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1 Verzeichnis verwendeter Abklirzungen

Verzeichnis verwendeter Abklirzungen

15-HETE 15-Hydroxyeicosatetraenonsaure

A. Acanthamoeba

AaDO2 alveoloarterielle Sauerstoffdruckdifferenz

AF Atmungsfrequenz

a.i. ante inoculationem

APP Akute-Phase-Protein

BALF bronchoalveolare Lavageflissigkeit

BALT bronchusassoziiertes lymphatisches Gewebe
BW Koérpermasse (engl. body weight)

C. Chlamydia

CLO chlamydienahnlicher Organismus (engl. Chlamydia-like organism)
CO Kohlenstoffmonoxid

CPAF engl. Chlamydia protease-like activity factor

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid)
dpi Tag post inoculationem

EB Elementarkorperchen (engl. elementary body)

EBP enzootische Bronchopneumonie

EBE einschlusskorperchenbildende Einheiten

ETCO: endtidale Kohlenstoffdioxidkonzentration

IHC Immunohistochemie

Inc Einschlussmembran (engl. inclusion membrane)

I0S Impuls-Oszilloresistometrie-System

He Helium

KBE koloniebildende Einheiten

kg Kilogramm

kPa Kilopascal

LBP Lipopolysaccharid-bindendes Protein

Lf Lactoferrin

LPS Lipopolysaccharid

MBW metabolische Kérpermasse (engl. metabolic body weight)
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibilty complex)
ml Milliliter

pm Mikrometer

MOMP (engl. major outer membrane porin)

NaCl Natriumchlorid



Verzeichnis verwendeter Abklirzungen \%

OmpA
P.
paCoz
paoz
pAoz
p. i.
Pr.
gPCR

spp.
T3SS

engl. Outer membrane protein A
Parachlamydia

arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck
arterieller Sauerstoffpartialdruck
alveolarer Sauerstoffpartialdruck

post inoculationem

Protochlamydia

quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (engl. quantitive real-time
polymerase chain reaction)
Rhabdochlamydia

ribosomale Ribonukleinsaure
respiratorische Resistance

Simkania

Similichlamydia

Spezies

Typ 3 Sekretionssystem

Teilversuch

Volumenstrom (engl. flow)
Alveolarvolumen

alveolare Ventilation
Kohlenstoffdioxid-Volumenstrom (CO»-Abgabe)
Totraumvolumen

exspiratorischer Flow
Sauerstoff-Volumenstrom (O2-Aufnahme)
spezifische Ventilation
Atemminutenvolumen

Atemzugvolumen (Tidalvolumen)
respiratorische Reactance
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1.1 Allgemeines

Spezies der Ordnung Chlamydiales sind unter Vertebraten weit verbreitete, obligat intrazel-
lulare Erreger, die eine Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen in ihren Wirten hervorrufen
kénnen. Abgesehen von den relativ gut bekannten Spezies der Chlamydiaceae wurden erst in
den zurtckliegenden 20 Jahren neue Chlamydien-verwandte Organismen erforscht, die unter
dem Begriff Chlamydia-like organisms (CLO) zusammengefasst werden (Taylor-Brown et al.,
2015). Im Rahmen ihrer Charakterisierung wurde festgestellt, dass Diversitat, Wirtsspektrum
und ubiquitares Vorkommen bisher weitgehend unterschatzt wurden (Horn, 2008). In der
vergangenen Dekade erhielten dabei vor allem die Parachlamydiaceae, und im Speziellen ihr
Familienvertreter Parachlamydia (P.) acanthamoebae, verstarkte Aufmerksamkeit. Dessen
pathogenes Potential wird aktuell, neben abortiven Urogenitalinfektionen (Baud & Greub,
2011), vor allem im Zusammenhang mit Pneumonien diskutiert (Greub, 2009; Lamoth &
Greub, 2010). Als besonders problematisch unter den respiratorischen Erkrankungen des
Menschen stellen sich die ambulant erworbenen, atypischen Pneumonien dar, da nach wie
vor weniger als die Halfte dieser eine Atiologie zu Grunde gelegt werden kann (Cilloniz et al.,
2011; Cilloniz et al., 2012; Marrie et al., 1996). Die Annahme der Pneumopathogenitat von
Parachlamydien stitzt sich vor allem auf Studien zur Seropravalenz in asymptomatischen
(Baud et al., 2009) und erkrankten humanen Populationen (Bousbia et al., 2013). Zudem
konnten Nachweise Uber Parachlamydia-spezifische DNA in respiratorischem Probenmaterial
erkrankter Patienten erbracht werden (Haider et al., 2008; Marrie et al., 2001). Es bleibt jedoch
zu klaren, ob Parachlamydia als singularer bzw. opportunistischer Pneumonieerreger in
Erscheinung tritt. /n-vitro-Studien gaben Anlass zur Spekulation und Infektionsversuche im
Mausmodell verifizierten auf ihre Art das dritte und vierte Henle-Koch Postulat. Um in
Erganzung dazu die der Erreger-Wirt Interaktion zugrundeliegende Pathophysiologie nachzu-
vollziehen, bedarf es der Nutzung eines differenzierten Groldtiermodells, das idealer Weise
das relevante Ausmal einer humanen Erkrankung simuliert.

Verschiedenen Chlamydia spp. wird eine Beteiligung am Komplex der enzootischen Broncho-
pneumonie im Sinne einer akuten Atemwegsinfektion beim Kalb zugeschrieben (Reinhold et
al., 2011). Ob die CLO neben den bekannten Mikroorganismen dabei eine Rolle spielen, ist
bisher jedoch ganzlich ungeklart. Lediglich Hinweise auf einen Zusammenhang konnten mit
dem Nachweis von P. acanthamoebae in respiratorischem Probenmaterial von an Pneumonie
erkrankten Rindern gewonnen werden (Wheelhouse et al., 2013). Aufgrund dessen wird im
Hinblick auf respiratorische Erkrankungen immunsupprimierter, humaner Patienten ein
gesteigertes zoonotisches Potential von Parachlamydia postuliert (Borel et al., 2010; Michel,
2011; Wheelhouse & Longbottom, 2012).
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1.2 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, ein bovines Modell einer respiratorischen
P. acanthamoebae-Infektion zu etablieren. Weitere Ziele bestanden darin, nach erfolgter
Inokulation des Respirationstraktes von Kalbern mit P. acanthamoebae die folgenden Frage-
stellungen zu klaren.

(i) Zum einen sollte das pneumopathogene Potential des Erregers unter Beruck-
sichtigung klinischer und labordiagnostischer Parameter sowie hinsichtlich patholo-
gischer und histopathologischer Veranderungen evaluiert werden. In diesem Zusam-
menhang sollten auRerdem ein direkter Erregernachweis und eine Rekultivierung der
Parachlamydien erfolgen.

(ii) Zum anderen sollten Pathogenesemechanismen der Erreger-Wirt-Interaktion mittels
Kenngrofien der differenzierenden Lungenfunktionsdiagnostik und Atmungsmechanik
sowie des pulmonalen Gasaustauschs untersucht werden.

Hierzu wurden die Folgen einer respiratorischen P. acanthamoebae-Monoinfektion beim Kalb
unter den Bedingungen einer kontrollierten Studie mit Hilfe eines Inokulationsmodells, welches
zuvor fur die bovine Lunge entwickelt worden war, dargestellt (Ostermann, 2013; Reinhold et
al., 2012). Aus dem Modell wurden Ergebnisse erwartet, welche die lokale, pulmonale sowie
gegebenenfalls systemische Schadigung des Wirts nach experimenteller Infektion wider-
spiegeln und somit eine Einschatzung des pathogenen Potentials von P. acanthamoebae fur
die Saugerlunge ermoglichen. Weiterhin sollten die pathophysiologischen Grundlagen der
induzierten Atemwegserkrankung dahingehend charakterisiert werden, in welchem Schwere-
grad und zeitlichem Verlauf Lungenfunktionsstérungen auftreten. In diesem Zusammenhang
blieb auRerdem zu klaren, ob nur eine manifeste oder schon eine subklinische Erkrankung mit
pulmonalen Dysfunktionen einhergeht. In Anlehnung an vorausgegangene In-vitro-Versuche
sollten die gewonnenen Erkenntnisse speziesibergreifend, reproduzierbar dargestellt und die
Beteiligung bzw. der Einfluss des Erregers auf bekannte Krankheitsgeschehen — speziell im
bovinen Wirt — untersucht werden. DarlUber hinaus war zu eruieren, ob die funktionellen
Storungen nach Abklingen der klinischen Symptome reversibel sind oder ob eine
Parachlamydia-Infektion irreversible Organschaden nach sich zieht.

1.3 Parachlamydia acanthamoebae

1.3.1 Erstbeschreibung und taxonomische Einordnung

Die phylogenetisch gut isolierte Ordnung Chlamydiales bildet eine koharente Gruppe von
Familien hochspezialisierter, intrazelluldrer Bakterien, deren Pangenom mehr als 500
konservierte Gene umfasst. Die enge Verwandtschaft von Parachlamydiaceae und
Chlamydiacea wird durch eine 80 — 90 prozentige Homologie ihrer 16S rRNA Gensequenzen
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verdeutlicht, wohingegen das Gesamtgenom der Parachlamydiaceae ungefahr die dreifache
Lange im Vergleich zu dem der Chlamydiacea aufweist (Collingro et al., 2011).

Bereits 1989 wurde erstmals die uns heute unter dem Namen P. acanthamoebae bekannte
Spezies als intrazellulares, gramnegatives, kokkoides Bakterium im Zusammenhang mit
einem fiebrigen Krankheitsgeschehen unbekannter Genese beschrieben (Lewis et al., 1990).
Dieses konnten in Form von Einschlissen in freilebenden Amében der Art Acanthamoeba spp.
aus dem Wassertank eines Luftbefeuchters identifiziert werden. Im Zuge einer vergleichenden
Genomsequenzanalyse konnte eine Ahnlichkeit mit einem anderen, ebenfalls aus
Akanthamdben isolierten Endoparasiten nachgewiesen werden (Birtles et al., 1997). Dabei
handelte es sich um den heutigen P. acanthamoebae-Stamm Bn9, der erstmals als Endo-
zytobiont in Acanthamoeba spp. von der nasalen Mukosa gesunder Erwachsener isoliert
werden konnte (Amann et al., 1997). Auf Anregung von Everett et al. (1999) wurden innerhalb
der Ordnung Chlamydiales Gber die Familie Chlamydiaceae hinaus drei neue Familien der bis
dahin als CLO bezeichneten Organismen klassifiziert: Parachlamydiaceae, Simkaniaceae und
Waddliaceae. Zur Familie Parachlamydiaceae zahlen ferner die Gattungen Protochlamydia
und Neochlamydia. Aktuell sind 8 Familien der CLO beschrieben (Tabelle 1-A).
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Tabelle 1-A: Ubersicht iber die Familien und Spezies der potentiell pathogenen ,Chlamydia-like organisms' in
Bezug auf terrestrische und aquatische Wirte (modifiziert nach Taylor-Brown et al., 2015)

Familie Wirt Assoziierte Erkrankung
Spezies

Simkaniaceae

Simkania (S.) negevensis Mensch Atemwegserkrankung

S. venezia
S. spp.
Parachlamydiaceae

Parachlamydia acanthamoebae

Protochlamydia (Pr.)
naegleriophila, Pr. spp.
Neochlamydia sp.

Waddliaceae

Waddlia chondrophila
Rhabdochlamydiaceae
Rhabdochlamydia (R.)
crassificans

R. sp.

Renichlamydia lutjani

Cribchlamydiaceae
Cribchlamydia sequanensis
Estrella lausannensis
Clavichlamydiaceae
Clavichlamydia salmonicola
Piscichlamydiaceae
Piscichlamydia salmonis
Parilichlamydiaceae
Parilichlamydia carangidicola
Similichlamydia (Si.) laticola
Si. latridicola
Actinochlamydia clariae

div. Fischspezies
div. Reptilien

Mensch, Rind, Ziege,
Rotwild

Mensch

Katze
Seesaibling

Mensch, Rind
Kakerlake
Mensch
Blaugestreifter

Schnapper

Mensch

Lachs, Forelle

Lachs, Seesaibling

div. Fischspezies

Epitheliocystis
granulomatdse Entziindung

Atemwegserkrankung,
Plazentitis/Abort

Atemwegserkrankung

Konjunktivitis/Keratitis
Epitheliocystis

Plazentitis/Abort

Korperschwellung

Atemwegserkrankung

Epitheliocystis

Atemwegserkrankung

Epitheliocystis

Epitheliocystis

Epitheliocystis
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1.3.2 Morphologie und Lebenszyklus

Bei den Spezies der Parachlamydiaceae handelt es sich um gramlabile, obligat intrazellulare
Bakterien, die ihrem Entwicklungsstatus entsprechend in verschiedenen Formen vorliegen
kénnen. Die Zellwand entspricht weitestgehend der gramnegativer Bakterien, wobei das
parachlamydiale Genom die meisten Proteine zur Synthese von Lipopolysacchariden (LPS)
codiert. Da jedoch das Homolog fiir O-spezifische Polysaccharide fehlt, wird es als
,beschnittenes’ LPS bezeichnet (Horn et al., 2004). P. acanthamoebae durchlauft den
typischen Lebenszyklus der Chlamydiales. Dabei kénnen zwei morphologisch
unterschiedliche Entwicklungsstufen beobachtet werden. Die infektioése Form, das Elementar-
koérperchen (EB), wird von eukariontischen Zellen durch Endozytose aufgenommen und
verbleibt in zytoplasmatischen Einschlissen, den sog. Einschlusskorperchen. Als vakuo-
lisierter Endosymbiont in den Wirtszellen stellen die ca. 0,5 yum grof3en, grampositiven EB den
Uberwiegend vorkommenden Entwicklungszustand dar und bilden sich in den Einschluss-
korperchen zu metabolisch aktiven, diinnwandigen, gramnegativen Retikularkérperchen (RB)
von ca. 0,6 ym Durchmesser heran. Zur Vermehrung durchlaufen letztere mehrere Zyklen
binarer Teilung, was in einem exponentiellen Wachstum der intravakuolaren Parachlamydien
zu einer Mikrokolonie resultiert. AnschlieRend verwandeln sich die Parachlamydien wieder in
die metabolisch inaktiven, infektiosen EB und werden durch Lyse der Wirtszelle freigesetzt.
Der Durchlauf eines vollstandigen Zyklus nimmt in Abhangigkeit von der Wirtsspezies etwa 36
bis 96 Stunden in Anspruch. Die von Greub und Raoult (2002) beschriebenen kommaférmigen
Entwicklungsstadien (Crescent bodies) konnten schlussendlich auf den Einfluss unterschied-
licher Fixierungstechniken zurtckgefihrt werden (Collingro et al., 2005; Rusconi et al., 2013).

1.3.3 Virulenzfaktoren

Das fur Chlamydiaceae typische ,Major outer membrane protein® (MOMP) wird von
P. acanthamoebae nur sparlich oder gar nicht ausgebildet. Als vermeintliches Virulenzprodukt
wurde ein Typ-llI-Sekretionssystem (T3SS) fur P. acanthamoebae beschrieben, welches
denen der Chlamydiaceae sehr stark ahnelt (Collingro et al., 2011). Die temporar exprimierten
Komponenten des T3SS konnten wahrend der Replikation in einem ihrer natlrlichen Wirte,
A. castellanii, vollstandig charakterisiert werden (Croxatto et al., 2013). Hinsichtlich der
Expression von T3SS Effektorproteinen unterscheiden sich Parachlamydien deutlich sowohl
von anderen Familien der Chlamydiales als auch intrafamiliar. Nur insgesamt drei Einschluss-
membranproteine sind allen Chlamydiales gemeinsam. Dieser Unterschied beruht vermutlich
auf den verschiedenen Wirtszelltypen und spiegelt sich in der differenten Pathogenitat wider
(Collingro et al., 2011). Der ,Chlamydia protease-like activity factor' (CPAF) ist zudem den
meisten Chlamydiales gemeinsam und stellt einen Hauptvirulenzfaktor der Chlamydiaceae
dar. Dementsprechend besitzt auch das Parachlamydia-Genom ein CPAF Homolog, welches
zur Intervention mit der Wirts-MHC Expression, Apoptose- sowie proinflammatorische Signal-
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kaskade exprimiert wird. Des Weiteren kommt dem CPAF eine Rolle bei der Formation der
intrazelluldren Vakuole zu (Taylor-Brown et al.,, 2015). Darlber hinaus konnte flr
P. acanthamoebae Katalase, ein wichtiger Faktor zum Uberleben in Makrophagen und
anderen phagozytotisch aktiven Zellen, sowohl genomisch (katA) als auch enzymatisch als
aktive KatA der Klade 3 nachgewiesen werden (Rusconi & Greub, 2013). Hierbei stellte sich
jedoch die enzymatische Aktivitat der parachlamydialen KatA, verglichen mit der anderer CLO-
Katalasen, als weniger ausgepragt dar.

1.3.4 Wirtsspezifitat

Zur Selektivitat bzw. Adaptivitat von P. acanthamoebae gegeniber Wirtsorganismen ist bisher
nicht viel bekannt. Vom eukariotischen Einzeller bis zum hochspezialisierten Wirbeltier scheint
sich eine Vielzahl von Organismen mit diesem Bakterium auseinanderzusetzen (Tabelle 1-A).
Der jeweilige Nachweis von P. acanthamoebae erfolgte dabei genomspezifisch durch
quantitative real-time PCR (gPCR). Weiterhin gelang in Zusammenhang mit Abortgeschehen
mehrfach ein immunhistologischer (IHC) Nachweis in boviner Plazenta (Blumer et al., 2011;
Borel et al., 2007). Hinzu kommt, dass Untersuchungen angestellt wurden, die darauf
schlielden lassen, dass P. acanthamoebae wohimoglich als Aborterreger bei Rind (Barkallah
et al., 2014; Ruhl et al., 2009), Schaf und Ziege (Ruhl et al., 2008) sowie Mensch (Baud &
Greub, 2011) in Frage kommt. Einzig in Acanthamoeba spp. konnte bisher ein natirliches
Parasitieren von P. acanthamoebae durch isolierende Co-Kultivierung belegt werden. Durch
weitere Untersuchungen zur Co-Kultivierung in verschiedenen Acanthamoeba spp. liel sich
keine Speziesspezifitat fir den Stamm ,Hall’'s coccus’ nachweisen (Coulon et al., 2012).

