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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Erfindung des Lichtmikroskops im 18. Jahrhun@gschloss den Forschern
die bis dahin unbekannte Welt des Mikrokosmos. &sede nicht lange, bis
MULLER (1773) die ersten Trichomonaden fand, dieaés Cercaria tenax
ansprach. DONNE (1836) isolierte solche ,Tierchearf den Geschlechts-
organen des Menschen und konnte Trichomonaden ebestimmten

Erkrankung zuordnen. Er nannte sie Trico-monas n&gi Es folgte eine
intensive Erforschung, bei der viele verschiedemeem gefunden und licht-
mikroskopisch unterschieden wurden (RIVOLTA, 18RBEDMULLER, 1928;

SIMITCH, 1939 und andere). In den 50er Jahren wuule ersten trichomona-
denspezifischen Chemotherapeutika erprobt und asgeh (STABLER und
MELLENTIN, 1953), die mit der Zeit immer weiter \m¥ssert wurden. Bedingt
durch die groRen Therapieerfolge wurde die bis makge Forschung stark
zuruckgefahren, da allein bei Betrachtung der &then Heilung die

wesentlichen praktischen Probleme als gelost exsehi Und wirklich scheint
die Deckseuche des Rindes und die Trichomoniass Menschen dank
HygienemalRnahmen und der Chemotherapie fast bemiegéin. Beim Vogel

hat sich trotz Medikamentengabe die Trichomonosdeim Bestdnden gehalten
(KALETA et al., 1990). Es muss regelmaRig mit ein&mroimidzolpraparat

behandelt werden, um wirtschaftlichen Schaden \magen.

1995 wurden Nitroimidazole in Anhang IV der Veroutig (EWG) Nr. 2377/90
aufgenommen, da eine fur den Menschen schadlichieug nicht ausgeschlos-
sen werden kann (KROKER et al., 2002). Somit wurdenchemotherapeuti-
schen Mdoglichkeiten zur Behandlung lebensmittedliefler Tiere immer weiter
eingeschrankt. Am 31. Marz 2003 lief die Ubergangsfir das letzte Mittel
zur Prophylaxe (Nifursol®) nach der Verordnung (EYM&. 1756/2002 ab, in

der dem Mittel die Zulassung entzogen wird. Dadwstdhen die Tierarzte und



2 Einleitung

Tierhalter vor den alten Problemen, die bereits dar Zulassung von
Chemotherapeutika mit nachgewiesener Wirkung gdglagellaten bestanden
(SCHAAF, 1937). Wegen der heutzutage gehaltenefRegrolierbestande hat
sich die Lage erheblich verscharft. Mehrfach ist beseits bei Puten zum
seuchenhaften Auftreten voHistomonas meleagridisn Intensiv-Bestanden
gekommen (REDMANN et al., 2003) und ahnliches stéhifrichomonaden zu
befirchten (BONDURANT and HONIGBERG, 1994).

Vor diesem Hintergrund wird klar, warum die Wieddreashme von intensiver
Forschung sehr wichtig ist. Taxonomische Klarhgiteine wichtige Vorausset-
zung fur eine erfolgreiche epidemiologische undikbhe Forschung. Leider
sind die bisherigen Untersuchungsergebnisse zuronkarie noch sehr

unbefriedigend.

Diese Arbeit soll einen Beitrag leisten (i) zum RNaeis von Flagellaten beim
Hausgefligel sowie bei Zier- und Wildvogeln, (iprzMikromorphologie der
angezichteten Flagellaten und (iii) zur systemlaésc Einordnung mittels
genetischen Untersuchungen der 5,8S rRNA-Region. dlesen Erkenntnissen
sollen spater hygienische und klinische MaRnahmegelaitet und gezielte

ProphylaxemalRnahmen durchgefuhrt werden kénnen.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Trichomonas spp.

Bei den Protozoen der Gattuidgichomonas die umgangsprachlich meist als
Trichomonaden bezeichnet werden, handelt es sich Rlagellaten, also

begeil3elte Einzeller.

2.1.1 Taxonomie vonTrichomonas spp.

Die Protozoen der Gattung Trichomonas wurden zwsteemMal von MULLER
(1773) als Cercaria tenaxbeschrieben. DONNE (1836) fanitrichomonas
vaginalisbeim Menschen und konnte sie als Erster einembegéen Erkrankung
zuordnen. Die Erstbeschreibung beim Vogel erfolgte RIVOLTA (1878) als
Cercomonas gallinades Huhns.

Zunachst wurden die Namédmichomonas gallinaeind Trichomonas columbae
als Synonyme gebraucht (LEVINE, 1985; VOGEL, 1999938 spricht sich
STABLER gegen den Nameiirichomonas columbaend fir den Namen
Trichomonas gallinaeus, da RIVOLTA (1878) als Erstautor die Trichomon
den aus dem KropiCercomonas gallinaenannte. Erst 1880 kam durch
RIVOLTA und DELPRATO der Zusatzolumbaeauf. Sie beschrieben dabei
jedoch Flagellaten des Dinndarms bei der Taubedé&een es sich auch um
Hexamiten gehandelt haben kénnte. So kommt STABERS) zu der Auffas-
sung, dass alleifirichomonas gallinagRIVOLTA, 1878) der korrekte Name
fur Trichomonaden aus dem Kropf der Taube ist.

