweigungsstellen befinden sich

alpha-1,6-glykosidische Bindungen. Damit ist es aufgebaut wie das Glykogen.

Die Stiarke wird von der Alpha-Amylase zu Dextrinen abgebaut, welche dann weiter
zu Maltose und schlieBlich — zusammen mit einem debranching enzyme — Glukose abgebaut

werden (Heldt, 1999).

Die Glykogen-Phosphorylase katalysiert die Bindung freien Phosphats an das CI1-
Ende der Glukose und damit die Abspaltung des letzten Glukose-Molekiils der Kette als
Glukose-1-Phosphat. Im Zusammenspiel mit dem debranching enzyme, welches das letzte
Glukose-Molekiil an einer Verzweigung als freie Glukose abspaltet, entstehen beim Abbau
des Glykogens 90 % Glukose-1-Phosphat und 10 % freie Glukose. Glukose-1-Phosphat wird
zu Glukose-6-Phosphat isomerisiert. Die Glukose aus dem Stirke- und dem Glykogenabbau
wird ebenfalls zu Glukose-6-Phosphat umgewandelt (Berg et al., 2003b).

Hier konnte gezeigt werden, dass Histomonaden Stirke anscheinend sowohl mittels
der Alpha-Amylase als auch der Glykogen-Phosphorylase abbauen. Bei Wirbeltieren ist die
Alpha-Amylase im Darm aktiv, wihrend die Glykogen-Phosphorylase intrazelluldr wirkt.
Damit wére es denkbar, dass die Alpha-Amylase bei den Histomonaden in Nahrungsvakuolen
aktiv ist oder in die Umgebung abgegeben wird, wihrend die Glykogen-Phosphorylse den

intrazytoplasmatischen Stirkeabbau katalysiert.
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In der weiteren Glykolyse wird Glukose-6-Phosphat letztlich zu Pyruvat abgebaut.
Hieran ist das Enzym GAPDH beteiligt (Berg et al., 2003a). Eine Gabe von Pyruvat wiirde
die gesamte Glykolyse umgehen. Damit wire auch die Glykogenolyse nicht mehr
erforderlich, welche das Produkt — Glukose — fiir die nachfolgende Glykolyse liefert.
Ebenfalls nicht mehr ndtig wire der Abbau von Stérke, bei dem letztlich ebenfalls Glukose
entsteht. Die beteiligten Enzyme wiirden nicht mehr bendtigt und die Transkription konnte

demnach herunterreguliert werden.

Die mogliche Regulierung wurde mittels qPCR untersucht, in der Material aus
Kultivierungsversuchen mit Pyruvat untersucht wurde. Als Kulturmedium diente PBS mit 8

g/L NaCl, dem als Puffer 25 mM/L HEPES hinzugegeben wurde.

Als Untersuchungsgruppe dienten Kulturen, denen als Kohlenhydratquelle 2 g/L
Pyruvat hinzugegeben wurde. Da es nicht mdglich war, ein Wachstum ausschlieBlich mit
Pyruvat zu erzielen, wurde als Stiarkequelle Reis in einer Konzentration von 2 g/L beigefiigt.
Kontrollgruppen waren Kulturen, denen entweder 2 g/L. Reis oder 4 g/L Reis hinzugegeben

wurden.

Mittels der Berechnungssoftware REST2009 (REST = Relative Expression Software
Tool) wurde die Regulation der Gene fiir Alpha-Amylase, Glykogen-Phosphorylase und
GAPDH auf Transkriptionsebene untersucht.

Die Kulturen mit Pyruvat und Reis wurden mit Kulturen mit 2 g/L. Reis bzw. 4 g/L
Reis als Kontrollgruppen verglichen. Im Falle der Alpha-Amylase kam es lediglich zu einer
Runterregulierung im Vergleich mit der 2 g/l Reis Kontrollgruppe. Das Glykogen-
Phosphorylase-Gen wurde im Vergleich mit der 2 g/L. Reis Kontrollgruppe hoch reguliert.
Das GAPDH-Gen wurde im Vergleich mit beiden Kontrollgruppen hoch reguliert.