1.3.5 Infektionsquellen und Ubertragungswege

Acanthamoeba spp., die P. acanthamoebae als naturlicher Wirt dienen und denen somit eine
Rolle als vitaler Vektor bei der Ubertragung zugesprochen werden kann, bieten dem obligat
intrazellularen Erreger die Mdglichkeit zur Persistenz und Replikation (Horn, 2008). Selbst
kommen sie ubiquitar und vor allem wasserassoziiert vor. Sie stellen ein Reservoir mit weiter
und standiger Verbreitung dar. Kultivierungsversuche von P. acanthamoebae in anderen
Amadbenarten und diversen Saugerzelllinien verliefen bisher nicht erfolgreich (Hayashi et al.,
2010). Im Gegensatz dazu konnte in weiteren Untersuchungen jedoch die Besiedelung von
sowie die Replikation in Pneumozyten, Lungenfibroblasten und Makrophagen durch
P. acanthamoebae gezeigt werden (Casson et al., 2006; Greub et al., 2003d). Eine genaue
Ursache fir diesen Widerspruch konnte bisher nicht ermittelt werden, wird aber in den
unterschiedlichen Kultivierungsprotokollen vermutet.

Untersuchungen zur Pravalenz Acanthaoeba-spezifischem Immunglobulin G bei gesunden
Menschen ergaben Werte von 3,2 bis 100% (Chappell et al., 2001) bzw. von Uber 85% fur
sekretorisches Immunglobulin A (Brindley et al., 2009). Neben der weitreichenden natirlichen
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Verbreitung sprechen die hohen Serokonversionraten flir eine intensive Interaktion zwischen
Mensch und Akanthamében. Wenn man davon ausgeht, dass in ca. 5% aller
Acanthamoba spp. gramnegative, kokkoide Endozytobionten vorkommen (Fritsche et al.,
2000), ist jederzeit mit einer naturlichen Exposition gegentiber P. acanthamoebae zu rechnen.
Darlber hinaus konnten bereits mit P. acanthamoebae infizierte Acanthamoeba spp. von
nasaler Mukosa gesunder Probanden isoliert werden (Amann et al., 1997), und am Beispiel
des Stamms ,Hall's Coccus' konnte die zur Krankheit fihrende Kausalkette geschlossen
werden (Birtles et al., 1997).

Des Weiteren wurden auftretende Rinderaborte mit dem Nachweis von Parachlamydiaceae
im Trinkwasser bzw. mit Kontamination der Tranken der betroffenen Tiere in Zusammenhang
gebracht (Wheelhouse et al., 2011). Am Beispiel von Legionella pneumophila konnte schon
vorher gezeigt werden, dass sich pathogene Bakterien als Endoparasiten in wasseras-
soziierten Amoben vermehren und sich diese als Vektor zunutze machen (Rowbotham, 1980).
Greub et al. (2003c) beobachteten eine Temperaturabhangigkeit der Persistenz und
Replikation von P. acanthamoebae in Acanthamoeba spp. Der zytopathische Effekt erwies
sich bei Temperaturen zwischen 32°C und 37°C am groften. Folglich wurde vermutet, dass
der Kontakt mit kérperwarmer, respiratorischer Mukosa eine Freisetzung von EB provoziert.
Genauer wurde durch die Autoren postuliert, dass — entsprechend des steigenden
Temperaturgradienten mit zunehmender Atemwegstiefe — in den oberen Atemwegen optimale
Bedingungen fir eine pararchlamydiale Persistenz, in den tiefen Atemwegen hingegen flr eine
Iytische Externalisation des Erregers herrschen sollen.

Als weiterer Vektor werden aul3erdem seit kurzem Zecken ins Spiel gebracht. Eine Pravalenz-
studie bei der Spezies Ixodes ricinus ergab eine geschatzte Chlamydiales-spezifische
Pravalenz von 0,89%, wovon ein Drittel den Parachlamydiaceae zugeschrieben werden
konnten (Pilloux et al., 2015a).

P. acanthamoebae zeigt im Vergleich zu C. trachomatis und anderen CLO neben der Mdglich-
keit zur temporaren Persistenz in Abwesenheit eines Wirts eine erhdohte Tenazitat in Form von
moderater Erhitzung (55°C Uber 10 min) und der Resistenz gegenuber Exposition von 7,5%
Wasserstoffperoxidldsung (Coulon et al., 2012). Dartiber hinaus wurde in groRem Umfang das
Vorkommen von CLO in Trinkwasser dokumentiert, was eine Toleranz gegentber niedrigen
Biozidkonzentrationen, wie sie zur Trinkwasseraufbereitung genutzt werden, vermuten lasst
(Thomas et al., 2010).

1.3.6 Klinische Manifestation einer Atemwegsinfektion mit
P. acanthamoebae

Die mdglichen, klinischen Symptome einer respiratorischen P. acanthamoebae-Infektion beim
Menschen sind vielfaltig und spiegeln sich in den potentiellen Erscheinungsformen als
Bronchitis, Bronchiolitis, atypische Pneumonie oder Aspirationspneumonie mit typisch
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klinischen Bildern, die denen respiratorischer Chlamydia spp.-Infektionen ahneln, wider
(Greub, 2009). Haufiger aber kommt es vermutlich zu subklinischen Erkrankungen, mit
dennoch funktionell relevanten Folgen. Im Fall der Enzootischen Bronchopneumonie (EBP)
der Kalber treten nicht selten Mischinfektionen der typischen EBP-Erreger mit anderen
Chlamydia spp. in ein und demselben Tier auf (Kaske et al., 2012). Aufgrund fehlender Daten
aus Tiermodellen oder klinischen Fallstudien war es von Bedeutung, die klinischen Symptome
einer Parachlamydia-Monoinfektion in einem biologisch relevanten Modell zu untersuchen.

1.3.7 Diagnostik

1.3.7.1 Direkter Erregernachweis

Quantitative Echtzeit-PCR
Zum qualitativen Nachweis und zur Quantifizierung parachlamydialer DNA mittels

Nukleinsduren-Amplifikation und Detektion kommt eine P. acanthamoebae-spezifische qPCR
zum Einsatz, wobei die Zielgene fiir das Transmembranprotein nicht-mitochondriale Adenosin-
triphosphat/Adenosindiphosphat-Translokase (Greub et al., 2003a) oder die 16S rRNA
codieren (Casson et al., 2008b). Darlber hinaus steht eine Chlamydiales-spezifische (pan-
Chlamydiales) qPCR zum Nachweis der 16S rDNA Sequenz zur Verfigung, um in Proben-
material Chlamydiaceae sowie gleichzeitig das breite Spektrum an CLO zu erfassen (Lienard
et al., 2011).

Co-Kultivierung

Abgesehen von der anspruchsvollen Natur des Erregers wird fur eine Anzucht die Moglichkeit
und Kompetenz zur amdbialen Co-Kultivierung und Anreicherung vorausgesetzt. Zur
Isolierung von P. acanthamoebae aus Probenmaterial wird dieses als Homogenisat in einer
A. castellanii Kultur inokuliert und die einsetzende Parachlamydia-Replikation induziert deren
Lyse (Jacquier et al., 2013). Bisher ist es nicht gelungen, P. acanthamoebae in Saugetier-
zelllinien anzuziichten.

Immunhistologie

In Gewebeproben kann die Prasenz von P. acanthamoebae immunohistochemisch mit Hilfe
von polyklonalen, polyspezifischen anti-Parachlamydia-AntikGrpern, gewonnen aus gegen
aufbereitete EBs immunisierte Kaninchen, belegt werden (Casson et al., 2008a).

1.3.7.2 Indirekter Erregernachweis

Der serologische Antikorpernachweis durch Immunfluoreszenz basiert auf hitzeinaktivierten
P. acanthamoebae in Form purifizierter EBs als Antigen und einem Fluoreszin-gekoppelten
Anti-lmmunoglobulin-Sekundarantikorper entsprechend der immunisierten Spezies. Kreuz-
reaktionen treten dabei gelegentlich auf und wurden vor allem unter nah verwandten Spezies
(z. B. innerhalb der Parachlamydiaceae) aber auch vereinzelt interfamiliar beobachtet (Casson
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et al., 2007). Untersuchungen zur Spezifitdt und Sensitivitdt der serologischen Nachweis-
methoden liegen bisher noch nicht vor.

1.3.8 Therapiemoglichkeiten

P. acanthamoebae zeigt sich in vitro gegentber Makroliden, Tetracyclinen und Rifampicin
sensibel, gegenuber 3-Lactamen und Chinolonen jedoch resistent (Maurin et al., 2002; Vouga
et al., 2015). Als Resistenzmechanismus gegen Chinolone konnten zwei Substitutionen auf
der ,Quinolones Resistance-Determining Region’ des DNA Gyrase A-Gens identifiziert werden
(Casson & Greub, 2006). Bisher fehlen Ergebnisse aus Tiermodellen. Klinischen Fallstudien
lassen ebenfalls nur eine Orientierung an den beschriebenen In-vitro-Daten zu und machen
somit eine gezielte Therapie gegen P. acanthamoebae von dessen Nachweis abhangig. Als
antimikrobielle Chemotherapeutika der genannten Gruppen waren Azithromyzcin,
Clarithromycin oder Doxycyclin denkbar. Eine Nutzung von Rifampicin wird nur in Kombination
empfohlen, da eine Resistenzentwicklung unter Monotherapie, wie bei Chlamydia spp.
vermutet wird (Vouga et al., 2015).

1.4 GrofRtiermodell Kalb

1.4.1 Anatomische und funktionelle Besonderheiten der Rinderlunge

Die Hauptaufgabe der Lunge besteht darin den Transport und Austausch der Atemgase
zwischen Organismus und Umgebungsluft zu gewahrleisten, mit dem Ziel vendses Blut zu
arterialisieren. Da die geringste Anzahl der Zellen in direktem Kontakt mit der Aulienwelt
stehen, bedarf es der Notwendigkeit von Transportsystemen zwischen der zellularen Ebene
und der Umgebung. Im Fall der aufleren Atmung sind dies das respiratorische System und
das Kreislaufsystem. Um eine ausreichende Versorgung des Gesamtorganismus mit
Sauerstoff sicherzustellen bedarf es folglich eines komplexen Zusammenspiels der beiden
Transportsysteme.

Zu dem respiratorischen System zahlen unter anatomischen Gesichtspunkten die luftleitenden
Atemwege, das Lungenparenchym, der kndcherne Thorax und die Atmungsmuskulatur. Die
oberen (extrathorakalen) Atemwege bestehen aus den Nasendéffnungen, den Nasenhéhlen,
dem Pharynx, dem Larynx und der Trachea. Deren Aufgabe ist hauptsachlich die Zu- und
Abfuhrung der Atemluft zum bzw. vom Ort des Gasaustausches, worin sie funktionell durch
die Kontraktion des Zwerchfells und der Atmungsmuskulatur unterstitzt werden. Die tiefen
Atemwege setzen sich aus dem luftleitenden Bronchialsystem (Hauptbronchien, Segment-
bronchien und Bronchioli) sowie dem gasaustauschenden Alveolarsystem zusammen und
befinden sich intrathorakal (Waibl, 2004). Zum Zeitpunkt der Geburt sind die vorhandenen
Alveolen bei Kalbern funktionell vollstandig ausgebildet. In den ersten 30 Lebenstagen findet
die Differenzierung des Bronchialepithels statt, woran sich das eigentliche Lungenwachstum
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anschliefdt (Reinhold, 1997). Dabei nehmen mit zunehmendem Alter die Anzahl der Alveolen
sowie der Durchmesser der Bronchien, und damit die Gesamtoberflache sowie das Lungen-
volumen kontinuierlich zu. Gleichzeitig vermindert sich der prozentuale Anteil der terminalen
Bronchien (Castleman & Lay, 1990). Die vollstandig ausgepragte physiologische Lungenreife
erlangen Rinder im Alter von ca. einem Jahr (Lekeux et al., 1984) bzw. mit dem Erreichen
eines Korpergewichts von ca. 300 kg (Gustin et al., 1988).

Sowohl anatomisch als auch funktionell unterscheidet sich der bovine Atmungsapparat von
denen anderer Tierarten. Vergleichend ist besonders hervorzuheben, dass die Rinderlunge
durch eine ausgepragte Lobulierung gekennzeichnet ist. Jedes durch bindegewebige Septen
abgegrenzte Lungensegment wird Uber einen Segmentbronchus bellftet und weist ein
funktionell zugehdriges Gefallsystem auf. Die dadurch gebildeten Parenchymbezirke der
Rinderlunge stellen im weitesten Sinne separate, bronchovaskulare Einheiten dar, die sich
deutlich voneinander abgrenzen. Dartber hinaus fehlen dem Rind jegliche akzessorischen
Atemwege und somit die Méglichkeit einer kollateralen Ventilation (McLaughlin et al., 1961).
Eine weitere Besonderheit der Rinderlunge im Vergleich zu anderen Tierarten stellt die geringe
Kapillardichte je Alveoleneinheit dar, die sich neben der Flussgeschwindigkeit des Blutes und
dem pulmonalen GefaRdruck direkt auf die Perfusion auswirkt. Demzufolge geht dieser
Umstand unweigerlich mit einer geringen Gasaustauschkapazitdt pro Alveolenober-
flacheneinheit einher. Darlber hinaus ermoglicht beim Rind ein hoher Gehalt glatter
Muskelzellen in der Media der Pulmonalarteriolen deren verstarkte Vasokonstriktion im Sinne
der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion. Hierbei sorgt die Erhéhung des lokalen
Stromungswiderstands in den Pulmonalarterien aufgrund alveolarer Hypoxie, bedingt durch
regionale Hypoventilation, fir eine Umverteilung des zu arterialisierenden Blutes zugunsten
besser ventilierter Lungensegmente (Reinhold & Hoéchel, 2005; Robinson, 2012). Dieser
Mechanismus ist somit von Ubergeordneter Bedeutung firr die Regulation des Ventilation-
Perfusions-Verhaltnisses bei Rindern, da diese nicht Gber die Mdglichkeit einer kollateralen
Ventilation verfiigen. Jedoch birgt sie gleichzeitig die Gefahr der Induktion einer pulmonalen
Hypertonie.

Die Luft-Blut-Schranke bildet die Barriere zwischen Alveolarraum und kapillarem Blut. lhre
geringe Schichtdicke (ca. 1-2 ym) bedingt eine kurze Diffusionsstrecke fir die Atemgase,
wodurch deren optimaler Transport zwischen dem Alveolargasgemisch (respiratorisches
System) und Blut (Herzkreislaufsystem) sichergestellt wird.

1.4.2 Atemwegserkrankungen beim Kalb

1.4.2.1 Vorkommen und Bedeutung

Neben den intestinalen Infektionskrankheiten sind die Atemwegserkrankungen bei Kalbern
sowohl tiergesundheitlich als auch agrarékonomisch von herausragender Bedeutung. Die
bedeutendste Rolle bei Kalbern im Alter zwischen zwei bis vier Wochen fallt hierbei der
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Enzootischen Bronchopneumonie (EBP) zu, welche zwar weltweit, aber dabei in unterschied-
licher Inzidenz bzw. Auspragung auftritt. Entscheidend fiir das Vorkommen dieser klassischen
Faktorenerkrankung sind, neben den Umweltbedingungen, der Infektionsdruck, die Virulenz
und Tenazitat der Erreger sowie der immunologische und genetische Status des Kalbes
(Grissett et al., 2015). Abgesehen von den direkten Tierverlusten spiegeln mangelhafte
Entwicklung und dadurch verminderte Tageszunahmen chronisch kranker Kalber, Tierarzt-
kosten sowie erhdhter personeller und zeitlicher Aufwand die 6konomische Relevanz dieser
Erkrankung wider. Dariber hinaus werden die aus Atemwegserkrankungen resultierenden
Lungenfunktionsstérungen und ihr negativer Einfluss auf die spatere Leistung von Tieren
allgemein unterschatzt (Kaske et al., 2012). Dementsprechend konnte ein direkter Zusam-
menhang zwischen einem erhéhten Risiko fir den vorzeitigen Abgang von Milchkihen aus
der Herde sowie einer reduzierten Milchleistung in der ersten Laktation mit einer friheren,
respiratorischen Erkrankung derselben Tiere im Alter von bis zu 120 Tagen nachgewiesen
werden (Schaffer et al., 2016). Ebenso korrelierte die Prasenz von pathologischem Lungen-
gewebe bzw. pleuralen Adhasionen bei Masttieren signifikant mit verminderten Tageszu-
nahmen (Thompson et al., 2006).

1.4.2.2 Erreger

Das Krankheitsgeschehen der EBP beginnt in der Regel mit einer viralen Primarinfektion, die
bei apparenter Auspragung durch milde klinische Symptome bestimmt wird und in Folge einer
Immunsuppression den Organismus fir bakterielle Sekundarerreger empfanglich macht. Als
virale Erreger kommen daflir das Bovine Herpesvirus Typ 1, das Parainfluenza 3-Virus, das
Bovine Virusdiahrroe-Virus sowie das Bovine Respiratorisches Syncytialvirus in Betracht
(Grissett et al., 2015). Unter dem Einfluss der anderen o. g., pradisponierenden Faktoren
kénnen auch sich daraus ergebende Stresssituationen die bakterielle Vermehrung beglins-
tigen und durch Monoinfektion zu pneumonischen Zustanden filhren. Bei den typischen
bakteriellen Erregern handelt es sich um die gramnegativen Keime Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni. Hinzu kommen die sog. atypischen Bakterien, zu
denen aktuell Mycoplasma spp. und Chlamydia spp. zahlen (Angen et al., 2009; Kaske et al.,
2012). Vor allem Mycoplasma bovis ist primar pneumopathogen und kann zu akut verlaufen-
den Atemwegsinfektionen flhren. Allerdings tritt der GroRteil der Mycoplasma bovis-
Infektionen mit den typischen Pathogenen vergesellschaftet auf und ist durch die Tendenz zu
einem chronischen, multimorbiden Krankheitsgehen charakterisiert. In diesem Zusammen-
hang wird darauf hingewiesen, dass den Mykoplasmen im Rahmen der EBP eine steigende
Bedeutung beigemessen werden sollte (Caswell & Archambault, 2007).