Tetratrichomonas gallinarunbesitzt tblicherweise ebenso wigichomonas
gallinaevier Vorderflagellen. McDOWELL (1953) weist jedodarauf hin, dass
einige Individuen mit drei oder funf Vorderflagellezu finden sind. Eine

Konsequenz fir die Taxonomie zieht er daraus jeacoxdft.
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Trichomonaden werden in der neueren einschlagigematur vielfach anhand
des Wirtes und der Morphologie unterschieden. LE¥I(985) unterteilt die
Familie Trichomonadidae in die Unterfamilien Trichonadinae und Tritricho-

monadinae. Trichomonadinae unterteilt er anhandZdét der Geil3eln in vier

Gattungen

Trichomonas das hintere Flagellum ragt nicht ig=er Korper hinaus,
4 Vorderflagellen

Trichomitus das hintere Flagellum ragt tiber denpg€d hinaus,

3 Vorderflagellen

Tetratrichomonas das hintere Flagellum ragt GberKlEper hinaus,
4 Vorderflagellen

Pentatrichomonas das hintere Flagellum ragt UbeKdeper hinaus,
5 Vorderflagellen

Die Unterfamilie Tritrichomonadinae hat 3 Vordegidlen und keine Pelta.

Die vogelrelevanten Trichomonadidae unterteilt LE®I (1985) weiter allein
anhand der Wirtsvogelart in

Tritrichomonas eberthi bei Hihnern und Puten

Trichomonas gallinae bei Tauben

Tetratrichomonas gallinarum bei Hihnervigeln

Tetratrichomonas anatis bei Enten
Tetratrichomonas anseris bei Gansen
Pentatrichomonaspp. bei Hihnern und Puten

HIEPE (1992) unterscheidet beim Vogel die Familiclomonadidae in die
Gattungen Trichomonas und Tritrichomonas. Er uetiérsie nach der Wirts-

vogelart und zusatzlich nach der Lokalisation inmdaeiungstrakt in
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GattungTrichomonas

Trichomonas gallinae  Tauben Oropharynx, Osophagus
Trichomonas gallinarum Puten und Hihnern Blinddarmen
Trichomonas anatis Enten vorderer Digestionstrakt
Trichomonas phasiani Fasane Blinddarme

GattungTritrichomonas

Tritrichomonas eberthi  Gefligel Blinddarme

In seiner aktuellen Auflage empfiehlt MEHLHORN (20Golgende Taxonomie

Reich Animalia

Unterreich  Protozoa

Stamm Sarcomastigophora

Unterstamm Mastigophora

Klasse Zoomastigophorea

Ordnung Trichomonadida

Familie Trichomonadina

Gattungen  Trichomonas

- Trichomonas gallinae Vorkommen im oberen Verdau-

ungstrakt und in der Leber bei
Huhn und Taube

Tetratrichomonas

- Tetratrichomonas ovis Vorkommen beim Schaf
Tritrichomonas

- Tritrichomonas foetus Vorkommen beim Rind
Pentatrichomonas

- Pentatrichomonas gallinarumVorkommen im Zakum von
Huhn, Pute und Taube
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2.1.2 Terminologie der Erkrankungen durch Trichomonaden

Man unterscheidet begrifflich die Trichomonose @ere und die Trichomonia-
sis des Menschen (KASSAI et al., 1988). Trichomamakbmmen zum einen im
Urogenitaltrakt vor; das bekannteste Krankheitsisidlas der Deckseuche beim
Rind (Tritrichomonas foetys(RIEDMULLER, 1928) bzw. einer Geschlechts-
krankheit des MenschenTrichomonas vaginal)s (DONNE, 1836). Zum
anderen kommen sie im oberdrri¢homonas gallinae(RIVOLTA, 1878) bzw.
unteren Tetratrichomonas gallinarulm(MARTIN und ROBERTSON, 1911)
Verdauungstrakt bei Vogeln vor. Zudem findet maicA@monaden bei vielen
Tieren und beim Menschen als Kommensalen auf witedlichen Schleim-
hauten (LEVINE, 1961).

2.1.3 Vorkommen von Trichomonaden

2.1.3.1 Vorkommen beim Vogel

Trichomonasspp. kommen weltweit ubiquitar vor (VOGEL, 1992; BO
DURANT and HONIGBERG, 1994). Bereits bei vielen \é&aten konnten im
Kropf parasitierend@richomonas gallinamachgewiesen werden.