Die gemessenen Regulierungs-Faktoren sind mit weniger als 2,3 fach als niedrig
einzustufen. Hitten die Histomonaden ausschlieBlich Pyruvat als Endprodukt der Glykolyse
verstoffwechselt, dann hétte die gesamte Glykolyse umgangen werden konnen. Die Enzyme
GAPDH und Alpha-Amylase wéren in diesem Fall nicht mehr notig gewesen und deren
Expression hétte runter reguliert werden konnen. Fiir die Alpha-Amylase traf dies zu,
allerdings war die Regulierung mit einem Faktor von 0,355 niedrig. Die Hochregulierung der
GAPDH 146t vermuten, dass die Histomonaden den Reis als Stirkequelle in die
Nahrungsvakuolen phagozytierten und nicht Pyruvat. Dies steht zwar in einem Widerspruch

mit der Runterregulierung der Alpha-Amylase, aber wie bereits angemerkt, war der
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gemessene Regulierungs-Faktor niedrig. Auch das Enzym Glykogen-Phosphorylase, welches
den Abbau von Glykogen katalysiert, hitte in diesem Versuchsansatz nicht exprimiert werden
miissen, da die Gabe und der Abbau von Pyruvat die Glykogenolyse umgeht. ter Kuile (1999)
untersuchte u. a. die Enzym-Aktivitit von 14 verschiedenen Enzymen durch
spektrophotometrische Messungen bei Leishmania donovani, die am Kohlenhydrat-
stoffwechsel beteiligt sind. Als Kohlenhydratquelle verwendete er Glukose, welche entweder
begrenzt gegeben wurde oder unbegrenzt im Medium zur Verfligung stand. Unter den
untersuchten Enzymen war auch die GAPDH, deren Aktivitit erhoht war, wenn Glukose
unbegrenzt gegeben wurde. Durch die Untersuchungen kam er zu dem Schluss, dass die
moglichen Antworten eines Organismus auf sich dndernde Stirkequellen nahezu unendlich
sind. Die Messung der Regulierung von lediglich drei Enzymen, wie in dieser Arbeit
untersucht, spiegelt also die Moglichkeiten der Zelle, auf die verinderten Bedingungen zu
reagieren, nicht ausreichend wider. ter Kuile und Bonilla (1999) untersuchten den mRNA-
Gehalt und die zelluldre Aktivitit der jeweiligen Enzyme bei T. vaginalis und Trypanosoma
brucei. Auch hier wurden die Zellen unter limitierter bzw. unbegrenzter Glukosegabe
kultiviert. Die Messung des mRNA-Gehalts u. a. der GAPDH erfolgte mit Hilfe des Northern
Blots. Vergleichbar mit den Ergebnissen bei L. donovani (ter Kuile, 1999) war der mRNA-
Gehalt, der fiir die GAPDH kodiert, in Zellen, die mit begrenzter Glukosegabe kultiviert
wurden, niedriger als in Zellen, denen Glukose unbegrenzt zur Verfiigung stand. ter Kuile und
Bonilla (1999) geben trotz dieser Ergebnisse zu bedenken, dass die Expression bestimmter
Gene nicht unbedingt mit deren zelluldren Aktivitit korrelieren. Ein Anstieg des mRNA-
Gehalts bedeutet nicht unbedingt auch einen Anstieg in der Expression der entsprechenden
Gene. Trotz Hoch- oder Runter-Regulierung muss dies also nicht zwangslaufig bedeuten, dass

die schon exprimierten Enzyme nicht auch weiter reguliert werden.