Die mdglichen chlamydialen Erreger respiratorischer Infektionen beim Kalb umfassen
Chlamydia (C.) pecorum, C. abortus und C. psittaci. Diese kdnnen ebenfalls zu akuten Atem-
wegserkrankungen mit sowohl respiratorischer als auch systemischer Manifestation flihren
(Twomey et al., 2006). Daruber hinaus spielen vor allem chronisch-rekurrierende, subklinische
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Chlamydia-Infektionen eine Rolle, wobei nicht selten Mischinfektionen mit mehreren
Chlamydia spp. in ein und demselben Tier auftreten. Durch das Zusammenspiel mit unglns-
tigen Umwelt- bzw. Haltungsfaktoren wird die Symptomatik verstarkt und die funktionellen
Folgen beeintrachtigen die Entwicklung der infizierten Kalber nachhaltig (Reinhold et al.,
2011). So konnte gezeigt werden, dass Kalber nach Feldinfektion mit C. pecorum und/oder
C. abortus, trotz Ausbleiben eindeutiger, klinischer Symptome tber einen Zeitraum von sechs
Monaten, neben einer konstant subfebril erhéhten Kérpertemperatur signifikant geringere
Zunahmen an Koérpermasse (BW) im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren zu verzeichnen
hatten (Reinhold et al., 2008).

1.4.2.3 Klinische Symptome und Diagnostik

Der Krankheitsverlauf der EBP beginnt in der Regel unspezifisch. Erste Symptome stellen sich
oft als mit Abgeschlagenheit einhergehende, reduzierte Trankeaufnahme und Fieber
(> 40,0°C) dar. Es folgen respiratorische Symptome ausgehend von den oberen Atemwegen,
die durch Augen- und Nasenausfluss, vergrofRerte Unterkieferlymphknoten sowie Husten
gekennzeichnet sind. Die Atmungsfrequenz von > 30 Atemzigen pro Minute und eine deutlich
wahrnehmbare Atmungsintensitat sind weitere, eindeutige Symptome. Der Atmungstyp zeigt
sich vermehrt abdominal, wobei auskultatorisch verscharfte, inspiratorische Atemgerausche
vor allem im Bereich der Spitzenlappen nachweisbar sind. Beim chronischen Krankheits-
verlauf, aufgrund inkonsequenter oder ausbleibender Behandlung, kommt es neben Apathie
und haufigem Husten zu exspiratorischer Dyspnoe, welche teilweise als Stridor wahrnehmbar
ist.

Zum direkten Erregernachweis bzw. dessen Isolierung eignen sich sowohl Zellabstriche der
nasalen Mukosa als auch Trachealtupfer oder Trachealspllproben von frisch erkrankten
Tieren — mdglichst vor Beginn einer antimikrobiellen Therapie.

Neben der Moglichkeit zur labordiagnostischen Blutuntersuchung hinsichtlich entzindungs-
spezifischer Verschiebungen in den einzelnen Leukozytenfraktionen sind hamoxymetrische
Parameter fir die Beurteilung der Sauerstoffversorgung des Blutes von Bedeutung. Dariber
hinaus kénnen Akute-Phase-Proteine (APP) als diagnostische Biomarker im Blut oder —
lungenspezifisch — in bronchalveolarer Lavageflissigkeit (BALF) herangezogen werden. Das
Lipopolysaccharid-bindende Protien (LBP) erwies sich in mehreren Untersuchungen als
schnell ansprechender Parameter nach respiratorischer Infektion mit gramnegativen Bakterien
(Schroedl et al., 2001).

1.4.3 Charakterisierung der Lungenfunktion beim Kalb

Die Effizienz der Lungenfunktion und des damit einhergehenden, adaquaten Gasaustauschs
von Sauerstoff (O2) und Kohlenstoffdioxid (CO.) zwischen der Umgebungsluft und dem Blut
wird vom Verhaltnis ihrer drei funktionellen Komponenten (Ventilation, Diffusion und Perfusion)
zueinander bzw. derer regionalen Verteilung (Distribution) bestimmt. Des Weiteren spielen
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eine entsprechende Transportkapazitat des Blutes flir die Atemgase sowie eine dem O»-
Bedarf des Gesamtorganismus gerechte Anpassung von Ventilation und Perfusion durch die
Atmungsregulation eine entscheidende Rolle beim Gasaustausch (Robinson, 2012). Die
zentrale Steuerung des Atmungsvorgangs unterliegt der Anpassung an die wechselnden
Bedirfnisse des Stoffwechsels. Zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung der
einzelnen funktionellen Komponenten des Atmungsvorgangs stehen verschiedene Mess-
methoden zur Verfligung (Tabelle 1-B).

1.4.3.1 Blutgasanalyse

Die Analyse der arteriellen Atemgaspartialdriicke stellt ein wichtiges Hilfsmittel zur Ein-
schatzung einer pulmonalen Dysfunktion dar und gilt in der Human- wie auch in der Veterinar-
medizin als der ,Goldstandard’ zur Erkennung respiratorischer Insuffizienzen. Durch
Stérungen der Teilfunktionen der dufleren Atmung kdnnen pathologische Veranderungen der
Blutgasparameter hervorgerufen werden. Eine respiratorische Partialinsuffizienz ist durch
einen verminderten arteriellen Sauerstoffpartialdruck (p.O2) (Hypoxamie) bei unverandertem
arteriellen Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCO2) (Normokapnie) gekennzeichnet. Der Organ-
ismus befindet sich im Zustand einer Globalinsuffizienz, wenn neben einer Hypoxamie
gleichzeitig ein erhdhter p.CO. (Hyperkapnie) vorliegt (Reinhold & Fddisch, 1993; Scholz et
al., 1987). Um zwischen respiratorischen und metabolischen Stérungen differenzieren zu
kénnen, werden u. a. pH-Wert, p.CO,, Bicarbonatkonzentration, Base Excess sowie die
Stewart-Variablen zur Beurteilung herangezogen. Der p,O- ist der empfindlichste Parameter
zur Einschatzung des Schweregrads einer vorliegenden Ventilationsstérung. In diesem Fall
verringert sich der alveoldre O.-Partialdruck (paO2) durch die Atemwegsobstruktion
oder -restriktion und mit ihm der psO.. Die alveoloarterielle Sauerstoffdruckdifferenz (a.DO>)
ist hingegen geeignet um Diffusions- bzw. Perfusionsstérungen zu diagnostizieren. Denn trotz
gleichbleibendem paO2 kann bei diesen Zustdnden nicht genligend O, Uber die Luft-
Blutschranke diffundieren bzw. wird zu wenig vendses Blut zur O2-Bindung zur Verfugung
gestellt. Der p.O2 sinkt ab und der aaDO2 nimmt zu. Der p.CO- bleibt hingegen unverandert.
Da das CO. aufgrund seiner besseren Diffusionseigenschaft nicht im Blut akkumuliert, kann
es — aulder bei Ventilationsstérungen — ungehindert abgeatmet werden.

Die physiologischen Werte der arteriellen Atemgaspartialdriicke von gesunden Holstein-
Friesian-Kalbern im Alter von 2 bis 6 Wochen wurden bisher in mehreren Studien evaluiert.
Die Angaben der Mittelwerte des p.O. variieren zwischen 11,0 und 12,8 kPa und die des
paCO-, zwischen 5,4 und 6,6 kPa. Die mittlere, arterielle Sauerstoffsattigung wird im Bereich
94,1 — 97,4% angegeben. (Elmer, 1999; Hbchel, 2004; Reinhold & Fodisch, 1993; Schéfer et
al., 1992; Uhlig & Gorzny, 1993).
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1.4.3.2 Differenzierende Lungenfunktionsdiagnostik

Die Beliftung der Alveolarbereiche wird mafRgeblich durch das Atmungsmuster und die
Atmungsmechanik bestimmt. Die erfassbaren Ventilationsgrofien und Atmungswiderstande
ermoglichen sowohl die Darstellung von physiologischen Anpassungsvorgangen, wie sie z. B.
unter physischer Belastung auftreten, als auch die Charakterisierung von pathophysio-
logischen Zustdnden im Verlauf respiratorischer Erkrankungen. Das Atmungsmuster ist
gekennzeichnet durch Atmungsfrequenz (AF), Atemzugvolumen (Vi) und dem daraus
errechneten Minutenvolumen (Vmin). Das Verhaltnis zwischen Vmin und dem Oo-Verbrauch
(V’'0,) des Organismus ist ein Mal} fur die Effektivitat der Ventilation (V’spec). Es gibt an, wie viel
Volumen an Umgebungsluft ventiliert werden muss, um einen ml O, im Kdrpergewebe zu
verbrauchen. Die alveolare Ventilation (V’a) wird durch das Verhaltnis zwischen Totraum-
volumen (Vg) und V: bestimmt.

Die Analyse der Atmungsmechanik befasst sich mit der physikalisch-mathematischen
Beschreibung der periodischen Atemgasstromung und den zu Uberwindenden Widerstanden.
Der mittels Impuls-Oszilloresistometrie ermittelbare Gesamtatmungswiderstand (respirator-
ische Impedanz) setzt sich aus einem resistiven Anteil (respiratorische Resistance, Ris) und
einem kapazitiven Anteil (respiratorische Reactance, X.s) zusammen. Wahrend der Inhalation
wird der Einstrom der sauerstoffreichen Luft durch die Tatigkeit der inspiratorischen Atmungs-
muskulatur, der Dehnbarkeit des Lungengewebes und der Brustwand (Compliance) sowie
durch den Strémungswiderstand der Atemwege (R:s) bestimmt. Dartber hinaus hat die Trag-
heit der Luftsdule innerhalb der Atemwege und des Lungengewebes selbst (Inertance) einen,
wenn auch — unter Ruheatmung — vernachlassigbar kleinen Einfluss auf die Xs. Die Exspira-
tion wird, nach Relaxation des Diaphragmas, maf3geblich durch die elastischen Retraktion-
skrafte (Elastance) des Lungengewebes realisiert und kann dabei zusatzlich, aktiv durch die
exspiratorische Atmungs- bzw. die Atemhilfsmuskulatur unterstitzt werden. Auch hierbei stellt
sich die Rs dem Atemgasvolumenstrom entgegen.

Zur differenzierten Analyse der Ursachen, die zu einer Dysfunktion der duf3eren Atmung
fuhren, kommen verschiedene Verfahren (Tabelle 1-B) zum Einsatz. Dadurch wird es
ermoglicht jeweils eine bestimmte, funktionelle Komponente dieses komplexen Vorgangs

genauer charakterisieren zu kénnen.
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Tabelle 1-B: Auswahl validierter Methoden zur Quantifizierung von VentilationsgrofRen und Atmungswiderstanden
beim Kalb unter Spontanatmung (modifiziert nach Ostermann, 2013)

Methode Parameter Lungenfunktion Referenz

Blutgasanalyse PaO2, paCO- Gasaustausch Donawick & Baue (1968),
Uhlig & Gorzny (1993),
Nagy et al. (2002)

Spirometrie AF, Vi, Vinin Atmungsmuster Bureau et al. (2001)

Capnographie ETCO2, Vg, Ventilation Reinhold et al. (2007),
V’co, Reissig (2008)

Rebreathing He/CO- Vo, Ventilation Kneucker (2009)

Diffusion

Impuls- Rrs, Xrs Atmungsmechanik  Reinhold et al. (1998a),

Oszilloresistometrie Reinhold et al. (1998b),

Smith et al. (2005)

paO2: arterieller Sauerstoffpartialdruck, paCO2: arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck, AF: Atmungsfrequenz,
Vi: Atemzugvolumen, Vmin: Minutenvolumen, ETCO2: endtidale Kohlenstoffdioxidkonzentration, Va: Totraum-
volumen, V'CO,: Kohlenstoffdioxidabgabe, He: Helium, CO: Kohlenstoffmonoxid, V’'o.. Sauerstoffverbrauch,
Rrs: respiratorische Resistance, Xs: respiratorische Reactance

1.4.4 Einfluss von Atemwegserkrankungen auf die Lungenfunktion beim
Kalb

Der, durch die Segmentanatomie der Rinderlunge bedingte, hohe Anteil an Bindegewebe in
der Lunge, wirkt sich nachteilig auf die zu leistende Atemarbeit aus. Darliber hinaus muss
bereits unter physiologischen Bedingungen die reduzierte Gasaustauschkapazitat pro Einheit
Alveolenoberflache durch eine héhere Ventilationsleistung kompensiert werden. Besonders
obstruktive Atemwegserkrankungen zeigen demnach negative Auswirkungen, da das
gesamte, der Obstruktion eines Segmentbronchus nachgeordnete Lungenparenchym, nicht
mehr ausreichend belliftet werden kann. Zudem tragt die fehlende kollaterale Ventilations-
moglichkeit entscheidend dazu bei, dass die nachfolgenden Alveolarbereiche vom Gasaus-
tausch ausgeschlossen werden. Die dadurch fehlende Kompensationsmdéglichkeit beim
Auftreten von Ventilationsstérungen, bedingt durch respiratorische Erkrankungen, erklart das
gehaufte Vorkommen von Atelektasen in der Lunge des Rindes. Abgesehen davon kann die
krankheitsbedingte Veranderung einer jeden lungenfunktionellen Komponente mehr oder
weniger den Austausch der Atemgase beeintrachtigen. Demnach manifestieren sich
Stérungen von Ventilation, Perfusion, Diffusion oder Distribution in jedem Fall als eine Vermin-
derung des p.O.. Bei auftretenden Ventilationsstérungen oder ventilatorischen Verteilungs-
stérungen kommt es dartber hinaus zu einer verminderten CO2-Abatmung, was eine Hyper-
kapnie und konsekutiv eine respiratorische Azidose zur Folge hat (Reinhold, 1997). Die dafur
in Frage kommenden Ursachen kénnen vielfaltig sein und sind in Tabelle 1-C zusammen-
gefasst.
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Bisher wurden umfassende Versuche zur Erprobung bzw. Validierung der verschiedenen
Verfahren zur Charakterisierung der Lungenfunktion an respiratorisch gesunden und an
sowohl experimentell infizierten als auch spontan erkrankten Kalbern durchgefihrt (Tabelle 1—
B). Unabhangig von Alter, Erreger und Infektionsweg konnten die respiratorischen Erkran-
kungen dabei mehr oder weniger sensitiv analysiert und entsprechend der Untersuchungs-
methode differenziert werden.

Die das Atmungsmuster charakterisierenden, ventilatorischen Parameter zeigen bei Kalbern
nach respiratorischer Infektion (unabhangig vom Pathogen und der Infektionsquelle) typische
kompensatorische Veranderungen. In Folge pathologischer Veranderungen restriktiver oder
obstruktiver Art sind AF, V'nin, Flow (V') und V’spec €rhdht, wohingegen sich Vi und V'a ver-
mindern (Jager, 2006; Kneucker, 2009; Ostermann et al., 2014; Reissig, 2008; van Bommel,
2000).

Die Impuls-Oszilloresistometrie ermdglicht sowohl die Darstellung der physiologischen bzw.
altersabhangigen Entwicklungen der Lungenfunktion als auch die Evaluierung des Einflusses
pathologischer Prozesse. Die Funktionszustande des respiratorischen Systems werden dabei
so sensibel erfasst, dass sich Dysfunktionen bereits bei subklinisch ausgepragter Symptomatik
detektieren lassen. Krankhafte Veranderungen im Bereich des Atmungstraktes gehen mit
charakteristischen impuls-oszillometrischen Befunden einher. Krankheitsbedingte Veren-
gungen der oberen Atemwege bedingen einen signifikanten Anstieg der R im hoheren
Frequenzspektrum (>5 Hz). Eine signifikant verminderte X.s sowie eine negative Frequenz-
abhangigkeit von Rrs deuten auf eine Stérung des peripheren respiratorischen Systems hin.
Ebenso konnten signifikante Beziehungen zwischen impuls-oszillometrischen Daten und
arteriellen Blutgaswerten bei klinisch lungenkranken Kalbern nachgewiesen werden (Strie et
al., 1997).

Die Analyse der Atmungsmechanik von an einer respiratorischen Chlamydia spp.-Infektion
erkrankten Kalbern mit subklinischer Auspragung zeigte eine signifikante Erhdhung der
exspiratorischen R;s im Niederfrequenzbereich (<5 Hz) verglichen mit gesunden Kontrolltieren.
Mit zunehmendem Alter stellte sich die vorliegende Obstruktion der peripheren Atemwege
derselben Tiere sogar schwerwiegender dar. Zur Aufrechterhaltung einer adaquaten
Ventilation erfolgte die Kompensation durch eine intensivierte Atemarbeit (AF und V/BW 1;
Jaeger et al., 2007). Eine ausgepragte klinische Erkrankung von Kélbern nach experimenteller
C. psittacii-Infektion wurde sowohl von obstruktiven als auch restriktiven Atemwegs-
veranderungen begleitet. Zudem wurde hierbei eine Verringerung, der am Gasaustausch
beteiligten Lungenabschnitte und eine alveolére Hypoventilation beobachtet (Vq41, Alveolar-
volumen (Va) |; Ostermann et al., 2014).