Es findet sich in der Literatur immer wieder dieststellung, die Haustaube
(Columba liviaf. domestica) und die verwilderte Haustaukiml(umba liviaf.
urbana) dienten als Erregerreservoir und PrimarBONDURANT and
HONIGBERG, 1994). Beide stammen von der Felsent@@biimba livig ab.
Doch auch bei anderen Taubenarten wardehomonas gallinagefunden: bei
der BandtaubeColumba fasciatdf STABLER, 1951), der Turkentaub8trepto-
pelia decaoctpder Carolinataub&enaida macrourdOSTRAND et al., 1995),
der WeissfligeltaubeZenaida asiatica(CONTI et al., 1985), der Lachtaube,
Streptopelia risoria(KIETZMANN, 1993) und bei ,Wildtauben* (BOCH und
SCHNEIDAWIND, 1988).
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Eine der ersten Publikationen tber Trichomonadeddureim Greifvogel ist die
von STABLER (1941). Er beschreibt natirliche unknahtére Infektionen mit
Trichomonas gallinadei einer Vielzahl von Greifvogeln (Rotschwanzlauds
Buteo borealis Rotschulterbussar@uteo lineatusMerlin, Falco columbarius
Buntfalke,Falco sparverius Wanderfalke Falco peregrinusPrariefalke Falco
mexicanusund andere) und Eulen (Ost-KreischeuBdus asio Schleiereule,
Tyto alba Virgina-Uhu, Bubo virginianus Schneeeuld\yctea nyctea Weitere
Fallstudien gibt es vom GraubussaBditeo nitidus(STENSRUDE, 1965)vom
Steinadler Aquila chrysaeto§BEECHAM and KOCHERT, 1975), vom Weil3-
kopfseeadlertHaliaeetus leucocephal{STONE and NYE, 1981), vom Habicht,
Accipiter gentilis(COOPER and PETTY, 1988), vom Rundschwanzsperber,
Accipiter cooperii(BOAL et al., 1998), vom Habichtsadlétieraaetus fasciatus
(REAL et al., 2000), vom Sakerfalkelalco cherrug(SAMOUR and NALDO,

2005) und von anderen Greifvogeln.

FRIEDHOFF (1982) beschreibt das Wirtsspektrum Veichomonas gallinae
als bemerkenswert breit. Es umfasst Taubenvogehneliogel, Greifvogel,
Sperlinge, Finken, Papageienvogel (Ara, Graupapageazone, Kakadu) und
Mowen. Auch NARCISI et al. (1991) nennen ein weléstsspektrum: Taube,
Huhn, Wellensittich, Pute, Wachtel, Kanarienvodggperling und Greifvogel.
GARNER (1992) berichtet tber die Trichomonadenititek einer Blaustirn-
amazoneAmazona aestiyaund BAKER (1986) beschreibt die Erkrankung von
Wellensittichen elopsittacus undulatdsdurch Trichomonas gallinae Auch
beim Reisfinken Padda oryzivora konnten Trichomonaden nachgewiesen
werden (CALLENDER and SIMMONS, 1937).

In Blinddarmen von Huhnern parasitierendetratrichomonas gallinarum
wurden zuerst von MARTIN und ROBERTSON (1911) bestien. Sie

nannten die Protozoemetratrichomonas gallinarumund Tritrichomonas
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eberthi Beide Arten kommen bei galliformen Vogeln, voteal bei Huhn
(Gallus gallug und Pute Meleagris gallopavl aber auch bei PerlhuhNimida
meleagri3, Wachtel Coturnix coturniy und Rebhuhn Herdix perdiy vor
(LEVINE, 1985; BONDURANT and HONIGBERG, 1994). Audas Vorkom-
men bei der Gan#nser anseff. domestica (HEGNER, 1929), der Enfeyas
platyrnynchosf. domestica (KOTLAN, 1923) und dem FasaRhasianus
colchicus (HIGGINS, 1980; BOCH und SCHNEIDAWIND, 1988) wurde
dokumentiert.

Zudem wurden bei Huhn und Pufeichomonas gallinadeschrieben. Wie bei
der Taube wurden sie im Osophagus und im Kropfrgifo und hatten keine
Uber das Kdrperende hinausragende Flagelle (HAVBR71ISTABLER, 1954).

2.1.3.2 Vorkommen beim Saugetier

Weiterhin kommerrichomonasspp. auch bei anderen Tierarten vor.

Beim Rindwird die wirtschaftlich bedeutende Deckseuche Vairichomonas
foetus(RIEDMULLER, 1928) verursacht. Als apathogen gelf@tratrichomo-
nas ovis(ROBERTSON, 1932) beim SchaPentatrichomonas bovisTetra-
trichomonas pavloviLEVINE, 1961) undTritrichomonas enteriCHRISTL,
1954).

Beim Pferd Trichomonas equibuccaliéSIMITCH, 1939) undTritrichomonas
equi(FANTHAM et al., 1921).

Beim Schwein die apathogenen Spezidgitrichomonas suis(GRUBY et
DELAFOND, 1843), Trichomitus rotunda(HIBLER et al., 1960) undetra-
trichomonas buttrey(HIBLER et al., 1960).

Bei der_Katzedie Mundhohlen-assoziiertéefrichomonas felistomaHEGNER
and RATCLIFFE, 1927 a; GOTHE et al., 1992).
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Beim Hunddie Mundhohlen-assoziiertéirichomonas canistoma@EGENER
and RATCLIFFE, 1927 b; BREUKER, 1995).

2.1.3.3 Vorkommen beim Mensch

Beim Menschen kommeFrichomonas vaginali$DONNE, 1836);Trichomonas
tenax (MULLER, 1773; DOBELL, 1939), Pentatrichomonas hominis
(DAVAINE, 1860) undTrichomitus fecaligCLEVELAND, 1928) vor.