Hauck et al. (2012) untersuchten ebenfalls die Regulierung der Gene der oben
genannten Enzyme und zusdtzlich die Regulierung der Transkription des Enolase-Gens.
Allerdings setzten sie statt Pyruvat Glukose zu Kulturen mit Reis ein. Die Regulierungsrate
wurde erstmals nach 6 Stunden gemessen, wobei alle drei Gene heraufreguliert wurden. Nach
24 und 48 Stunden ergab sich das gleiche Ergebnis, mit Ausnahme der Glykogen-
Phosphorylase, die diesmal herunterreguliert wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde erst
nach drei Tagen Kulturmaterial entnommen, um die Regulation zu bestimmen.
Moglicherweise hétte sich mit den kiirzeren Zeitraumen, die Hauck et al. (2012) verwendeten,

ein anderes Ergebnis gezeigt. Vielleicht hétten die nach drei Tagen bestimmten
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Regulierungen  zu fritheren Zeitpunkten ein anderes Ergebnis gezeigt. Auch die

Regulierungstaktoren konnten zu diesem Zeitpunkt hoher gewesen sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde die GAPDH als zu untersuchendes Gen in
REST2009 eingegeben. Die Auswertung ergab schlieflich eine geringe Hochregulierung. In
der Beschreibung der Berechnungssoftware REST2009 wird GAPDH dagegen als
Referenzgen bzw. Housekeeping Gen verwendet (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002). Die Rolle
der GAPDH als Housekeeping-Gen ist jedoch umstritten. So kann sie z. B. in verschiedenen
menschlichen Geweben in ihrer Expressionsrate durchaus variieren, obwohl sie innerhalb
eines Gewebetyps die Rolle als Housekeeping-Gen erfiillt (Barber et al., 2005; Vandesompele
et al., 2002). Die GAPDH als Referenzgen zu verwenden erscheint somit nicht sinnvoll, wie

auch andere Arbeiten belegen (Radonic et al., 2004; Zhu et al., 2001).

AbschlieBend kann also nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen eine Regulierung der Enzymgene stattfand oder eine Regulierung nur

nicht ausreichend erkannt wurde.
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6 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Vorkommen verschiedener Genotypen und Untersuchungen

zum Kohlenhydratstoffwechsel von Histomonas meleagridis

Bei der durch H. meleagridis hervorgerufenen Histomonose, Schwarzkopfkrankheit
oder Infektiosen Typhlohepatitis der Hithnervogel handelt es sich um eine Krankheit, die
durch Blinddarm- und Leberverdnderungen gekennzeichnet ist. Bei Puten ist eine Mortalitit

von tiber 90 % haufig.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beinhaltete Untersuchungen des am Institut
vorhandenen Probenmaterials sowie Untersuchungen zu verschiedenen Genotypen von H.
meleagridis. Fur ersteres wurden 568 Proben herangezogen, die am Institut fiir
Gefliigelkrankheiten vorlagen und mittels qPCR auf H. meleagridis getestet wurden. Die
Proben stammten aus 252 Histomonose-Verdachtsfillen der Jahre 2004 bis 2010. Insgesamt
waren von den 568 Proben 209 Proben positiv, 357 Proben negativ und 2 Proben fraglich.
Von 473 Organproben waren 193 Blinddérme, 190 Lebern und 42 Poolproben aus Leber und
Blinddarm. 48 Proben waren unterschiedliche Organe wie Driisenmagen, Enddarm, Kloake,
Milz, Niere, Oesophagus und Pankreas. 252 der Organproben stammten von Puten und 176
Organproben von Hiihnern. Lediglich 16 Organproben wurden von anderen Hiithnervogeln
wie Pfau, Fasan, Konigshuhn, Perlhuhn und Wachtel eingeschickt. Dreiviertel der
letztgenannten Proben war dabei negativ. Bei 29 Organproben war die Tierart unbekannt. Von
46 Invertebratenproben bzw. 42 Umgebungsproben waren nur acht bzw. vier Proben positiv,

jeweils 38 dagegen negativ.