Annliche Ergebnisse hinsichtlich der Capnometrie lieferte eine Untersuchung von latent mit
Chlamydia spp. infizierten Kalbern, die eine reduzierte CO,-Abatmung zeigten, wofur wiede-
rum eine Hypoventilation und die damit einhergehende alveolare Entliftungsstérung verant-
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wortlich gemacht wurden (V4 und V4/V: 1; endtidale CO2-Konzentration (ETCO2) und V'co,
bezogen auf die metabolische Koérpermasse (MBW)|; Reissig, 2008). Eine erhdhte O»-
Aufnahme und die daflir notwendige, intensivierte Atemarbeit wurden darlber hinaus als Folge
eines zur Deckung des krankheitsbedingt erhdhten Stoffwechselbedarfs bei Kalbern mit
persistierender Chlamydia spp.-Infektion angesehen (V’o,/MBW und V’spec 1; Kneucker, 2009).

Tabelle 1-C: Ursachen von Ventilationsstérungen (modifiziert nach Reinhold, 1997)

Obstruktion (Resistance 1)  Restriktion (Compliance |) Extrapulmonale

Stérungen
Organisch Pleural Absinken der Kraft der
- Verlegung der Atemwege - Pleuritis (Infiltrate, Atmungsmuskulatur
durch Bronchialsekret Exsudat und Adhasion) - Zentralnervose
- BALT Hyperplasie - Pleuraemphysem Stérungen
- Neoplasie - Pleurafibrosierung - Periphere Innervations-
- Fremdkorper Pulmonal stérungen
Funktionell - Pneumonie - Muskelerkrankungen
- entzindlich bedingter - Hepatisation - Adipositas
Bronchospasmus - Lungenfibrose
Thorakal
- Einschrankung der
thorakalen
Ausdehnungsfahigkeit

BALT: Bronchus-assoziiertes lymphatisches Gewebe
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1.5 Eigene Untersuchungen

Bisher wurden nur wenige pneumovirulente Erreger in tierexperimentellen Studien am Kalb
bezuglich ihrer Auswirkungen auf die Lungenfunktion untersucht. In der einschlagigen
internationalen Literatur lagen fur das Bakterium P. acanthamoebae in diesem Zusammen-
hang vor Beginn der hier beschriebenen Versuche noch keine Untersuchungen vor.

1.5.1 Arbeitshypothesen

Zur Durchfihrung der eigentlichen Untersuchungen war es zunachst notwendig ein Modell der
respiratorischen Parachlamydia-Infektion beim Kalb zu etablieren und dieses pathophysio-
logisch zu charakterisieren. Auf der Basis dieses Modells waren folgende Hypothesen zu
Uberprifen:
Eine respiratorische Monoinfektion von Kalbern mit P. acanthamoebae
(i) verursacht, in Abhangigkeit der Inokulationsdosis, eine fibropurulente, interstitielle
Pneumonie mit entsprechender Entziindungsreaktion und klinisch apparentem Krank-
heitsverlauf und
(ii) fuhrt zu respiratorischen Dysfunktionen, die durch Parameter der differenzierenden
Lungenfunktion widergespiegelt werden.

1.5.2 Allgemeiner Versuchsaufbau

Das Tierversuchsvorhaben ,Evaluierung der pathogenetischen Relevanz  von
P. acanthamoebae als Erreger respiratorischer Infektionen beim Rind® war durch die
zustdndige Kommission des Thuringer Landesamtes fir Lebensmittelsicherheit und
Verbraucherschutz; Abteilung Gesundheitlicher Verbraucherschutz, Veterindrwesen,
Pharmazie genehmigt (Reg.-Nr. 04-001/12).

Die vorliegende Studie wurde in zwei Teilversuche (TV) gegliedert, wobei insgesamt 42 Kalber
im Alter von 3 bis 7 Wochen als Versuchstiere, aufgeteilt auf 4 Gruppen, involviert waren. Alle
4 Gruppen lieferten Daten fir beide TV, wobei das zum Einsatz gekommenen Methoden-
spektrum eine komplexe Beurteilung bzw. Beprobung der Tiere zuliel3 (Tabelle 1-D).
Hinsichtlich des Tierschutzaspektes konnte somit die Gesamtanzahl der genutzten Versuchs-
tiere minimal gehalten werden. In TV 1 sollten die systemischen und lokalen Effekte von zwei
verschiedenen Inokulationsdosen von P. acanthamoebae im Vergleich zum inaktivierten
Erreger (unspezifische Effekte) Uber eine Dauer von 14 Tagen evaluiert werden. Im TV 2
wurden in zwei Abschnitten (Study 1 und Study 2) die pathogenetischen Interaktionen
zwischen Erreger und Wirt auf funktioneller Ebene sowie im zeitlichen Verlauf Uber eine
Gesamtdauer von 10 Tagen untersucht. Wahrend der beiden TV wurden zum Ausschluss von
Co-Infektonen Analysen zur mikrobiologischen Beurteilung des Atmungsapparates durch-
gefuhrt.
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Alle Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurden, fanden
unter Bedingungen der biologischen Schutzstufe 2 im Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), Bundes-
forschungsinstitut flr Tiergesundheit am Standort Jena statt. Die zustdndige Tierschutz-
beauftragte des Standortes konnte jederzeit uneingeschrankt tatig sein.

1.5.3 Studiendesign

1.5.3.1 Teilversuch 1: Modelletablierung und Dosistitration

Zur Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von P. acanthamoebae in der Kalberlunge
wurden drei Tiergruppen nach Applikation unterschiedlich dosierter Parachlamydia-Inokula im
interindividuellen Vergleich betrachtet:

e 108 einschlusskorperchenbildende Einheiten (EBE) hitzeinaktivierter

P. acanthamoebae/Kalb

e 10® EBE vitaler P. acanthamoebae/Kalb

e 10'° EBE vitaler P. acanthamoebae/Kalb
Die Inokulation der Kalber mit der jeweiligen Parachlamydia-Dosis, suspendiert in 8 ml
Medium, erfolgte intrabronchial (6 ml) entsprechend eines flr diese Zwecke entwickelten
Schemas (Abbildung 1-A). Zusatzlich wurden 2 ml des Inokulums intranasal verabreicht. Der
Untersuchungszeitraum erstreckte sich Uber insgesamt 14 Tage ab dem Inokulations-
zeitpunkt. Zur Erfassung des Krankheitsverlaufes erfolgten in regelmafligen Abstanden
sowohl in vivo als auch ex vivo Beprobungen (Tabelle 1-E). Eine Einschatzung bezlglich der
Pathogenitat der vitalen bzw. inaktivierten Parachlamydien erfolgte anhand des Schwere-
grades der klinischen Symptome der respiratorischen Erkrankung im Zusammenhang mit
Veranderungen im Blutbild und der Serumkonzentrationen der APP sowie durch pathologisch-
anatomische und pathologisch-histologische Veranderungen des Lungengewebes und der
Atemwege (Tabelle 1-D). Nach Sektion der Tiere erfolgten Untersuchungen zum direkten
Erregernachweis im Lungengewebe sowie in mdglicherweise hamatogen besiedelten
Organen. Die Kontrolle der Parachlamydia-Ausscheidung erfolgte durch die regelmalige
Gewinnung von Nasen- und Augentupfern zum Nachweis der Besiedlungen des oberen
Respirationstraktes sowie durch Kottupfer (TV 1: Figure S1).

1.5.3.2 Teilversuch 2: Pathophysiologische Charakterisierung des Modells
durch differenzierende Lungenfunktionsdiagnostik

Im ersten Abschnitt (Study 1) wurde die Effektivitat des pulmonalen Gasaustauschs nach intra-
bronchialer Parachlamydia-Inokulation anhand der arteriellen Blutgasparameter untersucht.
Dazu wurde bei Kalbern der o. g. drei Versuchsgruppen taglich arterielles Blut mithilfe eines
Verweilkatheters aus der Aorta abdominalis gewonnen. Diese Untersuchung erstreckte sich
von einem Tag ante inoculationem (a. i.) bis zum 7. Tag post inoculationem (p. i.).
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Im zweiten Abschnitt (Study 2) wurden neun Kalber einer vierten Gruppe, die mit 10'° EBE

P. acanthamoebae/Kalb inokuliert waren, Gber 10 Tage nichtinvasiven Lungenfunktionstests

unterzogen, um funktionelle Stérungen im respiratorischen System bzw. den Grad der Lungen-

schadigung durch die Parachlamydia-Infektion zu charakterisieren (Tabelle 1-D). Dieser

Abschnitt wurde ohne Kontrolltiere konzipiert, da die vor Inokulation erhobenen Daten dieser

Tiere (baseline) als individuelle Kontrollwerte betrachtet werden konnten und die spatere

Auswertung im intraindividuellen Vergleich abhangiger Daten erfolgte.

Tabelle 1-D: Studiendesign und Anzahl verwendeter Tiere

Challenge Anzahl davon involviert in
[EBE/Kalb] [Kélber]  Teilversuch 1 Teilversuch 2
invivo  ex vivo Study 1 Study 2
Patho  BALF/MiBi art. BGA Lufu ven. BGA

Gruppe 1 108 inaktiviert — n=9 n=9 n=9 n=9 n=8
Gruppe 2 108 vital n=12 n=12 n=12 n=12 n=8
Gruppe 3 n=9 n=9 n=9 n=6

100 vital n=21
Gruppe 4 n=9 n=12 n=9 n=9
Summe n=42 n=30 n=39 n=42 n=22 n=9 n=9

EBE: einschlusskérperchenbildende Einheiten, TV: Teilversuch
TV A1 in vivo Read-outs: klinische Symptomatik (klinischer Score), Hamatologie, Differentialblutbild, Akute-

Phase-Proteine, Tupferproben

ex vivo Read-outs: Patho — pathomorphologische, pathohistologische und immunhistologische Unter-
suchung; BALF/MiBi — Gewinnung von bronchoalveolarer Lavageflissigkeit und Gewebeproben zur zyto-
logischen, biochemischen, molekularbiologischen und bakteriologischen Untersuchung
TV 2  Study 1 Read-outs: art. BGA — arterielle Blutgasanalyse und Hamoximetrie
Study 2 Read-outs: Lufu — nichtinvasive Lungenfunktionstests (Spirometrie, Impuls-Oszilloresistometrie,
Capnometrie, Rebreathing CO/He Diffusion); ven. BGA — vendse Blutgasanalyse und Sauren-Basen-

Status

Tabelle 1-E: Sektionszeitpunkte und Anzahl der ex vivo untersuchten Tiere

Challenge  Anzahl Zeitpunkt
[EBE/Kalb]  [Kalber] 2 dpi 3 dpi 4 dpi 7 dpi 10dpi 14 dpi 17 dpi
108 Sektion n=3 n=3 n=3
Gruppe 1 inaktiviert n=9
Inakiivie Verbleib  n=9 n=9 n=6 n=6 n=3
Sektion n=3 n=3 n=3 n=3
Gruppe 2 108 vital n=12
Verbleib n=9 n=9 n=6 n=6 n=3
Sektion n=3 n=2 n=3 n=4 n=3 n=3 n=3*
Gruppen 3+4 100 vital n=21
Verbleib n=18 n=16 n=13 n=9 n=6 n=3

EBE: einschlusskorperchenbildende Einheiten, dpi: Tage post inoculationem
* keine patho- und histologische Untersuchung, nur Gewinnung von bronchoalveolarer Lavagefliissigkeit und

Gewebeproben post mortem
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Abbildung 1-A: Intrabronchiales Inoku-
lationsschema (modifiziert nach Prohl et
al., 2014)

Die Markierungen zeigen die genauen
Applikationsorte, die Nummerierung ent-
spricht der Applikationsreihenfolge der
jeweiligen Teilvolumina des Inokulums.
R: rechte Lunge

1 Lobus medius: 0,5 ml
2 Lobus accessorius: 0,5 ml
3 Lobus caudalis: 0,5 mi
4 Lobus caudalis: 1,0 mi
Lobus cranialis,

8 Pars caudalis: 1,0 ml
L: linke Lunge

Lobus cranialis,

5 Pars cranialis: 0,5 ml
6 Pars caudalis: 0,5ml

7 Lobus caudalis: 1,5 ml
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23-38 Veroffentlichungen

2.1 Teilversuch 1: A bovine model of a respiratory Parachlamydia
acanthamoebae infection

Eigener Beitrag zur Umsetzung:
e Mitarbeit bei der Planung des Versuchsvorhabens
e Mitarbeit die der Beantragung des Tierversuchsvorhabens
e Durchflhrung der bronchoskopischen Inokulationen
e Durchflhrung der klinischen Untersuchungen/des klinischen Scorings
e Probenentnahmen in vivo (Blut, Tupfer, Gewebe)
e Durchflhrung der bronchoalveolare Lavage ex vivo
e Durchfliihrung der molekularbiologischen Untersuchung der gewonnenen
Gewebeproben
e Koordination der Zuarbeit durch die Co-Autoren
e Mitarbeit bei der statistischen Auswertung der Daten
e Verfassen des Manuskriptentwurfs

Parachlamydia
acanthamoebae

!

intrabronchial /
Challenge doses per calf:
inactivted 108 IFU
viable 108 IFU " ex vivo
viable 100 IFU z sampling

in vivo

sampling
-
&

pathophysiology, pathology and
parachlamydial detection

Figure S1. Graphical abstract TV 1. IFU: inclusion forming units, BALF: bronchoalveolar lavage fluid

BALF
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2.2 Teilversuch 2: Effect of Parachlamydia acanthamoebae on
pulmonary function parameters in a bovine respiratory model

Eigener Beitrag zur Umsetzung:
e Mitarbeit bei der Planung des Versuchsvorhabens
e Mitarbeit bei der Beantragung des Tierversuchsvorhabens
e Durchflhrung der bronchoskopischen Inokulationen
e Durchflhrung der klinischen Untersuchungen/des klinischen Scorings
e Blutprobenentnahmen (vends, arteriell)
e Mitarbeit bei der Durchflihrung der lungenfunktionsdiagnostischen Untersuchungen
e Mitarbeit bei der statistischen Auswertung der Daten
Koordination der Zuarbeit durch die Co-Autoren

Verfassen des Manuskriptentwurfs

Challenge doses per calf: - T~ Pa0,|

I Inactivated 108 IFU Arterial blood PaCO, ~
| Viable 10° IFU gas analysis
| Viable 100 [FU
1

IrItrabronghiaI - Q Respiratory dysfunction when
inoculation iy a o challenged with 10" IFU of
\__/ % i x 4 X Parachlamydia only
i _—— | ——
| Challenge dose per calf: : _
| Viable 107 IFU Pulmonary | A

function

testing & 2‘

I

I

I

| Respiratory rate 1

| Minute volume 1

| Expiratory flow 1

| Alveolar ventilation
| O, uptake 1

| Specific ventilation 1
I

Parachlamydia acanthamoebae

Figure S1. Graphical abstract TV 2. IFU: inclusion-forming units, PaOz2: arterieller Sauerstoffpartialdruck, PaCOz2:
arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck
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3 Diskussion

Dass dieser Arbeit zugrundeliegende Projekt zielte darauf ab, die Pathogenitat von
P. acanthamoebae nach experimenteller, respiratorischer Infektion im bovinen Wirt anhand
klinischer, labormedizinischer, mikrobiologischer und pathologischer Parameter zu evaluieren
(TV 1) sowie die mit der induzierten Infektion assoziierten pulmonalen Dysfunktionen mittels
Lungenfunktionsdiagnostik zu charakterisieren (TV 2). Hierzu lagen zum Zeitpunkt der Durch-

fuhrung keine Erkenntnisse im internationalen Schrifttum vor.

3.1 Validitat des GrofRtiermodells

In der biomedizinischen Forschung stellen Virulenz- und Pathogenitatsstudien an etablierten
Groldtiermodellen im Vergleich zu Modellen an Nagetieren — vor allem auf Grund des personel-
len und apparativen Aufwands, der Tierhaltungskapazitat sowie der experimentellen Durch-
fuhrung — eine Ausnahme und gleichzeitig eine Herausforderung dar. Im translationalen Sinne
besitzen diese ,Alternativtierarten® einzigartige, anatomische und physiologische Voraus-
setzungen sowie experimentelle Vorteile, die eine multifunktionelle Nutzung der Modelle
ermdglichen. So wird am Beispiel respiratorischer Erkrankungen auf ein besseres klinisch-
translationales Potential, wegen der Moglichkeit zur Quantifizierung der Effizienz des Gasaus-
tauschs, der systemischen und pulmonalen Hdmodynamik sowie des Missverhaltnisses von
Ventilation und Perfusion hingewiesen (Ballard-Croft et al., 2012). Hinsichtlich des flr diese
Arbeit zum Einsatz gekommenen, respiratorischen Infektionsmodells lieferten zudem friihere
Studien zur Untersuchung eines anderen pneumopathogenen Erregers (C. psittaci) bereits
reproduzierbare Ergebnisse (Ostermann, 2013).

3.1.1 Modelltierart und Erreger

Die Wahl zur Nutzung eines bovinen Modells lag darin begriindet, dass Kalber mit einem
Korpergewicht zwischen 50 und 100 kg ein Lungenvolumen, einen Luftvolumenstrom und
Parameter der Atmungsmechanik aufweisen, die mit denen eines erwachsenen Menschen,
sowohl quantitativ als auch qualitativ vergleichbar sind (Kirschvink & Reinhold, 2008). So
konnten durch den Einsatz der nicht-invasiven lungenfunktionsdiagnostischen Verfahren
mogliche respiratorische Stérungen krankheitsbegleitend und intraindividuell mit nachweislich
hoher Sensitivitat evaluiert werden, was beispielsweise im Mausmodell nicht méglich gewesen
ware. Darlber hinaus zeigt sich die bovine Lunge im Hinblick auf die Simulation funktioneller
Konsequenzen (wie z. B. Ventilationsstérungen) gegeniiber der murinen Lunge, auf Grund
ihrer ausgepragten Segmentierung und dem Fehlen der Moglichkeit zur kollateralen
Ventilation, im Vorteil. Die morphologische Grundstruktur der maturen neonatalen Kalberlunge
ist zwar mit der ausgewachsener Rinder vergleichbar, da die pranatale Lungenreifung bereits
die Ausbildung alveolarer Strukturen beinhaltet, jedoch dauert die funktionelle postnatale
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Lungenreifung bis zu einem Koérpergewicht von 300 kg an. Hierbei korrelieren die Lungen-
funktionsparameter generell enger mit der Kdrpermasseentwicklung als mit dem Alter
(Reinhold, 2007). Dieser Umstand gab dazu Anlass in den eigenen Messungen die volume-
trischen Lungenfunktionsparameter auf die Kérpermasse und die mit dem Oz-Verbrauch des
Organismus im Zusammenhang stehenden Parameter auf die metabolische Kérpermasse zu
beziehen.