2.1.4 Morphologie der Trichomonaden

Alle Trichomonaden sind begeil3elte und formveréincles Protozoen. Ihr
Korper ist birnen- bis lanzettférmig. Die Lange vbrichomonas gallinadiegt
im Mittel bei 16,7 um (BONDURANT and HONIGBERG, 199 Trichomonas
vaginalis des Menschen wurde in der Vergangenheit am intstesi erforscht.
Die gewonnenen Erkenntnisse kdnnen zum grofRenaléiandere pathogene
TrichomonasArten wie Trichomonas gallinagibertragen werden, da sie sich in
vielen Eigenschaften entsprechen (KIETZMANN, 1993)chomonas vaginalis
konnen als Schwimmform oder als amoboide Kriechforrirscheinung treten
(PFAFF, 1964). Zudem wurden auch UbergroRe Rundforrbeschrieben
(PFAFF, 1964, HONIGBERG and BRUGEROLLE, 1990, ABOINY992).
Laut ABONYI (1992) sind sie 26 bis 56 um grol3, kexhig und vielbegeil3elt.
Die Art ihrer Entstehung und ihrer Bedeutung simbekannt (siehe Kapitel
2.1.6).

Die Unterscheidung zwischeitrichomonas gallinaeund Tetratrichomonas
gallinarum erfolgt Uber das Vorhandensein bzw. Nichtvorhasdender tUber

das Korperende hinausragende Flagelle.
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2.1.5 Aufbau der Trichomonaden

KOPRLA (1978) beschreibt den Aufbau vofrichomonas vaginalissehr
ausfuhrlich.

Der Kern liegt am vorderen Ende der Einzeller. Umgibt der Achsenstab
(Axostyl) einseitig und loffelartig. Er verlauft dth den Zellkérper und ragt
hinten heraus. Seine apikale Fortsetzung nenntPatth.

Der Achsenstab dient als permanentes Zytoskelettistnan der Bildung und
Erhaltung der Gestalt mal3geblich beteiligt. Auf dlm Achsenstab abge-
wandten rechten Seite des Kerns liegt der Paragsaiat (System aus Golgi-
Lamellen). Am vorderen Zellpol liegt auch der B&éaperkomplex aus dem die
Geil3eln, der Achsenstab und die Costa entspririgebesteht beTrichomonas
Arten aus funf Basalkorpern, die bei der Mitose Thdungsebene bestimmen.
Der vordere Zellpol zeigt eine aul3erordentliche Bghehkeit. Vermutlich ist
der Basalkoérperkomplex das Zentrum zur Koordinatien Zellbewegung und
des GeilRelschlags. Das Parabasalfilament verbidideBasalkdrper mit dem
Parabasalkorper.

Es gibt drei bis funf freie GeiReln und eine rudtkagende Geil3el, die zusam-
men mit einer Zytoplasmafalte die undulierende Memhbildet. Innerhalb der
Zytoplasmafalte liegt die Marginallamelle.

Die Costa verlauft innerhalb der Zelle bogenformigerhalb der undulierenden
Membran. Sie ist nur im Elektronenmikroskop sichtb&uf der dem Kern
abgewandten Seite des Achsenstabes liegen diexpatgare Granula. Dabei
handelt es sich um Promitochondrien, der Vorstoafe Mitochondrien.

KOPRLA (1978) fand heraus, dass sich bei aerobdtukiedingungen aus den
Granula Mitochondrien bilden, bei anaeroben Bednggm bilden sie sich
wieder zurtick. Oft liegen im Zytoplasma mit Bakéerigeflllte Nahrungs-
vakuolen (BONDURANT and HONIGBERG, 1994).
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Nu  Nukleus

FG freie Geil3eln

Pe Pelta

Ac  Axostylcapitulum
Pa  Parabasalapparat
Co Costa

Pf Parabasalfilament
Ak  Axostylkorper

UM undulierende Membran

Figur I Trichomonas gallina&€eichnung. Aus: Trichomonads of Veterinary
Importance von BONDURANT und HONIGBERG (1994) nfcdert.

2.1.6 Vermehrung der Trichomonaden

KOPRLA (1978) beschreibt die Vermehrung als Mitdsg handelt sich um eine
vom Basalkorper ausgehende Langsteilung. Dabeiidunder Basalkérper als
Kinetozentrum. Die Teilung beginnt mit der Verdapml des Vorderpols und es
entstehen zwei gleich groRe Tochterzellen. Es werfdeophase, Metaphase,
Anaphase und Telophase unterschieden. Sie schveib#r, dass eine Meiose
nicht stattfindet.

ABONYI (1992) fiuhrte kontinuierliche Lebendbeobaaingen der Rundformen
in einer Mikrokammer durch. Es wurden dabei die Nethteilung der viel-
kernigen, vielbegeilRelten Rundformen beobachtee Busknospung erfolgt
nacheinander im amo6boiden Zustand. HONIGBERG undUBRROLLE
(1990) halten die Rundform jedoch fir ein degengat Stadium, das unter
ungunstigen Bedingungen entsteht.

PFAFF (1964) interpretiert sie ganz anders, naméitsh Zystenform, die eine

widerstandsfahige Dauerform darstellt und bei uigyegen Umweltbedin-
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gungen gebildet wird. BONDURANT und HONIGBERG (1994estreiten

entschieden die Existenz von Zystenformen.

2.2 Trichomonosis der Vogel

Die meistenTrichomonasspp. kommen anscheinend als Kommensalen im Dick-
darm vor. Nur zwei Arten haben ein unstrittig beseiees pathogenes Potenzial:
Trichomonas gallinaaind Tritrichomonas foetu$BONDURANT and HONIG-
BERG, 1994).