Fiir die Genotypisierung wurde die Methode des C-Profilings modifiziert, indem fiir A.
meleagridis spezifische Primer entwickelt wurden. 125 positiv auf H. meleagridis getestete
Proben wurden genotypisiert. Von diesen Proben wurde ein C-Profil der ITS1-Region erstellt.
Insgesamt wurden flinf unterschiedliche Profile gefunden (Typ A bis E), wobei Typ A bei
iiber der Haélfte der Proben festgestellt wurde. Die beiden Typen B und C wurden
tiberwiegend bei Putenproben gefunden, Typ D hingegen nur bei Hiithnerproben und einer

Pfauenprobe. Nur einmal wurde Typ E bei einer Hithnerprobe nachgewiesen.

Ferner wurden 273 Proben auf das Vorhandensein von Blastocystis spp. und
Tetratrichomonas gallinarum untersucht. Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten der

Histomonose und einem gleichzeitigen Fehlen von 7. gallinarum stellte sich als signifikant
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heraus, wohingegen es nur einen zufilligen Zusammenhang zwischen H. meleagridis und

Blastocystis ssp. gab.

Der zweite Teil der Arbeit hatte zum Ziel, den Stoffwechsel der Histomonaden durch
verschiedene Kultivierungsversuche zu untersuchen. Als erstes wurde die Pufferwirkung von
MOPS und HEPES in verschiedenen Konzentrationen getestet. Mit 5, 25 oder 100 mmol/L
HEPES bzw. mit 50 oder 100 mmol/LL. MOPS wuchsen die Histomonaden gut. Wurde MOPS
oder HEPES hingegen in einer Konzentration von jeweils 250 mmol/L zum Medium gegeben,

lieB sich kein Histomonadenwachstum erzielen.

Die nédchsten Versuche betrafen den Ersatz von Reismehl durch unterschiedliche
Starkequellen bzw. Zwischenprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels. Als Starkequellen
kamen Kartoffelstirke, Amylose, Amylopektin und Glykogen zum Einsatz. Lediglich mit
Kartoffelstirke konnte ein Wachstum erzielt werden. Die Kohlenhydrate Glukose, Pyruvat,
Glukose-1-Phosphat, Glukose-6-Phosphat und Maltose wurden in verschiedenen
Konzentrationen entweder mit der gleichzeitigen Gabe von Reis oder ohne getestet. Die
Kulturen, denen kein Reis hinzugegeben wurden, iiberlebten bestenfalls. Oftmals starben sie
jedoch ab. Das Wachstum war mit einer gleichzeitigen Gabe von Reis besser. Ein teilweise

gutes Wachstum wurde mit Puyruvat und Reis erzielt.

Die Histomonaden wurden unter verschiedenen atmosphirischen Bedingungen
angeziichtet. Das mehrmalige Offnen der Zellkulturflaschen, wobei das Medium mit den
Histomonaden fiir eine gewisse Zeit dem Luftsauerstoff ausgesetzt war, hatte keinen
negativen Einfluss auf das Wachstum. Auch unter mikroaerophilen und anaeroben

Bedingungen wuchsen die Histomonaden gut.

Von Histomonaden, die als Kohlenhydratquelle Pyruvat und Reis erhielten, wurde die
Expression der Gene fiir die Glykogen-Phosphorylase, die GAPDH und die Alpha-Amylase
mittels qPCR untersucht. Alpha-Tubulin, Beta-Tubulin und 18S rRNA dienten als
Referenzgene. So konnte gezeigt werden, dass die Stirke von den Histomonaden mit den
beiden Enzymen Alpha-Amylase und Glykogen-Phosphorylase abgebaut wird. Die
Expression der Gene der drei Enzyme wurde unterschiedlich reguliert. Das GAPDH-Gen und
das Glykogen-Phosphorylase-Gen wurden signifikant hochreguliert, wohingegen das Alpha-

Amylase-Gen signifikant herunterreguliert wurde.
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7 Summary

Investigations on different genotypes and investigations on the carbohydrate

metabolism of Histomonas meleagridis

Histomonosis, blackhead disease or infectious typhlohepatitis of the gallinaceous birds
is caused by the protozoen parasite or Trichomonad Histomonas meleagridis. The disease is
characterized by an inflammation of the ceca and liver damages. The mortality in turkey

flocks can reach 90 %.