Deutliche Grenzen werden der Modelltierart Rind durch die konventionelle Aufzucht in den
Herkunftsbetrieben und die dementsprechende Heterogenitat des Versuchstierkollektivs
gesetzt. Von einer mehr oder weniger unkontrollierten Exposition gegeniber verschiedensten
Mikroorganismen im Vergleich zur spezifisch pathogenfreien Aufzucht und Haltung von
kleineren, etablierten Versuchstierspezies muss in diesem Zusammenhang ausgegangen
werden. Demzufolge war es wichtig, die klinische Gesundheit der Kalber bei Einstallung und
vor Versuchsbeginn zu Uberwachen und zu bestatigen. Ebenso wurden sowohl vor Inokulation
als auch versuchsbegleitend relevante Vor- bzw. Begleitinfektionen durch umfangreiche
mikrobiologische Untersuchung ausgeschlossen. Darliber hinaus trugen strenge Quarantane-
maflnahmen und eine einmalige antimikrobielle Breitband-Prophylaxe drei Wochen vor
Versuchsbeginn zu einer Reduzierung der potentiellen Belastung mit respiratorischen Co-
Pathogenen bei.

In Bezug auf den zu untersuchenden Erreger P. acanthamoebae konnte das Rind bereits als
Wirt fir sowohl im Zusammenhang mit respiratorischen (Wheelhouse et al., 2013) als auch
urogenitalen Krankheitsgeschehen (Wheelhouse et al., 2012; Wheelhouse et al., 2015)
identifiziert werden. Zudem kommen Parachlamydien nachweislich als Trinkwasser-
kontamination direkt in unmittelbarer Umgebung von Rindern vor (Wheelhouse et al., 2011).
In diesem Zusammenhang konnte bisher jedoch noch keine Kausalitat zwischen Vorkommen
bzw. Besiedlung und einem relevanten Krankheitsbild nachgewiesen werden. Ebenso wurde
bisher noch kein Versuch unternommen P. acanthamoebae in bovinen Zellsystemen zu
kultivieren um eine mogliche Aussage zur speziesspezifischen Zytopathogenitat in vitro treffen

zu konnen.

3.1.2 Experimentelle Infektion

Die lokal definierte, intrabronchiale Inokulation des zu Uberprifenden Pathogens, wie sie im
vorliegenden Fall bei den Kalbern vorgenommen wurde, birgt (im Gegensatz zur aus-
schlieBlich intratrachealen bzw. intranasalen Applikation bei der Maus) den Vorteil, erkranktes
und gesundes Gewebe intraindividuell, krankheitsbegleitend, parallel und vergleichend zu
untersuchen. Hinzu kommt, dass bei direkter Applikation in die Lunge die der Inhalationsroute
entgegengesetzte Wirkung der mukozilidren Clearence zum gréf3ten Teil umgangen wird, da
diese vor allem in den grof’en Bronchien und Bronchiolen als physische Barriere von
Bedeutung ist. Uber die potentielle Pneumopathogenitat des Erregers lasst sich durch die
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Umgehung dieses primaren Abwehrmechanismus eine vermeintlich genauere Aussage
treffen, da sich die klinische Manifestation der induzierten Erkrankung, verglichen mit der nach
intranasaler Aerosol-Challenge, als weniger variabel erweist (Potgieter et al., 1984). Durch die
ausgepragte Lobulierung der Rinderlunge kommt es nach Applikation des Inokulums zu einer
lokal begrenzten Entzindungsreaktion im entsprechenden Segment, welches durch
bindegewebige Septen vom umgebenden Lungengewebe abgegrenzt ist. Diese deutliche
Demarkierung konnte im vorliegenden Versuch durch die Lokalisation und den Umfang der
pathomorphologischen Befunde in den Kalberlungen nach Parachlamydia-Inokulation nach-
vollzogen werden. Zuvor konnte diese Tatsache mittels intrabronchialer Applikation von
Tusche und ihrer anschlieRenden Ausbreitung im Lungengewebe bereits durch Ostermann
(2013) etabliert werden. Eine weitere Erregerverbreitung kann anschlieRend retrograd und
aerogen Uber den Segmentbronchus oder beim Uberschreiten der alveolokapillaren Barriere
hamatogen Uber das funktionell zugehoérige Gefallsystem erfolgen. Im Gegensatz zur
intrabronchialen Inokulation ist das Verteilungsmuster von pathologischem Lungengewebe
nach natirlicher Atemwegsinfektion mit den EBP-typischen Erregern vor allem durch den
Befall der cranioventralen Lungenbereichen (Spitzenlappen) gepragt (Caswell & Williams,
2015).

Die angesprochene, ausgepragte Segmentierung des bovinen Lungengewebes und die Art
und Weise der Inokulation limitiert die Aussagekraft der Studie beztiglich der Verteilung des
Pathogens innerhalb der Atemwege bzw. innerhalb des Lungengewebes, wie sie nach
naturlicher, aerogener Infektion oder Flissigkeitsaspiration ablaufen wirden. Ein Teilvolumen
einer jeden Inokulationsdosis wurde daher zusatzlich intranasal appliziert um die lokale
Reaktion der oberen Atemwege und dem damit assoziierten Lymphgewebe zu untersuchen.
In wie weit die intranasal applizierten Parachlamydien durch Aspiration zum Geschehen in den
tiefen Atemwegen beigetragen haben oder vorher durch Barrieremechanismen aus dem
Wirtsorganismus eliminiert wurden, konnte in dem gewahlten Modell nicht untersucht werden.

3.1.3 Erregerdosis

Die applizierten Inokulationsdosen von 108 EBE und 10'° EBE P. acanthamoebae je Kalb
basierten quantitativ primar auf in zwei verschiedenen Mausmodellen (2,5 x 108 EBE
P. acanthamoebae je Maus intratracheal bzw. intranasal) untersuchten Erregerdosen (Casson
et al., 2008a; Pilloux et al., 2015b). In beiden Versuchen konnten mit klinischen Krankheits-
symptomen einhergehende, fulminante Lungenpathologien nachgewiesen werden, die von
einer nicht unerheblichen Mortalitdtsrate begleitet waren. Zudem orientierte sich die
Dosisfindung an einem methodologisch ahnlichen Kalbermodell mit C. psittaci. Bei letzterem
stellte sich heraus, dass eine Erregerdosis von 10% EBE C. psittaci/Kalb reproduzierbare,
klinische Symptome einer respiratorischen Erkrankung hervorrief, die 72 h p.i. in einem
klinischen Gesamtscore von bis zu 17,5 aus 49 Punkten kulminierten und Uber 7 Tage
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anhielten. Mit Erhéhung der Inokulationsdosis (10° EBE C. psittaci/Kalb) verschlimmerten sich
die beobachteten Symptome in ihrer Auspragung deutlich, wohingegen eine geringere Dosis
(108 EBE C. psittaci/Kalb) lediglich mit einer subklinischen Symptomatik einherging. Die zum
Vergleich untersuchte, negative Kontrollgruppe erhielt reines Kulturmedium und zeigte keine
Krankheitssymptome (Reinhold et al., 2012).

In den eigenen Untersuchungen konnte ebenso — wenn auch in deutlich geringerem Malie —
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung von intrabronchial inokulierten Parachlamydien beobachtet
werden. Im Vergleich zu den weitestgehend symptomlosen Verlaufen der mit inaktivierten
108 EBE und vitalen 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten Tieren, zeigten die Kalber
nach Challenge mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb ein mildes klinisches Bild, das 24 h p. i.
in einem Gesamtscore von bis zu 7 aus 49 Punkten kulminierte und tber 4 Tage apparent war.
Darlber hinaus entsprachen Erhéhung und Kinetik der systemischen (LBP) und lokalen,
entziindungsspezifischen Parameter (BALF-Zytologie) sowie von Pathologie und der Befunde
des direkten Erregernachweises dem Symptomverlauf der mit 10'° EBE P. acanthamoebae/
Kalb inokulierten Tiere. Innerhalb dieser Gruppe traten alle beobachteten Abweichungen der
beschriebenen Parameter mit vertretbarer Variabilitat und uniform auf, was die Reproduzier-
barkeit der experimentellen Infektion belegt.

Die Aufteilung des jeweiligen Inokulationsvolumens (8 ml) auf zwei Teildosen zur intra-
bronchialen (6 ml) bzw. intranasalen (2 ml) Applikation sicherte die pulmonale Wirkung von
mindestens % der Gesamtmenge an Parachlamydien. Es ist davon auszugehen, dass die
intranasal verabreichte Erregermenge, wenn tberhaupt, nicht vollstandig aspiriert oder vorher
durch Barrieremechanismen des respiratorischen Epithels eliminiert wurden. Jedoch wurde
dadurch eine natlrliche Exposition simuliert und die Aussagekraft des Modells durch den
Kontakt des Erregers mit der Schleimhaut der oberen Atemwege erganzt.

In welchem Male die eingesetzten Konzentrationen von P. acanthamoebae, die unter
Laborbedingungen angereichert wurden, in naturlichen Habitaten vorkommen, bleibt zu
spekulieren. Abgesehen davon ist weiterhin zu klaren in welcher Art und Weise eine Interaktion
von mit Parachlamydia infizierten Acanthamoeba spp. mit ihrem Wirt ablauft, da sicherlich die
wenigsten Parachlamydien als freie, infektiose EB in der Natur vorkommen. Die in vitro nach-
gewiesene Temperaturabhangigkeit der Endosymbiose und des zytopathischen Effekts in
A. polyphaga und der in diesem Zusammenhang aufgestellten Hypothese, dass eine ent-
sprechende Persistenz oder Liberation von Parachlamydia mit zunehmender Atemwegstiefe
von der steigenden Temperatur im Korperkern abhangt (Greub et al., 2003c), bedarf dahin-
gehend einer Uberpriifung in vivo.

3.1.4 Studiendesign und Umsetzung

Das generelle Ziel dieser Studie, die Pathogenitat von P. acanthamoebae im bovinen Wirt zu
evaluieren, indem eine klinisch relevante Inokulationsdosis titriert und anhand dieser die der
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induzierten Erkrankung zugrundeliegenden Pathomechanismen charakterisiert wurden,
konnte in vollem Umfang erflllt werden. Die Durchfiihrung erfolgte einfach verblindet und
kontrolliert. Eine Unterteilung in zwei Versuchsabschnitte war logische Konsequenz der zu
erwartenden Aussagen und basierte nicht zuletzt auf den Erfahrungen aus friiheren
Versuchen, denen die zu untersuchende Zieltierart bzw. der Erreger zugrunde lagen (Casson
et al., 2008a; Ostermann, 2013; Pilloux et al., 2015b; Reinhold et al., 2012). Die in TV 1
untersuchten Gruppen lieferten Daten zum interindividuellen Vergleich Klinischer, labor-
diagnostischer, mikrobiologischer sowie pathologischer Befunde in Abhangigkeit von der
jeweiligen Inokulationsdosis zu verschiedenen Zeitpunkten in der akuten Infektionsphase. In
Zusammenhang mit der in TV 2 angestellten Untersuchung zum pulmonalen Gasaustausch
(Parameter der arteriellen Blutgase, Study 1) konnte diejenige Inokulationsdosis (10'° EBE
P. acanthamoebae/Kalb) identifiziert werden, bei der die respiratorischen Dysfunktionen
evident wurden. Diese standen im Fokus des Folgeversuchs (Study 2) zur Charakterisierung
der pathophysiologischen Veranderungen in der Lunge mittels nichtinvasiver Lungen-
funktionstests. Eine Kontrolle erfolgte dabei intraindividuell durch den Vergleich mit den a. i.
gewonnenen Daten (baseline), wodurch die interindividuelle Variabilitat vernachlassigt werden
konnte. So entsprach das Studiendesign eher dem einer longitudinalen Verlaufskontrolle, wie
sie z. B. fUr das I0S in der klinischen Anwendung vorgesehen ist (Smith et al., 2005). Dartber
hinaus favorisierten die bereits beschriebenen Vorteile des zum Einsatz gekommenen
Groldtiermodells den intraindividuellen Vergleich der erhobenen Lungenfunktionsdaten und
trugen somit, bei einer minimal notwendigen Stichprobenanzahl zur Sicherung der
statistischen Aussage, zu einer Reduktion der Anzahl genutzter Versuchstiere bei. Die in
beiden Versuchsabschnitten erhobenen Daten und die daraus resultierenden Ergebnisse
ermoglichten eine umfassende Analyse einzelner, pathogenetischer Mechanismen und ihrer
Zusammenhange, wie sie im murinen oder /n-vitro-Modell nicht hatten nachvollzogen werden
konnen.

3.1.5 Nachweis des Kausalzusammenhangs zwischen Erreger und
Krankheit

Klassischerweise bedarf die Atiologie eines infektiésen Geschehens der Notwendigkeit der
Uberprifung des kausalen Zusammenhangs von Erreger und induzierten Symptomen.
Traditionell gilt es dabei den vier Henle-Koch Postulaten ausnahmslos zu entsprechen
(Tabelle 3—A). Mit dem kontinuierlichen Erkenntnisgewinn Gber die weitreichende Komplexitat
der mikrobiellen Pathogenese und der Implementierung molekularbiologischer Methoden
musste jedoch Abstand von der stringenten Anwendung bzw. Auslegung der Postulate
genommen werden. Letztendlich unterliegt die Beweisfuhrung der Kausalitat einer evidenz-
basierten Evaluierung, der die Henle-Koch Postulate im weitesten Sinne als Leitfaden dienen
sollten (Fredericks & Relman, 1996).
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In der vorliegenden Studie konnte die Abhangigkeit verschiedener Parameter, die eine
objektive Beschreibung des Infektionsverlaufs zulassen, von den Inokulationsdosen und der
Lebendigkeit des Erregers reproduzierbar dargestellt werden. Durch eine kontinuierliche und
umfassende Beprobung wurde die Involvierung anderer respiratorischer Co-Pathogene
konsequent ausgeschlossen und die Initiation der pathophysiologischen Veranderungen
inklusive aller pathologischen Befunde war als Folge der Parachlamydia-Infektion anzusehen.
Die Erfillung der ersten beiden Postulate war insofern nicht vollumfanglich realisierbar, als
dass das Vorkommen von Parachlamydia in starker Abhangigkeit seines intrazellularen
Lebensstils und damit seines natirlichen Wirts (Acanthamoeba spp.) steht. Die latente
Besiedelung von Wirtszellen ist demnach ebenso méglich, wie eine Persistenz in den Wirt
besiedelnden Amdben, was theoretisch dazu fihren kann, dass Parachlamydia aus diesem
Wirt isoliert wird, ohne dass dieser sich jemals damit krankhaft auseinandergesetzt hat, wie es
Michel et al. (1994) und Amann et al. (1997) aus gesunden Probanden gelungen ist. AuRerdem
erfolgte die urspriingliche lIsolierung des in dieser Studie zur Anwendung gekommenen
Infektionsstammes ,Hall's coccus’ nicht aus der Zieltierart Rind, sondern aus
Acanthamoeba spp., die im Tank eines Luftbefeuchters vorkamen und im Zusammenhang mit
einem humanen Krankheitsgeschehen standen (Birtles et al., 1997). Generell ist es bisher
noch nicht gelungen einen Stamm aus einer mit klinischer Erkrankung einhergehenden
Parachlamydia-Feldinfektion, trotz Nachweis durch gPCR bzw. IHC, zu isolieren. Die
Kombination aus diesem Parachlamydia-Stamm und dem beschriebenen Kalbermodell zeigt
dementsprechend keine Konformitat mit den Postulaten, bringt aber den Vorteil eines dualen
Nutzens mit sich: (i) die Untersuchung des Infektionsgehens anhand eines alternativen
Tiermodells zur Ergadnzung bzw. Uberpriifung des Mausmodells hinsichtlich der transla-
tionalen Aussagekraft sowie (ii) die Erkenntnisse beziiglich der Pneumopathogenitat im
bovinen Wirt. Da P. acanthamoebae nachgewiesenermalien in Zusammenhang mit verschie-
denen Krankheitsgeschehen bei Rindern auftritt, kann man von der Darstellung einer nahezu
natUrlichen Erreger-Wirt Interaktion ausgehen.
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Tabelle 3—A: Henle-Koch Postulate und ihre Umsetzbarkeit im vorliegenden Versuch

Henle-Koch Postulat

Umsetzbarkeit und Konformitat

1. Identifikation eines Erre- P. acanthamoebae konnte nicht aus einem naturlich
gers in einem erkrankten, erkrankten Individuum isoliert werden bzw. in keinem
jedoch nicht in einem ge- Tier vor Inokulation und zu keinem Zeitpunkt in den
sunden Organismus Kontrolltieren nachgewiesen werden. — teilweise

Ubereinstimmung

2. |solation des Erregers aus Der verwendete Parachlamydia-Stamm wurde ur-
dem erkrankten Wirtsorga- springlich nicht aus einem erkrankten Rind isoliert.
nismus und kulturelle Eine Kultivierung in zellfreiem Medium ist nicht moglich,
Anzucht da bisher nur die amdbiale Co-Kultivierung in Frage

kommt. — keine Ubereinstimmung

3. Auftreten der spezifischen Jedes mit lebenden Parachlaymdien inokulierte Kalb
Krankheitssymptome nach zeigte von der Dosis abhangige Symptome und
Inokulation eines gesun- pathologische Befunde, die fur eine transiente
den, empfanglichen Wirts Pneumonie sprachen. Innerhalb der Versuchsgruppen
mit dem kultivierten waren die Ergebnisse von akzeptabler Variabilitat und
Erreger uniform. — Ubereistimmung

4. Re-lIsolation des iden- P. acanthamoebae konnte aus den infizierten Kalbern
tischen Erregers aus dem re-isoliert werden und als identisch mit dem Inokulum
durch experimentelle In- identifiziert werden. — Ubereinstimmung
fektion erkrankten Wirts-
organismus