2.2.1 Epidemiologie der Trichomonosis

Die Trichomonosis der Tauben ist vor allem einegWogelerkrankung. Die
Erstinfektion erfolgt vor allem in direkter horizeater Ubertragung von den
inapparent infizierten Elterntieren durch die Knoy€h und das gekropfte Futter
auf die Nestlinge (LEVINE, 1985). Die Infektionspt® ist somit der vordere
Digestionstrakt. Auch tber den Nabel der frischgigaften Kiken kann die
Infektion erfolgen, eine vertikale Ubertragung Uldess Ei erfolgt jedoch nicht
(SCHAAF, 1937; KOCAN and HERMAN, 1971). Bei expe&niell infizierten
Eiern stirbt der Embryo immer ab (MULLER, 1967).

Infektionsversuche sind fast nur bei Jungvogelrolgréich. Als préadispo-
nierende Faktoren werden Begleitflora, Haltungshguaingen, Fitterung, Kon-
stitution und vorhergehende Erkrankung genannt (&&H 1937). Eine
indirekte alimentare Ubertragung wird ebenfallsdbeieben (VOGEL, 1992).
Erkrankte Tiere lassen grol3ere Futterstiicke, wedtheaufgrund der Rachen-
l&sionen nicht schlucken kénnen wieder fallen. Bselsontaminierte Futter kann
dann von gesunden Tieren gefressen werden, die ssicinfizieren kdnnen
(KOCAN and HERMAN, 1971).

Die Taube wird in der Literatur als Primarwirt urds Infektionsquelle fir

andere Vogelarten genannt. Als Ausgangspforte dieNase, Augen und
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Schnabel (STABLER, 1954). BONDURANT und HONIGBERG994)
schreiben, dass die Ubertragung auf andere Vogel dds Trinkwasser erfolgt,
jedoch nicht tUber den Kot. MULLER und GOTTSCHALK9{D) beschreiben
als einzige auch eine mogliche Ubertragung liber 8thmierinfektion mit Kot.
Eine Ubertragung kann indirekt nur tber ein feushkéedium erfolgen, da
Trichomonasspp. sehr empfindlich gegentber Austrocknung sidgaV(NE,
1985). KALETA et al. (1990) untersuchten die Ubkdaszeit vorTrichomonas
sp. in verschiedenen Medien bei Zimmertemperatutbditungswasser begann
die Uberlebensrate der Trichomonaden bereits naeh 3tunden rapide abzu-
sinken.

BOOS (zitiert nach HAUSER, 1956) stellte in Reihet@usuchungen einen
Verseuchungsgrad von 73-82 % in Taubenbestanden fes

HARMON et al. (1987) schreiben, dass nur die Belgdder endemischen
Galapagostaub&enaida galapagensislie keinen Kontakt zu infizierten Haus-
tauben haben, trichomonadenfrei sind. Diese Bedbaghlegt nahe, dass fur
endemische Taubenpopulationen die Haustaube alktiosquelle dient.

Die Unterschiede in der Empfanglichkeit der veredbenen Vogelarten sind sehr
stark ausgepragt. CONTI et al. (1985) dokumentiemrgerschiedliche Pravalen-
zen von Trichomonaden bei verschiedenen Taubenghtégissfliigeltaube,
Zenaida asiaticaund CarolinataubeZenaida macroura Aber auch innerhalb
einer Population gibt es mehr oder weniger empfénglTiere. Es sind immer
wieder die Nachzuchten einzelner Zuchtpaare bessrugroffen (SCHAAF,
1937, KALETA et al., 1990).

Die Infektion von Greifvogeln erfolgt Uber infizier Futtertauben (LEVINE,
1985). Lebende Trichomonaden kbnnen viele Stundest mortem in einem
Taubenkadaver gefunden werden (ERWIN et al., 2060)ABLER (1941)
infizierte erfolgreich verschiedene Greifvogelartenit Trichomonaden von

Tauben.
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Die Rolle der Taube als Infektionsherd verdeutlichech die beiden folgenden
Untersuchungen:

BOAL et al. (1998) beobachteten bei urbanen Pojmanh des Rundschwanz-
sperbers, Accipiter cooperii eine signifikant hohere Jungvogelsterblichkeit.
Elterntiere mit urbanem Jagdrevier brachten ihtemgé@n in Stadtnahe deutlich
mehr Tauben als Futtertiere im Vergleich zu den ahdgmit landlichem
Jagdrevier. Die Jungvogel-Morbiditat bei urbanemutationen lag bei 85 %,
bei landlichen Populationen lag sie bei 9 %. Abechomonas gallinascheint
nur bei den Kiken persistieren zu kdnnen.

REAL et al. (2000) stellten einen deutlichen Popatesrickgang bei den
HabichtsadlernHieraaetus fasciatugest, nachdem diese ihre Futtergewohn-
heiten geandert hatten und sich vermehrt von Tawyedhrten. Auf diese
Problematik aufmerksam geworden wurden auch Tridmadenfunde bei
anderen Adlern bekannt. Ahnliche Befunde erhoberdrH®et al. (Manuskript

in Vorbereitung) beim Habichtsadlétieraaetus fasciatus

Nach BONDURANT und HONIGBERG (1994) sowie LEVINES@5) erfolgt
die Infektion von Puten und Huhnern vor allem tbankwasser, das infizierte
Tauben kontaminierten. HAWN (1937) gelang die eipentelle Infizierung
von Tauben mitTrichomonas gallinaevon Puten. Er beobachtete weiterhin
Verluste von bis zu 73 % bei adulten und bis zW@bei jungen Puten durch
Trichomonas gallinaeNach LEIBOVITZ (1973) ist die nekrotische Enteyider
Enten, an der Trichomonaden zumindest beteiligi,suor allem eine Alttier-

erkrankung. Jungtiere seien selten betroffen.