The first part of this thesis included investigations and analysis of different genotypes of
H. meleagridis. The first studies were done on 568 samples, which had been send to the
Institute for Poultry Diseases and were tested for H. meleagridis using a qPCR. The samples
originated from 252 suspected cases of histomonosis of the years 2004 till 2010. Of the 568
samples 209 samples were positive, 357 samples negative and 2 samples questionable. Four
hundred seventy three samples were organs including 193 ceca, 190 livers and 42 pools of
ceca and liver. 48 samples were different organes like gizzard, rectum, cloaca, spleen, kidney,
oesophagus or pancreas. 252 of the organ samples were from turkeys and 176 from chickens.
Only 19 samples were from other gallinaceous birds like peacocks, pheasants, snow cocks,
guinea fowls and quails and were tested with mostly negative result. The species of 29
samples was unknown. Of 46 samples of invertebrates and 42 samples of the environment

only eight and four samples respectively were positive, while 38 each were negative.

For genotyping the method of the C-Profiling was modified by designing primers
specific for H. meleagridis. One hundred twenty five samples, that were positiv for H.
meleagridis, were genotyped. The ITS1-region of this samples was C-profiled. Five different
profiles were found (type A through E). Type A was the most frequently detected type in over
half the samples. Types B and C were mostly found in turkey samples. Type D occured only
in chicken samples and in one peacock sample. Type E was found in only one chicken

sample.

Furthermore 273 samples were tested for the presence of Blastocystis spp. and
Tetratrichomonas gallinarum. There was a significant relationship between the occurrence of
histomonosis and the concurrent absence of 7. gallinarum. In contrast the relationship

between H. meleagridis and Blastocystis ssp. was not significant.
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The second part of the thesis dealt with investigations on the metabolism of H.
meleagridis. Several experiments on the cultivation were done. First the effect of the buffers
MOPS and HEPES were tested. With 5, 25 or 100 mmol/L. HEPES and with 50 or 100
mmol/L MOPS respectively histomonads grew well. In concentrations of 250 mmol/L MOPS

or HEPES no histomonal growth was observed.

In the following experiments the influence of different starch sources and carbohydrates
instead of rice powder were tested. Starch sources were potato starch, amylose, amylopectin
and glycogen. Only potato starch supported histomonal growth. The carbohydrates glucose,
pyruvate, glucose-1-phosphat, glucose-6-phosphat and maltose were tested in different
concentrations with or without the addition of rice. Cultures without rice survived at best.
Often they died. Growth with the addition of rice was better. To some extent growth was

achieved with pyruvate and rice.

Histomonads were grown under different atmospheric conditions. If the flasks were
opened several times the medium with the histomonads had contact with the oxygen in the air
for a certain time. This as well as microaerophilic and anaerobic conditions had no negative

influence on the histomonal growth.

The expression of the genes for glycogen phosphorylase, GAPDH and alpha-amylase in
histomonads which were grown with pyruvate and rice were analyzed by qPCR. Alpha-
tubulin, beta-tubulin and 18S rRNA served as reference genes. It could be shown that
histomonads digest the starch with both enzymes alpha-amylase and glycogen phosphorylase.
The expression of the genes of the three enzymes mentioned above was regulated differently.
The genes of GAPDH and glycogen phosphorylase were significantly upregulated whereas

the gene of alpha-amylase was significantly downregulated.
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