3.2 Erreger-Wirt-Interaktionen und ihre funktionellen

3.2.1 Klinische Manifestation

Auswirkungen

Die meisten, untersuchten Parameter des klinischen Zustandes zeigten eine deutliche

Abhangigkeit von der Parachlamydia-Inokulationsdosis. Dementsprechend erhohte sich der

klinische Gesamtscore der Kalber in direkter Relation zur applizierten Erregermenge. Die

hochste, eingesetzte Erregerdosis (10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb) war in der Lage, zwar

milde, aber klinisch apparente, respiratorische Krankheitssymptome wahrend des Beobacht-

ungszeitraums hervorzurufen, wohingegen Symptome nach

Inokulation mit 108 EBE

P. acanthamoebae/Kalb eher subklinisch in Erscheinung traten. Nach einer initialen Krank-

heitsphase (bis zu 4 Tage p. i.) erholten sich die Kalber von den respiratorischen und kardio-
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vaskularen Symptomen, zeigten aber weiterhin pathologische Befunde anderer Organsysteme
(z. B. vergrolerte Mandibularlymphknoten). Diese trugen im Folgenden zu einem weiterhin,
signifikant erhohten Gesamtscore der mit 10" EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten
Versuchsgruppe (verglichen mit den beiden anderen Gruppen) bei. Die Kontrollgruppe zeigte
in Abwesenheit spezifischer Krankheitssymptome ebenso einen leicht erhéhten klinischen
Gesamtscore nach Inokulation von inaktivierten 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb, wie sie als
unspezifische Reaktion, beispielsweise auf aspiriertes Fremdmaterial, ausfallen kann. Dartber
hinaus ist davon auszugehen, dass immunologisch wirksame Zellwandbestandteile (z. B.
LPS) trotz Erregerinaktivierung im Inokulum vorhanden waren und eine entsprechende Wirts-
antwort provozieren kénnen. Zum Ausschluss einer unspezifischen Wirkung vorhandener
Virulenzfaktoren hatte es letztendlich einer weiteren negativen Kontrollgruppe bedurft, welche
ausschlief3lich mit Medium inokuliert worden ware. Aus ethischen Griinden (Reduktion der
Versuchstieranzahl) wurde auf den Einsatz dieser verzichtet, zumal bereits in einem friiheren
Versuch unspezifische Wirkungen von chlamydialem LPS bei mit UV-inaktivierten C. psittaci
inokulierten Kalbern ausgeschlossen werden konnten. Unumstritten bedurfte es hier des
lebendigen, replikationsfahigen Erregers, um die beobachteten Krankheitssymptome und
damit einhergehenden Lungenlasionen hervorzurufen. Diese Ubertrafen bei einer Inokulations-
dosis von 108 EBE C. psittaci je Kalb in Auspragung und Schweregrad die durch 10'° EBE
P. acanthamoebae verursachten Symptome (Reinhold et al., 2012). Auch im Vergleich zur
Schwere der aufgetretenen Krankheitssymptome in mit 2,5 x 108 EBE P. acanthamoebae
infizierten Mausen (Casson et al., 2008a; Pilloux et al., 2015b) stellte sich der Krankheits-
verlauf im Kalb nach Inokulation mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb wesentlich abge-
schwachter dar. Betrachtet man beide Spezies im Vergleich, so ist als Grund hierfir ein
relatives Missverhaltnis zwischen den Relationen von Koérpermasse bzw. Lungenvolumen
(Faktor 4 x 10%) und der Inokulationsdosis (Faktor 4 x 10") anzufiihren. In wie weit diese
Unterschiede oder die speziesspezifisch pradispositionierte Empfindlichkeit gegentber
P. acathamoebae ursachlich fir den unterschiedlichen Krankheitsverlauf waren, bedarf
weiterer Abklarung.

Berticksichtigt man den Krankheitsverlauf nach experimenteller Infektion mit einem typischen
bakteriellen Erreger der EBP beim Kalb, so ist festzustellen, dass nach Applikation von 1,5 —
2,0 x 10" koloniebildenden Einheiten (KBE)/Kalb bzw. 5 x 10° KBE M. haemolytica A1/Kalb
deutlich schwerwiegendere sowohl respiratorische als auch systemische Symptome
vorherrschten, die teilweise mit Anaphylaxie und perakutem Tod einhergingen (Reeve-
Johnson, 2001; Schroedl et al., 2001). Intratracheal infizierte Jungrinder (4,8 x 10" KBE
M. haemolytica/Kalb) zeigten ebenso signifikant héhere, klinische Scores als mock-infizierte
Kontrolltiere, wobei die Krankheitssymptome am 2. Tag p. i. am starksten ausgepragt waren
und Uber ca. 5 Tage anhielten (Gershwin et al., 2015). Verglichen mit den Literaturangaben
hinsichtlich der durch ein klassisches EBP-Co-Pathogen induzierbaren klinischen Erkrankung
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stellten sich die durch die hdochste Parachlamydia-Inokulationdosis induzierten Krankheits-
symptome als deutlich weniger stark ausgepragt dar, zeigten aber im zeitlichen Verlauf und
Dauer durchaus Parallelen.

3.2.2 Pathologische Befunde und Erregernachweis

Auch die pathologischen Befunde korrelierten mit den ihnen zugrundeliegenden
Parachlamydia-Inokulationsdosen und variierten innerhalb der Versuchsgruppen wenig. Die
pathomorphologischen Veranderungen des Lungengewebes waren vorwiegend im Bereich
der Applikationsstellen peribronchial lokalisiert und konnten als subakute, fibropurulente
Pneumonieherde identifiziert werden. Diese Befunde stimmen mit denen aus Versuchen am
murinen Infektionsmodell Uberein. Eine intratracheale Inokulation mit 2,5 x 108 EBE/Maus
desselben Parachlamydia-Stamms fiihrte bei Mausen sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch zu Veranderungen der Lunge im Sinne einer fibropurulenten und interstitiellen
Pneumonie (Casson et al., 2008a). In den Kalbern betrug die maximale Ausdehnung der
Lasionen nach Inokulation von 10" EBE P. acanthamoebae/Kalb 6,6% des gesamten
Lungenparenchyms zum Zeitpunkt 2 bis 4 Tage p.i. Damit war sie im Ausmal} deutlich
geringer als die maximale Ausdehnung der Lungenlasionen nach experimenteller C. psittaci
Infektion mit 108 EBE/Kalb zum selben Zeitpunkt (ca. 23%; Lambertz, 2011). Ebenso zeigten
vergleichbare Versuche mit den klassischen Erregern der EBP, M. haemolytica und
P. multocida, deutlich schwerwiegendere Pneumonieformen. Parenchymkonsolidierungen
traten hierbei typischerweise im Bereich der Spitzenlappen auf und variierten im Umfang von
14,5 bis 40% (Hanzlicek et al., 2010; Reeve-Johnson, 2001; Reinhold et al., 2002).

In einigen Kalbern konnten als Nebenbefunde retroperitoneale Hamatome und/oder septisch-
embolische Niereninfarkte erhoben werden, deren Ursache mit hoher Wahrscheinlichkeit im
Zusammenhang mit der Katheterisierung der Aorta abdominalis steht. Auf das Risiko der
Thrombenformation im Zusammenhang mit der Platzierung zentraler, arterieller Katheter-
systeme beim Kalb wurde bereits durch Offinger et al. (2011) hingewiesen. In ihren Versuchen
dazu konnten jedoch keine thrombusassoziierten Begleiterkrankungen innerhalb von 5 Tagen
beobachtet werden. Ebenso waren bei den von uns in die arterielle Beprobung eingeschlos-
senen Kalbern keine nennenswerten klinischen Begleitsymptome im Zusammenhang mit den
arteriellen Verweilkathetern zu verzeichnen.

Nach Inokulation mit 10'° EBE P. acanthamoebae je Kalb konnte die Giberwiegende Mehrheit
der Parachlamydien mittels IHC intrazellular in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
im pathologisch veranderten Lungengewebe bis 10 Tage p. i. nachgewiesen werden. Darlber
hinaus wurden Parachlamydia-spezifische Genomsequenzen Uber den gesamten Untersu-
chungszeitraum in isolierten BALF-Zellen und Atemwegs-assoziierten Lymphknotengewebe
(Lymphonodi mediastinales, tracheobronchiales und retropharyngeales) detektiert. Dieser
Umstand und die mit zunehmender Zeit reduzierte Quantitat parachlamydialer DNA lassen
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den Schluss zu, dass insbesondere die Zellen des unspezifischen Immunsystems
Parachlamydia internalisieren und schlussendlich eliminieren.

Das zuséatzlich zur intrabronchialen Inokulation intranasal applizierte Parachlamydia-Inokulum
fUhrte nicht zu pathologischen Veranderung der Mukosa in den oberen Atemwegen oder den
Tonsillae pharyngeales; weder mittels gPCR noch IHC liel3 sich Parachlamydia in diesen
Geweben nachweisen. In den tiefen Atemwegen konnte Parachlamydia lediglich 2 Tage p. i.
im Alveolarepithel immunhistologisch markiert werden. Dieser Befund ist ein Hinweis darauf,
dass Parachlamydia wahrscheinlich die epitheliotrope Eigenschaft von Chalymdia spp. teilt
(Rasmussen et al., 1997), jedoch nicht, wie In-vitro-Versuche zeigten, Pneumozyten oder
Lungenfibroblasten als intrapulmonale Nische zur Persistenz bzw. Replikation nutzt (Casson
et al., 2006).

Der Erfolg der co-kulturellen Re-Isolation von Parachlamydia aus dem Lungengewebe aller
mit lebendem Erreger inokulierten Versuchsgruppen zeigte erneut eine positive Abhangigkeit
von der Inokulationsdosis. Die Kinetik der erfolgreichen Isolierungen bzw. Kultivierungen
entsprach qualitativ und quantitativ den Ergebnissen von IHC und gPCR.

Die beobachtete Verringerung der Lungenlasionen in beiden Versuchsgruppen im Verlauf des
Untersuchungszeitraums 10 bis 14 Tage p. i. und der damit einhergehende sich verringernde
Erfolg aller Erregernachweismethoden legt den Schluss nahe, dass sich die durch
Parachlamydia-lnokulation induzierte Pneumonie als transient erwies und in Spontan-
remission trat. Diese Annahme wird zudem durch die zeitgleich abklingenden klinischen
Symptome und die Abnahme der nachgewiesenen Entziindungsmarker gestitzt. Darlber
hinaus konnte zu keinem Zeitpunkt weder eine hamatogene Verbreitung bzw. die Besiedelung
anderer Organe noch eine Ausscheidung von Parachlamydia erfasst werden.

3.2.3 Labordiagnostische Parameter zur Charakterisierung der
unspezifischen Immunantwort

Die labordiagnostischen Parameter, die zur Charakterisierung der lokalen sowie systemischen
Entzindungsreaktion herangezogen wurden, verhielten sich weitestgehend dosisabhangig.
Entsprechend der eingeschrankten klinischen Manifestation des Krankheitsbildes nach
Parachlamydia-Infektion zeigte sich die Gesamtleukozytenzahl im Blut unverandert, was
generell gegen eine starke, unspezifische Immunantwort des Organismus gegeniber dem
Bakterium spricht. Das Differentialblutbild wies jedoch eine Linksverschiebung auf, die sich am
deutlichsten ausgepragt in den mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten Kalbern am
4. Tag p.i. zeigte. Zieht man ahnlich Versuche am Kalb, jedoch unter Verwendung von
eindeutig pneumopathogener Erregern zum Vergleich heran, so fallt auf, dass sowohl
M. haemolytica als auch C. psittaci deutlich prominentere, infektionsspezifische Verschie-
bungen des weiflden Blutbilds hervorrufen (Hanzlicek et al., 2010; Ostermann et al., 2013).
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Ebenso verhalt es sich mit dem Akute-Phase-Protein LPB, das als vielversprechender
Biomarker flr respiratorische Infektionsgeschehen mit gramnegativen Bakterien im Rind
angesehen wird. Nach Inokulation mit C. psittaci zeigt sich der Verlauf der Serum-LBP-
Konzentration krankheitsbegleitend signifikant erhdht gegeniiber gesunden Kontrollen (Prohl
et al., 2015). Die LBP-Ausschittung infolge einer akuten Infektion mit M. haemolytica erfolgt
unmittelbar und konnte bereits 6 Stunden p. i. im Blut nachgewiesen werden (Schroedl et al.,
2001). Im direkten Vergleich wird deutlich, dass die Serum-LBP-Konzentration nach Exposition
mit 10 EBE P. acanthamoebae/Kalb nur eine 2,5-fache Erhéhung im Gegensatz zu einer 7-
fachen Erhdhung nach akuter M. haemolytica Infektion zeigt. Die Serum-LBP-Konzentrationen
von mit C. psittaci inokulierten Kélbern zeigten ebenfalls eine Dosisabhangigkeit, wobei die
Maximalwerte deutlich die der P. acanthamoebae infizierten Tiere Ubertrafen (Ostermann et
al., 2013). Zugleich wurde deutlich, dass inaktivierte Chlamydien ebenfalls eine LBP-
Freisetzung hervorriefen, was als Antwort auf die LPS-tragenden Zellwandbestandteile, wie
sie in ,beschnittener’ Art auch bei P. acanthamoebae vorkommen, zu deuten ist. Vor diesem
Hintergrund kann von einer geringgradig ausgepragten, unspezifischen Reaktion gegeniber
diesen Bestandteilen, wie sie auch in dem inaktivierten Inokulum vorkommen kdnnen, ausge-
gangen werden. Darauf I8sst der Verlauf des klinischen Gesamtscores der Kontrollgruppe
(inaktivierte 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb) schlieRen.

Die Serum-Lactoferrin (Lf)-Konzentration, die sich bei einem infektioésem Geschehen generell
deutlich erhéht darstellt, zeigte im Fall des Parachlamydia-Infektionsmodells keine
signifikanten Unterschiede im interindividuellen Vergleich, jedoch waren intraindividuelle
Erhéhungen in allen Gruppen nach Inokulation zu verzeichnen. Sowohl die Tiere der mit
108 EBE als auch die der mit 10" EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierte Gruppe zeigten
signifikant erhdhte Serum-Lf-Konzentrationen 2-3 Tage p. i. verglichen mit den jeweiligen
Ausgangswerten a. i. (baseline). Diesem Trend folgten ebenso die Serum-Lf-Konzentrationen
der mit inaktivierten 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten Tiere. Dieser Umstand kann
wiederum auf das Vorhandensein von parachlamydialem LPS in allen Inokulationsdosen
zurtickzufiihren sein. Da die Lf-Ausschittung durch neutrophile Granulozyten nach LPS-
Kontakt erfolgt, ist diese somit von der lokalen LPS-Konzentration abhangig. Die anti-
mikrobielle Wirkung basiert auf der Bindung lokaler Eisen-lonen oder direkter LPS-Bindung
(Vogel, 2012). Eine mit zunehmender Inokulationsdosis steigende Neutrophilenfraktion ohne
entsprechenden Lf-Anstieg lasst jedoch eine direkte Abhangigkeit des Lf von anderen LPS
bindenden Proteine, wie z. B. dem LBP vermuten (Elass-Rochard et al., 1998).

Die Erhéhung des Gehalts an neutrophilen Granulozyten in der BALF zum Zeitpunkt der
akuten Entziindungsphase steht in Ubereinstimmung mit dem Bild der Histologie der
Lungenlasionen, vor allem bei den Tieren, die mit 10'© EBE P. acanthamoebae/Kalb inokuliert
waren (TV 1: Table 2, Figure 5). Wider Erwarten zeigte der Gesamtproteingehalt im BALF-
Uberstand nach Parachlaydia-Exposition keine signifikante Erhdhung, wie es (neben dem
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Neutrophileninflux) kennzeichnend fiir eine ausgepragte pulmonale Entziindungsreaktion auf
die LPS-Prasenz gewesen ware (Thacker, 2006). Dementsprechend war, abgesehen von
einer Erhéhung der 15-HETE-Konzentration im BALF-Uberstand der mit 10'° EBE
P. acanthamoebae/Kalb inokulierten Tieren, auch keine weitere Veranderung der gemes-
senen Eicosanoidkonzentrationen im BALF-Uberstand nach Parachlamydia-Inokulation zu
verzeichnen (TV 1: Figure 3.). Ein Zusammenhang zwischen der Konzentrationserhéhung
dieser lokalen Entziindungsmarker, die als Folgeprodukte nach Aktivierung der Cyclo-
oxygenase-mediierten Arachidonsaurekaskade auftreten, und Chlamydia spp.-Infektion
konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden (Fukuda et al., 2005; Jaeger et al., 2007;
Reinhold et al., 2012; Stephens, 2003). Vergleichbare Daten zur BALF-Zytologie und zu
Entziindungsmarkern im BALF-Uberstand liegen lediglich fir experimentelle C. psittaci- und
M. haemolytica-Infektion beim Kalb vor. Der ausgepragten, klinischen Manifestation folgend,
korrelieren diese dabei mit der Schwere und dem akuten Charakter der induzierten,
pulmonalen Entziindungsreaktion (Reinhold et al., 2012; Walker et al., 1985). Davon
abgesehen kommt der verdinnende Effekt der bronchoalveolaren Lavage (120 ml 0,9% NaCl-
Lésung) und das variierende Rickgewinnungsvolumen (66,7 + 6,5%, Mittelwert £+ Standard-
abweichung) hinzu, die Einfluss auf die Nachweismengen der Entziindungsmarker-Proteine
(ng/ml), jedoch weniger auf die relativen Fraktionen der Zellpopulationen haben.
Zusammenfassend sprechen die Veranderungen und die Kinetik der untersuchten, labor-
diagnostischen Parameter fiir eine lokale und systemische Auseinandersetzung des Organis-
mus mit den intrabronchial inokulierten Parachlamydien in einem geringgradigen Umfang. Eine
signifikante Dosis-Wirkungs-Beziehung im Sinne einer Immunantwort konnte lediglich fur die
Serum-LBP-Konzentration und die Komposition der BALF-Zellpopulation nachgewiesen
werden.