2.2.2 Pathogenese der Trichomonosis

Trichomonas gallinaeind zunachst nur im vorderen Verdauungstraktrmeh
(BONDURANT and HONIGBERG, 1994). Pathogene Stamridenlen je nach

bevorzugten Pradilektionsstellen von dort Uber Bligtzirkulation in Richtung
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Leber (beim Jones’ Barn- oder Eiberg-Stamm) odeRichtung Kopf (Sinus,
Auge, Gehirn; beim Mirza-Stamm) gelangen.

SCHAAF (1937) schreibt, dass es bei Taubennestlirygch die Schnabel-
spitze der Elterntiere zu Verletzungen am Gaumendater der letzten Quer-
falte und an der Rachenhohle kommen kann. Dadwaoh Hie Infektion von der
Pradilektionsstelle Rachenschleimhaut im Bereich Riachenpapille Uber das
Blut weiterverbreitet werden. Er isolierflerichomonas gallinaeaus der Leber
und der Lunge. Spater fand man heraus, dass paihdgehomonas gallinae
Stamme sich an die Epithelzellen von Rachen undsyus anheften kdnnen
und dort eine amoboide Struktur entwickeln (KIETZMK, 1993). Dies steht
im direkten Zusammenhang zur Pathogenitdt, da sieekVerletzung als
Eintrittspforte brauchen (HEATH, 1981).

VOGEL (1992) unterscheidet eine subklinisch-latemtechomonas gallinae
Infektion bei Dauerausscheidern und eine maniféskeankung vor allem bei
Jungtieren. Aber auch bei erwachsenen Tieren kamm &ahmen einer Immun-
suppression durch Stressoren oder bei genetiscispogition zu einer mani-
festen Erkrankung kommen. Hochpathog&nehomonas gallina&stamme, wie
zum Beispiel der Jones’ Barn-Stamm, fiuhren bei tniohmunkompetenten
Tieren immer zu einer manifesten Krankheit. Die ghagelerkrankung wird
durch die mechanische Irritation im Rachen duraesisch strukturiertes Futter
(grannenhaltiges Getreide, Bruchkorner, Steinchgrggrginstigt.

Der TrichomonasStamm und die Vogelart bestimmen die klinische ifésta-
tion. So kommt es laut NARCISI et al. (1991) nur der Taube zu einer Organ-
invasion, wie zum Beispiel beim Eiberg-Stamm, debgrgéngig* ist.
GEHRLEIN (zitiert nach FRITZSCHE, 1955) beobachtansichtlich der
Haufigkeit diagnostizierter Erkrankungen der Taulmstlinge ausgepragte
jahreszeitliche Schwankungen. Die Zahl der Tier¢ &ymptomen steigt im

April an und bleibt bis August auf einem hohen NiwveDas Eindringen in die



16 Literaturiibersicht

inneren Organe wird durch Stress-Situationen, Mitamterbilanz, Krankheits-
disposition und eine ungiinstige Jahreszeit begjinsti

Die Virulenz der einzelnen Stamme ist sehr versidme(BONDURANT and
HONIGBERG, 1994). Die Art und Menge der Begleit-Baikenflora kann sie
beeinflussen, sowie kleinste Schleimhautverletzangke sich der Jungvogel
bei der Kropfung der ersten gréberen Nahrungsbedstdae ab der 2. bis zur 3.
Lebenswoche zuzieht. Auch scheint die GrofRe dech®monaden mit der
Pathogenitat zu korrelieren. MEHTA und VERMA (198aphden bei Kulturen
von kleinen Trichomonas vaginalisindividuen eine starkere Entzindungs-

reaktion, als bei Kulturen von grof3en Individuen.

Tetratrichomonas gallinarurparasitiert im Darm. WEINZIRL (1917) beobach-
tet eine hohere Pravalenz der Erkrankung zur wéam@ahreszeit. LEE (1972)
infiziert 3 bis 6 Wochen alte Huhnerkiiken erfolgreintrakloakal. Er bewies
die pathogene Wirkung vofrichomonas gallinarunitr Hihner. LEIBOVITZ
(1973) fand bei Zuchtenten eine ausgepragte jabitbsie Schwankung. Die
Inzidenz steigt im Herbst zur Brutsaison und falist im Frihling wieder ab.
Eine vergleichbare jahreszeitliche Schwankung beluiete HAWN (1937) bei

Puten.

2.2.3 Immunologie der Trichomonosis

Nach FRIEDHOFF (1982) kommt es zu keiner sterilemmunitat. Tricho-

monadenfreie Tauben besitzen also weder eine Inmé&tunoch eine Alters-
resistenz. Bei latent infizierten Tauben liegt ldggn eine Infektionsimmunitat
(Pramunitéat) vor (VOGEL, 1992). Eine Infektion neinem weniger pathogenen
Stamm verursacht somit eine Immunitat gegen eirmrhfpathogenen Stamm
(LEVINE, 1985). BONDURANT und HONIGBERG (1994) veuten, dass

humorale Antikorper vor einer Trichomonadeninfektischiitzen kdnnen. Es

besteht eine Kreuzimmunitdt gegen Trichomonademanverschiedener
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Herkunft. Unterschiede gibt es in der Kapazitdteeimmunantwort zu
stimulieren; sie ist hoher bei apathogenen Stammémn Tauben das Plasma
von infizierten Tauben injiziert bekommen habemdssie durch eine passive
Immunitat vor einer Erkrankung, jedoch nicht vorr defektion geschiitzt
(KOCAN, 1970). Ein pathogener Stamm buf3t bei dess®ge durch immun-
kompetente Tiere nichts seines pathogenen Potsrera(STABLER, 1954).

2.2.4 Klinisch-manifeste Erkrankung Trichomonosis

2.2.4.1 Trichomonosis der Taube

Das Kklinische Bild der Trichomonose ist sehr vikishtig. Manifeste klinische
Bilder findet man vorwiegend bei Jungvogeln (LEVINES961). Man unter-
scheidet die Rachen-Schlund-Trichomonose, die ®nwnose der inneren
Organe, die Nabel-Trichomonose und Mischformen (\BER(G1992).

Nach einer Inkubationszeit von 2 bis 8 Tagen koramtkuerst zu der Rachen-
Schlundform, die mit ortlich begrenzten Beldgender Schnabelhéhle einher-
geht. Bei Brieftauben beklagen die Besitzer voeralleine verminderte Flug-
leistung und auch das glanzlose Gefieder.

Wenn die Erkrankung nicht fortschreitet und esds#i Belagen auf den Rachen-
blattern bleibt, ist eine spontane Genesung mogl&ls Residuen bleiben
fehlende oder deformierte Papillenzacken an denr@ablattern zuriick. Beim
protrahierten Verlauf der Rachen-Schlundform konrdie Belage infolge
blockierter Nahrungsaufnahme oder Atmung zum Tdudd (VOGEL, 1992).
Die gelblich-kasigen Belage kénnen bis bohnengrefflen (ROMMEL, 1992).
Aus der Rachen-Schlund-Trichomonose kann bei patieg Trichomonaden-
stammen die Trichomonose der inneren Organe hesliery Die Symptome
sind unspezifisch. Die Tiere sind apathisch, dafe@er ist aufgeplustert. Es
kommt zu Verdauungsstorungen, fortschreitender Ajenmang und Entkraftung.
Hier ist die Letalitat selbst nach Behandlung seduh (VOGEL, 1992).
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Bei der Nabel-Trichomonose handelt es sich um digd-einer Nabelinfektion.
Das Allgemeinbefinden ist haufig nur gering gest&mmt es zu einer Infil-
tration des Nabelgewebes innerhalb der ersten Issimhen, folgt die innere
Form der Trichomonose. Sie kann dann seuchenaitigetrachtlichen Verlus-
ten auftreten (SCHAAF, 1937).

2.2.4.2 Trichomonosis des Greifvogels

Die Trichomonose ist bei Greifvogeln vor allem eihengtiererkrankung. Nach
HEIDENREICH (1995) scheinen Habichte, Sperber uatkén empfanglicher
zu sein als andere Greifvogel. Bei ihnen kommt, Wwe2 der Taube, eine
Rachen-Schlundform vor, die in eine Trichomonose ideeren Organe uber-
gehen kann. Die ersten Symptome sind eine Stomatiti Lasionen und Ublen
Geruch der Atemluft. Zum Teil kommt es bei der gahsierten Form zu
betrachtlichen Verlusten (COOPER and PETTY, 19B&). Tod erfolgt im Nest
durch Ersticken oder Unterernahrung. Aber auch wem Nestlinge die
Erkrankung Uberstehen, kann das Gefieder durch Blarsgheinungen so
geschéadigt sein, dass nach Verlassen des Nestsedwigreiche Jagd nicht

maglich ist und die Tiere verhungern muissen.

2.2.4.3 Trichomonosis des Wellensittichs

Die Trichomonose der Wellensittiche kommt im Gegéngu Taube und Greif-
vogel vor allem bei adulten Vogeln vor. Die Hauptgyome sind Erbrechen
und gdhnende Bewegungen. Typisch sind dabei didelden Federn am Kopf
und unter dem Schnabel. Infizierte Vogel kdnnere egewisse Unlust zeigen,
Futterkdrner abzuschlucken. Dies fuhrt dann zureilenagerung und griinem
Durchfall (BAKER, 1986).
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2.2.4.4 Trichomonosis des Huhns, der Pute und der Ente

Die Pathogenitat voietratrichomonas gallinarungilt als fur das Huhn relativ
gering. Die Erkrankung kann mit blassgelbem, diissiigem Blinddarmkot
einhergehen. Die Tiere magern dabei ab (ROMMELRL9WEINZIRL (1917)
untersuchte eine sehr verlustreiche Trichomonad#esgkung bei Hihnerkiken.
Er fand in den Blinddarmen Trichomonaden als Mofektion. Nach LEE
(1972) erscheinen befallene Huhner gesund. NORTO#91) machte Infek-
tionsversuche an Puten und Huhnern. Er infizieri@nérkiken via Kloake mit
Tetratrichomonas gallinarumaon erkrankten Puten. Es gelang ihm dabei jedoch
nicht die Trichomonadenkultur von Bakterien zu befn. Die von den Huhner-
kiken gezeigten Symptome stimmten mit denen derRiberein.