3.2.4 Parameter der arteriellen Blutgase und Hamoximetrie

Die Wirkung von Parachlamydia auf die durch die arteriellen Blutgase charakterisierte Effizienz
des pulmonalen Gasaustauschs zeigte ebenso eine deutliche Abhangigkeit von der Inokula-
tionsdosis. Eine Reduktion des p.O: konnte nur bei den Tieren, die mit 10"° EBE
P. acanthamoebae/Kalb inokulierten worden waren, Uber die ersten beiden Tage p.i.
beobachtet werden (TV 2: Figure 1A). Der gleichzeitige Abfall der Oxyhamoglobin-
konzentration und der O,-Sattigung kann als direkte Folge des verringerten p.O2 angesehen
werden, dessen Ursache vor allem in einer Zunahme der zu Gberwindenden Diffusionsstrecke
der Atemgase zu suchen ist (TV 2: Table 1). Nach Erregerinokulation und lokaler
Entziindungsinduktion migrierten Immunzellen (vornehmlich neutrophile Granulozyten) in das
pulmonale Interstitium und verdickten somit die alveolokapillare Membran. Die gegeniiber dem
CO. nachteiligen Diffusionseigenschaften von O, spiegeln sich bei der verminderten
pulmonalen Diffusionskapazitat schlielich in einem reduzierten p.O. wider (Forster, 1957).
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Der p.CO; hingegen zeigte keine Veranderung, was (neben den vorteilhaften Diffusions-
eigenschaften) der erhéhten Atmungsfrequenz und der dadurch bedingten Hyperventilation
geschuldet war. Der Zustand einer absoluten Hypoxamie (p.O2 < 11,0 kPa; Reinhold &
Hoéchel, 2005) wurde dennoch zu keinem Zeitpunkt erreicht. Im Gegensatz zur mit schwerer
Dyspnoe einhergehenden EBP beim Kalb oder einer fulminanten C. psittaci-Pneumonie waren
die Abweichungen der arteriellen Blutgasparameter nach Inokulation von 10'° EBE
P. acanthamoebae/Kalb lediglich geringgradig ausgepragt (Ostermann et al., 2013; Soltesova
et al., 2015). Unter Berticksichtigung der aufgetretenen respiratorischen Symptome ist von
einer merklichen Veranderung der arteriellen Blutgasparameter erst nach profunden
Stérungen der aueren Atmung und einer entsprechend stark ausgepragten Dyspnoe
auszugehen (Strie et al., 1997), wie sie so im vorliegenden Versuch jedoch zu keinem
Zeitpunkt zur Geltung kamen. Nichtdestotrotz ist das Vorhandensein einer Hypoxamie im
arteriellen Blut bei geringgradiger Dyspnoe ein wichtiger Indikator fir eine pulmonale
Dysfunktion. Indirekt kann durch das Ausmalf} der Reduktion des p.O2 auf den Umfang des
affektierten Lungen-parenchyms geschlossen werden (Ellis et al., 2013). In unserem Modell
korrelierte nach intrabronchialer Inokulation von 10" EBE P. acanthamoebae/Kalb die
Ausdehnung der Lungenlasionen in Relation zum gesamten Organvolumen (6,6%; TV 1:
Table 3) zeitlich (1 bis 2 Tage p. i.) und im Ausmal} mit der Reduktion des p.O2 (6,41%; TV 2:
Figure 1A). Abgesehen vom geringen Umfang dieser makroskopisch evaluierten Bereiche mit
vermeintlicher Beeintrachtigung von alveolarer Ventilation und vorhandener Diffusions-
barriere, kommen sowohl pulmonale als auch hamodynamische Kompensationsmechanismen
infrage, die fur eine Aufrechterhaltung des Gasaustauschs verantwortlich sind. Zum einen tragt
eine reflektorische Erhohung des Atem- und Herzminutenvolumens dazu bei, dass
Lungenbereiche rekrutiert werden, die zuvor wenig am Gasaustausch beteiligt waren und dass
O2-bindungsfreudiges Hamoglobin zur Verfligung steht. Zum anderen bedingt die hypoxisch
pulmonale Vasokonstriktion die Regulation der Perfusionsverhaltnisse von Bereichen
alveolarer Hypoventilation zugunsten besser ventilierter Lungenbezirke. Die Effizienz dieser
Kompensations-mechanismen gewahrleistet unter Ruhebedingungen die Aufrechterhaltung
der O.-Versorgung des Gesamtorganismus trotz moglicherweise vorhandener, respira-
torischer Insuffizienz (Reinhold, 1997).

Alle weiteren Abweichungen in den hamoximetrischen Parametern (z. B. Hamatokrit und
Gesamthamoglobinkonzentration 1) der mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten
Kalber lassen sich durch die Beeintrachtigung des Allgemeinzustands und der damit
zusammenhangenden Hamokonzentration durch reduzierte Flissigkeitsaufnahme erklaren.
Abgesehen davon traten retroperitoneale Blutungen durch die invasive Implantation des
arteriellen Katheters in die Aorta abdominalis auf, wodurch ebenso Abweichungen im
Hamatokrit und in der Gesamthamoglobinkonzentration des Blutes der Kontrollkalber
begrindet sein kénnen.
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3.2.5 Differenzierende Lungenfunktionsdiagnostik

Die Induktion einer respiratorischen Dysfunktion, nachgewiesen durch eine signifikante
Reduktion des p.0O», war ausschlieRlich durch die Inokulationsdosis von 10'° EBE
P. acanthamoebae/Kalb mdglich. Dementsprechend erfolgte eine differenzierende Evaluie-
rung der Lungenfunktion nur an Kalbern, die mit dieser Parachlamydia-Dosis inokuliert
wurden. Da eine Signifikanz der relativen Verringerung des p,O. ausschliellich fiir die ersten
beiden Tage p.i. vorlag, war anzunehmen, dass sich die daflr ursachlichen, lungen-
funktionellen Stérungen im selben Zeitraum manifestieren. Neben der Erfassung der gangigen
spirometrischen Daten ermdglicht das zur Anwendung gekommenen Messsystem (I0OS) eine
funktionelle Differenzierung der Atmungsmechanik zwischen Atemwegswiderstand (Rr) und
thoracopulmonaler Compliance (Xrs) als mogliche Ursache auftretender Ventilationsstérungen.
Eine ausgepragte Ventilationsstérung hatte neben einer Hypoxamie unweigerlich eine Hyper-
kapnie zur Folge, welche im vorliegenden Fall jedoch zu keinem Zeitpunkt detektierbar war.
Das bedeutet, dass das Ausmall der minderventilierten Bereiche generell als gering anzu-
sehen ist und in etwa mit dem des makroskopisch veranderten Lungengewebes gleichgesetzt
werden kann. Daflr sprechen zudem die pathohistologischen Befunde (TV 1).

Im konsolidierten Lungenparenchym wiesen terminale Bronchien und Alveolen eine Fullung
mit entziindlichem Exsudat und Fibrin auf. Der entziindungsbedingte, interstiticlle Neutro-
phileninflux fuhrt aullerdem zu einer Zunahme der Starke der alveolokapillaren Membran.
Diese Ansammlung von Flussigkeit, Zellen und Zelldebris in den tiefen Atemwegen bedingte
eine Vergrolkerung der fur die Atemgase zu Uberbrickenden Diffusionsstrecke. Die damit
zugleich einhergehende Verlegung der Atemwege verhindert die Ventilation dieser Bronchial-
abschnitte und der nachgeschalteten Alveolarbereiche. All die aufgefliihrten Zustande flihren
im Endeffekt dazu, dass der alveoloarterielle O»-Transfer behindert wird und ein physio-
logischer p.O- nicht aufrechterhalten werden kann. Die bereits erwahnten, besseren Diffusi-
onseigenschaften von CO, gegenuber Oz und eine funktionierende pulmonale Ventilation
erlauben hingegen eine ungestorte CO2-Abatmung. Dementsprechend unverandert fielen der
damit in direktem Zusammenhang stehende p.CO. sowie die capnometrischen Befunde aus
(z. B. Va/Vy, ETCO3; TV 2: Table S2). Ahnliche Befunde wiirden eine Stérung der pulmonalen
Perfusion charakterisieren, deren Vorliegen jedoch durch den fehlenden Nachweis von
infarziertem bzw. atelektatischem Lugenparenchym post mortem weitestgehend ausgeschlos-
sen werden konnte. Anpassungen in Atmungsmuster, Distribution und Perfusion bilden die
kompensatorischen Mechanismen zum Ausgleich einer auftretenden Minderventilation um das
alveolare Gasgemisch zu optimieren (Reinhold, 1997). Vor allem der reflektorische Anstieg
der Atmungsfrequenz war mafgeblich fur die Erhéhung von Vmin/MBW und somit entscheidend
fur die Kompensation der mdglicherweise weniger ventilierten Lungenareale. Wie jedoch die
initial erhohte V'spec Und die zeitgleich unveranderte V'o, zeigt, konnte auch die vermehrte
Atemarbeit zu keiner Erhdhung der Oxigenierung des arteriellen Blutes innerhalb der ersten



65 Diskussion

beiden Tagen p. i. beitragen. Im weiteren Verlauf erhéhte sich V’'o, zur Deckung des metabo-
lischen Bedarfs aufgrund der Regeneration des entziindlich veranderten Lungengewebes
(TV 2: Figure 3C).

Uber die betroffenen Lungenbereiche hinausreichende Atemwegsobstruktionen konnte durch
eine im Vergleich zu den baseline Daten sogar reduzierte R s1./BW ausgeschlossen werden.
Kalber mit latenter Chlamydia spp.-Feldinfektionen einer anderen Studie zeigten ausgepragte,
periphere Atemwegsobstruktionen, die sich im Laufe des langen Untersuchungszeitraums als
resident erwiesen und sogar verschlimmerten (Jaeger et al., 2007). Die daflir als Ursache
benannte Proliferation des Bronchus-assoziierten lymphatischen Gewebes konnte in der
eigenen Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Die Reduzierung von R s1/BW nach
Parachlamydia-Inokulation entspricht hingegen einer kompensatorischen Bronchodilatation
(TV 2: Figure 4A) und ist als Folge der intensivierten Atemarbeit zu sehen, welche durch einen
zeitgleichen Anstieg von Vmin/MBW und V'e am 3. Tag p.i. gekennzeichnet war (TV 2:
Table S2). Die ganzlich unveranderte X su/BW ist ein Beleg dafiir, dass die induzierte
Parachlamydia-Infektion ohne Einfluss auf die pulmonale Compliance war. Im Unterschied
dazu zeigten Kalber nach C. psittaci-Infektion im Zuge des maximalen Ausmalies der
induzierten Erkrankung neben der ebenso vorherrschenden Diffusionsstérung und peripherer
Atemwegsobstruktion, eine verringerte pulmonale Compliance (Ostermann, 2013).

Im vorliegenden Versuch war es nicht moglich den tatsachlichen Funktionszustand der
Atmungsorgane durch eine Korrelation der Impuls-Oszilloresistometriedaten zu den arteriellen
Blutgaswerten darzustellen, wie es durch Strie et al. (1997) fur Kalber mit Erkrankung des
respiratorischen Systems beschrieben wurde. Da keine reine Ventilations- und Perfusions-
stérungen dokumentiert werden konnten, kommt nach dem Ausschlussprinzip und in Verein-
barung mit den erhobenen, pathologischen Befunden lediglich eine Diffusions- bzw. Distributi-
onsstorung (Ventilation/Diffusions-Mismatch) infrage, deren Ausmal initial zu einer
Verminderung des p.O- fiihrte.
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3.3 Biologische Relevanz

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine deutliche Abhangigkeit aller untersuchten Parameter
(Read-out Kriterien) von der Vitalitat und der Inokulationsdosis von P. acanthamoebae. Dabei
konnten ausschlieRlich mit der Dosis von 10" EBE P. acanthamoebae pro Kalb apparente,
respiratorische Symptome induziert werden. Der Grof¥teil der krankhaften Befunde trat in uni-
formem Ausmal und zeitlicher Kongruenz auf. Demensprechend ist mit hoher Wahrscheinlich-
keit davon auszugehen, dass klinische Symptome, Erhéhung der entziindungsspezifischen
Parameter und respiratorische Dysfunktion bedingt voneinander eintraten und sich als Folge
ein konstantes Bild einer transienten, pulmonalen Entziindungsreaktion abzeichnete. Dass die
aufgetretenen klinischen Symptome und die damit einhergehende Lungenpathologie durch die
intrabronchiale Inokulation von P. acanthamoebae hervorgerufen wurden, kann durch den
gleichzeitigen Ausschluss von Co-Infektion als erwiesen angesehen werden. Zudem konnte
durch den molekularbiologischen Nachweis von Parachlamydia-spezifischer DNA sowie
Erregerisolierung durch Co-Kultivierung in Proben des veranderten Lungengewebes wahrend
aller Untersuchungszeitpunkte ein kausaler Zusammenhang zwischen der Parachlamydia-
Infektion und der klinischen Symptomatik, den pathologischen Befunden sowie den funktionel-
len Stérungen gezogen werden. Die Abweichungen der untersuchten Lungenfunktions-
parameter im Zeitraum von 1 bis 4 Tage p. i. weisen per se auf eine Stérung des respirato-
rischen Systems der Kalber nach Parachlamydia-Inokulation hin, wobei die quantitativen
Abweichungen lediglich ein geringgradiges Ausmal} zeigten.

Als Grund fir die insgesamt schwach verlaufende Erkrankung sind (im Vergleich zu den
Chlamydiaceae) fehlende bzw. minderpotente Virulenzfaktoren der Parachlamydien sowie die
Immunkompetenz des Wirtes anzufiihren. Die vornehmliche Lokalisation von Parachlamydia
in alveolaren, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen bereits zwei Tage p. i. weist auf
eine schnelle Eradikation hin, wie sie auch durch eine sich reduzierende Erregerlast bestatigt
wurde. Das Ausbleiben einer proinflammatorischen Cytokinantwort nach Makrophagen-
besiedelung durch Parachlamydia (Greub et al.,, 2005) ist mit einer abgeschwachten
Entziindungsreaktion und den niedrigkonzentrierten Biomarkern (LBP, Lf, Eicosaniode), wie
sie im vorliegenden Versuch auftraten, gut zu vereinen.

Die Pathogenitat im Sinne einer kumulativen Dissonanz' stellt letztendlich das summierte
Spektrum aller provozierten Immunantworten dar. Diese werden neben den immunogenen
Errergereigenschaften auch durch alle variablen Bedingungen des infizierten Wirts bestimmt
(proinflammatorische bzw. supressive Effektoren), die bei bestehender Imbalance zu
dysfunktionellen bzw. ultimativ destruktiven Reaktionen flihren (Inglis, 2007). Deutlicher als im
bovinen Wirt kam dieser Umstand in den murinen Infektionsmodellen zum Tragen. Auf die
moglichen Ursachen zum unterschiedlichen Ausgang einer induzierten Parachlamydia-
Infektion im Maus- und Kalbermodell wurde bereits im Abschnitt 3.2.1 hingewiesen.
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3.4 Pradisponierende Faktoren

Die Frage, ob P. acanthamoebae in der Lage ist, durch Monoinfektion im immunkompetenten
Wirt (Kalb) eine respiratorische Erkrankung hervorzurufen, war zentraler Bestandteil der
vorliegenden Arbeit. Alle, auf die intrabronchiale Parachlamydia-Inokulation zurtuckzu-
fuhrenden Krankheitssymptome sowie pathologischen Befunde zeigten sich noch innerhalb
des Versuchszeitraums (7 bis 14 Tage p.i.) in spontaner Remission. Die direkt in den
Respirationstrakt applizierten Inokula stellten eine in Bezug auf ein natirliches Vorkommen
hohe Erregerlast dar, welche durch den Wirt deutlich und schnell reduziert wurde. Um diese
Umstande in Einklang mit dem Parachlamydia-Nachweis in natirlich auftretenden Infektions-
geschehen zu bringen, erscheint die Theorie des opportunistischen Keims sehr naheliegend.
Bisher konnte in noch keinem klinischen Fall Parachlamydia als singularer Infektionserreger
nachgewiesen, geschweige denn aus entsprechendem Probenmaterial isoliert werden. Meist
traten serologische sowie molekularbiologische Hinweise in Verbindung mit Vorerkrankungen
oder Begleiterscheinungen verschiedener Ursachen auf (Lamoth & Greub, 2010). All diesen
ist gemein, dass sie einen immunsuppressiven Einfluss auf das betroffene Individuum hatten.
Wie auch bei den bekannten Erregern atypischer Pneumonien sowie im Fall der multifaktoriell
bedingten EBP des Kalbes scheint die Immunkompetenz des Wirtes eine herausragende Rolle
im Prozess der Pathogenese einzunehmen. Abgesehen davon sind dynamische Verande-
rungen der auf den Wirt einwirkenden Umweltbedingungen, wie sie z. B. bei aktiv beatmeten,
humanen Intensivpatienten (Greub et al., 2003b) oder unglnstigem Herdenmanagement bei
Kalbern (Kaske et al., 2012) vorkommen, von besonderer Bedeutung fir die Wirtssensibilitat
gegenuber fakultativ pathogenen Mikroorganismen. So konnte ein deutlicher Effekt des letzt-
genannten Faktors auf das Vorkommen und die 6konomischen Folgen chlamydialer Infek-
tionen beim Rind identifiziert werden (Reinhold et al., 2011).

4 Schlussfolgerung und Perspektiven

Mit dieser Studie wurde erstmals die Pathogenitat von P. acanthamoebae als respiratorisches
Agens und die durch es verursachten pathophysiologischen Konsequenzen in der Saugetier-
lunge anhand eines etablierten Grof3tiermodells evaluiert. Die intrabronchiale Inokulation von
lebenden P. acanthamoebae fiuhrte dosisabhangig zu klinisch manifesten Symptomen einer
Atemwegserkrankung, der eine subakute, fibropurulente Pneumonie zugrunde lag. Der milde
Krankheitsverlauf, die moderaten Lungenveranderungen und die dementsprechend in
geringem Umfang veranderten Lungenfunktionsparameter lassen den Schluss zu, dass der
eingesetzte Erreger nur eine fakultative Pneumopathogenitat von geringer Virulenz im bovinen
Wirt aufweist. Verglichen mit bekannten respiratorischen Krankheitsbildern (z. B. verursacht
durch Chlamydia spp. oder M. haemolytica) in ahnlichen experimentellen Modellen ist
P. acanthamoebae mit groller Wahrscheinlichkeit als weitaus weniger pathogen
einzuschatzen.
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Nichtdestotrotz besteht die zuklnftige Herausforderung in der Identifikation mdglicher,
epidemiologischer Risikofaktoren, um die Wirkung latenter sowie manifester Parachlamydia-
(Co-)Infektionen in einem gréReren Umfang bei Mensch und Tier untersuchen zu kénnen.
Abgesehen von respiratorischen Erkrankungen sind dabei vor allem urogenitale Infektionen in
Zusammenhang mit abortiven Krankheitsgeschehen zu berlcksichtigen. Zudem bedarf es der
EinfUhrung von Standardmethoden flr die serologische und molekularbiologische Diagnostik
um eine reprasentative Pravalenz als Grundlage zur Abschatzung der pathogenen Bedeutung
erheben zu kénnen. Daruber hinaus steht nach wie vor der ultimative Nachweis durch
Erregerisolierung aus einem nach Parachlamydia-Feldinfektion erkrankten Individuum aus.



69 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Evaluierung der Pathogenitat von Parachlamydia acanthamoebae durch
experimentell induzierte, respiratorische Infektion im bovinen Wirt

Einleitung

Parachlamydia (P.) acanthamoebae ist ein den Chlamydien verwandtes, ebenso obligat
intrazellulares Bakterium, das seinem Entwicklungszyklus entsprechend in verschiedenen
Zustanden vorliegen kann. Natirlicherweise kommt es als Amében-assoziierter Endosymbiont
vor und hat sich flir Mensch und Tier als potentiell pathogen erwiesen. Als moglicher Erreger
steht es im Verdacht, neben abortiven urogenitalen Infektionen bei Mensch und Wiederkauern,
an der Atiologie atypischer Pneumonien beteiligt zu sein. Erste Anzeichen dazu gaben sero-
epidemiologische Untersuchungen zur atiologischen Ursache respiratorischer Infektionen.
Durch In-vitro-Studien und Infektionsversuche im Mausmodell ergaben sich weitere Hinweise
auf eine pneumopathogene Eigenschaft von P. acanthamoebae. Nicht zuletzt wegen der
vermeintlichen Besiedelung vieler verschiedener Spezies und des ubiquitdren Vorkommens
wird auf ein zoonotisches Potential hingewiesen.

Ziel

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es ein respiratorisches Infektionsmodell mit
P. acanthamoebae im bovinen Wirt zu etablieren. Anhand einer experimentellen Infektion des
Respirationstraktes von Kalbern mit P. acanthamoebae sollte das pneumopathogene Potential
dieses Bakteriums evaluiert und die gegebenenfalls induzierten pulmonalen Dysfunktion
charakterisiert werden.

Studiendesign und involvierte Tiere
Das Versuchstierkollektiv bestand aus insgesamt 42 mannlichen, 3 - 7 Wochen alten,
Holstein-Frisian Kalbern. Die respiratorische Challenge erfolgte durch Inokulation von drei
verschiedenen Parachlamydia-Dosen:

e 108 einschlusskorperchenbildende Einheiten (EBE) hitzeinaktivierter

P. acanthamoebae/Kalb (n=9)

e 10% EBE vitaler P. acanthamoebae/Kalb (n=12)

e 10'"° EBE vitaler P. acanthamoebae/Kalb (n=21)
Im ersten Teilversuch (TV 1) wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung der drei verschiedenen
P. acanthamoebae-Inokulationsdosen in der Kalberlunge im interindividuellen Vergleich Gber
einen Zeitraum bis 14 Tage post inoculationem (dpi) untersucht. Die Read-out-Kriterien zur
Evaluierung der systemischen Wirtsantwort berlcksichtigten dabei klinische und labor-
diagnostische Parameter, deren tagliche Erhebung in vivo erfolgte. Eine Ex-vivo-Beprobung
zur Erfassung der lokalen Entziindungsmechanismen sowie der pathologischen Verande-
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rungen erfolgte zu den Zeitpunkten 2, 3, 4, 7, 10 und 14 dpi. Zeitgleich erfolgten Untersu-
chungen zum direkten Nachweis und zur Rekultivierung von P. acanthamoebae.

In TV 2 wurden in einem ersten Abschnitt die KenngréRen des pulmonalen Gasaustauschs
der drei Tiergruppen zur interindividuellen Untersuchung bis 7 dpi erfasst (Study 1). Im zweiten
Abschnitt wurden die Auswirkungen der durch 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb induzierten
Infektion auf die pulmonalen Funktionen bis 10 dpi untersucht (Study 2). Dazu wurden Para-
meter der differenzierenden Lungenfunktionsdiagnostik zu den Zeitpunkten 7 und 4 Tage vor
Inokulation sowie 2, 3, 4, 7, 8 und 10 dpi intraindividuell als longitudinale Verlaufskontrolle
quantifiziert. Wahrend der beiden Teilversuche wurden zum Ausschluss von Co-Infektionen
begleitende Analysen zur mikrobiologischen Beurteilung des Atmungsapparates durchgeflhrt.

Material und Methoden

Die Inokulation eines jeden Kalbes erfolgte intrabronchial mit 6 ml des insgesamt 8 ml umfas-
senden Inokulums, das die jeweilige Parachlamydia-Dosis in Suspension enthielt. Die verblei-
benden 2 ml des Inokulums wurden zusatzlich intranasal appliziert.

In TV 1 erfolgte die Evaluierung der systemischen Wirtsantwort anhand des klinischen
Gesamtscores, der Blut-Leukozytendifferenzierung sowie der Serumkonzentration der beiden
Akute-Phase-Proteine Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP) und Lactoferrin. Die
lokalen Entziindungsmechanismen wurden anhand inflammatorischer Marker (Zytologie und
Gesamtprotein-/Eicosanoidkonzentration) in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF)
sowie mittels pathologischer und histologischer Untersuchungen charakterisiert. Zur Quanti-
fizierung der Erregerlast im Gewebe sowie der Erregerausscheidung kam ein direkter Erreger-
nachweis durch quantitative real-time PCR zum Einsatz. Darliber hinaus sollte mittels Immun-
histologie und amdobialer Co-Kultivierung die Kausalitat von Erreger und Wirkung geklart
werden.

In Study 1 des TV 2 wurden die Parameter der arteriellen Blutgase und Hamoximetrie zur
Beurteilung herangezogen. Dazu wurde diesen Tieren Uber einen zuvor implantierten Verweil-
katheter in der Aorta abdominalis taglich arterielles Blut entnommen und analysiert. In Study 2
des TV 2 wurden ausschlieRlich die mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten Tiere
(n=9) nichtinvasiven Lungenfuntionstests (Impuls-Oszilloresistometrie, volumetrische Kapno-
metrie, Helium-Dilution) unterzogen.

Ergebnisse

Die experimentelle Parachlamydia-Infektion resultierte in einer reproduzierbaren Beziehung
zwischen Erregerdosis und Wirtsreaktion, welche nur nach Inokulation mit 10" EBE
P. acanthamoebae/Kalb und bis 5 dpi ein apparentes Ausmal} respiratorischer Symptome
induzierte. Der Median des klinischen Gesamtscores der mit 10'© EBE P. acanthamoebae/
Kalb inokulierten Tiere kulminierte 1 dpi bei 3/49 Punkten und war bis 4 dpi (im Vergleich zu
den mit inaktivierten 108 EBE und vitalen 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierten
Gruppen) signifikant erhdht. Die mit einem subklinischen Krankheitsbild einhergehende Chal-
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lenge mit 108 EBE P. acanthamoebae/Kalb miindete, ebenso wie die Inokulation mit dem
inaktivierten Erreger aufgrund unspezifischer Symptome, lediglich in einem medianen
klinischen Gesamtscore von 1/49 Punkten. Sowohl das Ausmal} der systemischen als auch
der lokalen Entziindungsmarker korrelierten mit dem beobachteten Krankheitsverlauf. Dem-
entsprechend zeigte dabei ausschlieflich die mit 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb inokulierte
Versuchsgruppe von Signifikanz gepragte Erhéhungen der Serum-LBP-Konzentration sowie
in der Zellzahl neutrophiler Granulozyten und der 15-Hydroxyeicosatetraenonsaure-Konzen-
tration in BALF gegenliber den Kalbern, die mit 108 EBE inaktivierten und 108 EBE vitalen
P. acanthamoebae/Kalb inokuliert worden waren. Die pathologischen und histologischen
Befunde ergaben eine subakute, fibropurulenten Pneumonie mit deutlichster Auspragung
nach Inokulation von 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb im Zeitraum von 2 — 4 dpi, deren
Ausmall ebenso dem klinischen Bild entsprach. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
traten alle entziindungsbedingten, pulmonalen Veranderungen in spontane Remission. Ein
Erregernachweis war in allen mit lebensfahigen Parachlamydien infizierten Gruppen ber den
gesamten Untersuchungszeitraum in Atemwegs-assoziierten Gewebe moglich. Die
Erregerlast nahm jedoch Uber die Zeit ab. Eine Erregerausscheidung konnte zu keinem
Zeitpunkt nachgewiesen werden.

Die Parameter der arteriellen Blutgase zeigten ausschlieRlich bei den mit 10'° EBE
P. acanthamoebae/Kalb infizierten Kalbern 1 — 2 dpi eine geringgradige Hypoxamie. Die
kompensatorisch erhohte Atemarbeit war durch eine Zunahme von Atmungsfrequenz,
Atemminutenvolumen sowie spezifischer Ventilation 2 — 3 dpi gegenliber der Ausgangswerte
vor Inokulation gekennzeichnet. Aufgrund der pathohistologischen Befunde ist von einer O,-
Diffusionsstérung als Folge der transient verlaufenden, pulmonalen Entziindungsreaktion
nach Inokulation von 10'° EBE P. acanthamoebae/Kalb auszugehen, die zu einer temporéaren
Reduktion des transmembrandsen O-Transfers flhrte.

Schlussfolgerungen

Die als Hauptziel deklarierte Etablierung eines respiratorischen Parachlamydia-
Infektionsmodells im bovinen Wirt wurde erreicht. Die durch die Umsetzung des
Versuchsvorhabens erlangten Ergebnisse leisten einen wertvollen Beitrag zur Aufklarung der
Pathogenese sowie der Pathophysiologie von P. acanthamoebae in der Saugerlunge. Die
daraus abschatzbare Pathogenitat in der Kélberlunge ist, verglichen mit anderen chlamydialen
Erregern, als gering anzusehen. Es bleibt weiterhin zu klaren welche Rolle Parachlamydia als
opportunistisches Pathogen bei Atemwegserkrankungen sowie im Rahmen der Infektion
anderer Organsysteme zukommt.
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6 Summary

Evaluation of the pathogenicity of Parachlamydia acanthamoebae in an
experimentally induced, respiratory infection in the bovine host

Background

Parachlamydia (P.) acanthamoebae is a Chlamydia-related bacterium, that exhibits an intra-
cellular lifestyle. Its state of presence is depending on the stage of its developmental cycle.
Naturally, it occurs as amoeba associated endocytobiont with a pathogenic potential being
hypothesised towards humans as well as animals. Besides urogenital infection leading to
miscarriage in humans and ruminants, suspicion was raised about the aetiological involvement
of Parachlamydia in atypical pneumonia. Seroepidemiologic studies substantiated the para-
chlamydial engagement in respiratory tract infections, which was finally confirmed by in vitro
studies and infection trials in a murine model. Not only the colonisation of a vast spectrum of
species, but also its ubiquitous dispersal contributes to the assumption of harbouring a
zoonotic potential.

Objective

The primary objective of this study was to establish a bovine model of a respiratory
P. acanthamoebae infection. By this means, the pneumopathogenic potential of
P. acanthamoebae was to be evaluated after its inoculation with the respiratory tract of calves.
Furthermore, the underlying pathophysiology of a possible respiratory dysfunction was to be
characterized.

Study design and involved animals
A total of 42 male Holstein-Frisian calves at the age of 3 — 7 weeks were enrolled in this study.
The respiratory challenge was performed by inoculation of three different Parachlamydia
doses:

e 10% inclusion-forming units (IFU) of heat inactivated P. acanthamoebae/calf (n=9)

e 108 IFU of live P. acanthamoebael/calf (n=12)

e 10" IFU of live P. acanthamoebae/calf (n=21)
For reasons of implementation, the investigation was subdivided into two consecutive ftrials
(TV). In TV 1, the dose-response relationship of three different challenge doses of
P. acanthamoebae were examined in interindividual comparison over a period of 14 days post
inoculationem (dpi). The read-out criteria for evaluating the systemic host response comprised
clinical and laboratory parameters assessed in vivo on a daily basis. Ex vivo samplings
distinguishing local inflammation and pathology were captured 2, 3, 4, 7, 10, and 14 dpi.
Relating to this, pathogen detection and parachlamydial reisolation were purposed.
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TV 2 was intended to investigate the host-pathogen interaction on a functional level. Therefore,
in a first part the effects of the three different Parachlamydia inoculation doses on the calves’
pulmonary gas exchange were analyzed and compared interindividually until 7 dpi (Study 1).
In the second part, the effect of a parachlamydial challenge of 10'° IFU P. acanthamoebae
/calf on the respiratory system on a functional basis was studied by differential pulmonary
function testing (Study 2). The corresponding data were assessed intraindividually in a
longitudinal sequence at 7 and 4 days before inoculation as well as 2, 3, 4, 7, 8 and 10 dpi.
During both trials, the exclusion of respiratory coinfection was confirmed by microbiological
assessment.

Material and methods

The inoculation of each calf was carried out intrabronchial using 6 ml of a total of 8 ml inoculum
containing the particular parachlamydial challenge dose. The remaining 2 ml were applicated
intranasally.

In TV 1, the assessment of the systemic host response comprised the total clinical score
(determined by physical examination), white blood cell count and the serum concentrations of
the two acute phase reactants lipopolysaccharide binding protein (LBP) and lactoferrin. The
local inflammatory reaction was characterized using markers of inflammation (cytology and
concentration of total protein and eicosanoids) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) as well
as findings of gross pathology and histopathology. Quantitive real-time PCR was employed to
detect and quantify the pathogen load and -excretion. Moreover, immunohistochemistry and
amoebal coculture were to contribute to prove the causality of pathogen-host reaction.

In Study 1 of TV 2, parameters of the arterial blood gases and haemoximetry were assessed.
Therefore, the involved calves received an aortic catheter to facilitate daily collection of arterial
blood. In Study 2 of TV 2, only calves (n=9) challenged with 10" IFU P. acanthamoebae/calf
were subjected to non-invasive pulmonary function testing (impuls-oscillometry, volumetric
capnometry and Helium dilution).

Results

The experimental Parachlamydia infection resulted in a reproducible, challenge dose-
dependent host reaction, which was exhibited in individuals receiving live 10'° IFU
P. acanthamoebae/calf, only. The apparent respiratory illness lasted until 5 dpi. The median
of the total clinical score of calves challenged with 10" IFU P. acanthamoebael/calf culminated
1 dpi at 3/49 points and was significantly elevated until 4 dpi (compared to the groups
inoculated with inactivated or live 108 IFU P. acanthamoebaelcalf). In contrast, individuals
receiving 108 IFU of live P. acanthamoebaelcalf were affected subclinically and exhibited,
likewise calves challenged with inactive Parachlamydia, a median of the total clinical score of
1/49 points due to mild, unspecific symptoms, that resolved instantly. The increase in both
systemic and local inflammatory markers correlated well with the observed course of the total
clinical score. Accordingly, significance was stated for the calves challenged with 10'° IFU
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P. acanthamoebae/calf concerning the increase in serum LBP concentration as well as in the
neutrophil fraction and 15-hydroxyeicosatetraenoic acid concentration in BALF compared to
the groups inoculated with inactivated or live 108 IFU P. acanthamoebae/calf. The pathological
and histological findings yielded a subacute, fibropurulent pneumonia with the greatest extent
in animals exposed to 10" IFU P. acanthamoebaelcalf each occurring at 2 — 4 dpi. All signs
of inflammation as well as pulmonary lesions befell remission until the end of the study.
Parachlamydial detection was possible in respiratory tract associated tissues in both, with live
inoculum exposed groups at all investigated time points. However, the pathogen load
decreased over time indicating its eradication. There was no parachlamydial excretion
detectable at any time point.

Only in calves inoculated with 10'° IFU P.acanthamoebae/calf, the parameters of arterial blood
gases indicated a mild hypoxaemia at 1 — 2 dpi. In these calves, an increase in respiratory
rate, volume of minute ventilation and specific ventilation compared to baseline values before
parachlamydial challenge indicated an increase in breathing effort to compensate for a
dysfunctional O, diffusion at 2 - 3 dpi. In accordance with these findings as well as
pathohistology, a transient, pulmonary inflammation in calves due to inoculation with 10" IFU
P. acanthamoebae/calf resulted in a temporary decrease of transmembrane O, transfer.

Conclusion

The primary objective of establishing a bovine model of a respiratory P. acanthamoebae
infection was successfully accomplished. The results gained by the implementation advance
the understanding of the potential pathogenic role of P. acanthamoebae in the bovine host.
Furthermore, the intraindividual study type provides insight into the pathogen-host interaction
and the pathophysiologic consequences within the bovine lung. Compared to the known
chlamydial pathogens, the pathogenicity of P. acanthamoebae towards the bovine respiratory
system seems to be limited. However, it still remains unclear which importance is attached to
Parachlamydia in terms of being an opportunistic respiratory (co)pathogen and of infecting
other organ systems.
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