LEIBOVITZ (1973) untersuchte die nekrotische Eriterivon Zuchtenten.
Trichomonaden sind zusammen mit Bakterien und @mdErregern am Krank-
heitsbild beteiligt. Die nekrotische Enteritis gehit schwerwiegenden Veran-
derungen am Darm einher, die in schweren Fallen Zachder Tiere fuhren. In
einem Zuchtbetrieb fir Peking-Enten wurde ein Rackgder Eierproduktion
bei gleichzeitigem Anstieg der Mortalitat der wahken Enten beobachtet. Die
mannlichen Tiere blieben klinisch unauffallig (CRES et al., 2001).

2.2.4.5 Trichomonosis des Fasans und der Wildente

BOCH und SCHNEIDAWIND (1988) beschreiben die Triolmnose bei
Fasanen als eine Jungtiererkrankung, die im Alber 312 Wochen auftritt. Sie
geht mit Appetitmangel, Apathie und Diarrh6d einlied kann zu erheblichen
Verlusten fihren.

Bei Wildenten tretenTrichomonasspp. vereinzelt in Dinn- und Blinddarmen
auf. Es kommt aber nur bei unginstigen Bedingurager zusatzlichen Infek-

tionen zu Problemen.
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2.2.5 Pathologie der Trichomonosis

2.2.5.1Pathologie bei Taube, Greifvogel und Wellensittich

Die durch Trichomonas gallinaeverursachten Veranderungen bei Tauben
hangen sowohl von der Pathogenitat als auch von deworzugten Zielort
(Préadilektionsstelle) pathogener Trichomonaden d@&ONDURANT and
HONIGBERG, 1994). Bei apathogenen Stammen findet mader makrosko-
pische noch mikroskopische Veranderungen. Bei schwaulenten Stammen
treten meistens nur 2-4 Tage p.i. manifeste RaSuund-Schleimhautherde
auf. Die Wirtsmorbiditat ist gering. Bei maRig Meaten Stdmmen findet man
bis etwa 10 Tage p.i. apparente Rachen-SchlunceBudmhutbelage. Die Wirts-
morbiditat ist maRig, die Wirtsmortalitdt geringeiBstark virulenten Stammen
sind die Lasionen im vorderen Digestionstrakt rhitteis hochgradig. Bei
infiltrierenden Prozessen sind auch die Kopfhohiger, Respirationstrakt, die
benachbarte Muskulatur und die Knochen betroffemtsWiorbiditat und Wirts-
mortalitat sind hoch.

Bei hochvirulenten Stammen sind die Rachen-Schierithderungen meist nur
geringgradig. Man findet jedoch hochgradige Lebeinderungen und Kontakt-
metastasen in den Viszera, den Organen, den GefdBanKnochen und der
Muskulatur. Die Wirtsmorbiditat und Wirtsmortalitdind sehr hoch (VOGEL,
1992).

NARCISI et al. (1991) geben einen detaillierteniBariber die pathologischen
Veranderungen bei experimentell infizierten Taub8re infizierten mehrere
Tauben mit dem Eiberg-Stamm, einem hochpathogesieerddngigen Tricho-
monadenstamm und sezierten sie an aufeinandenfidgeTagen. An den ersten
drei Tagen p.i. wurden keine Veranderungen gefundenvierten Tag p.i. sind
die Leber und die Milz vergroRRert. Dieser Zustahelbam flinften und sechsten
Tag unverandert. Am siebten Tag p.i. finden siee a@leutlich Hepatospleno-

megalie und eine Reduktion des abdominalen FegtiseiBem Tier befindet sich
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eine kleine gelbe Lasion auf der Leber. Am achtey P.i. sind die Tiere

abgemagert und dehydriert, das Gefieder erschemugt. An der Nase und
dem Schnabel befindet sich ein stinkender Ausfluss der Kot ist flissig und

grin. Die Federn um die Kloake sind kotverschmiéuf der Zunge, dem

Larynx und der Trachea befindet sich Exsudat undKnopf kdsige Lasionen.

Die Abmagerung hat sich weiter verdeutlicht und def geschwollenen Leber
befinden sich gelbe Lasionen. Ab dem neunten Tagsipd die Tiere kachek-

tisch und die Lasionen auf der Leber vergrofRerh aigf bis zu 8 mm Durch-
messer. Leber und Herz sind von einer diinnen,nfisen Schicht tGberzogen.
Der Tod tritt zwischen dem elften und siebzehntag {.i. ein.

Ein anderer hochpathogener TrichomonadenstammersMitza-Stamm. Seine
Pradilektionsstellen sind der Kopf (Sinus, Augehi@® und die Mukosa des
vorderen Verdauungstrakts (BONDURANT and HONIGBERG94).

Bei der Nabel-Trichomonose handelt es sich um eniteNekrobiose einher-

gehende Entzindung (SCHAAF, 1937). Der Nabel karrcgosen- bis Tauben-
eigroRe anschwellen und ist mit einer brécklig-sengen Masse gefillt

(ROMMEL, 1992).

COOPER und PETTY (1988) finden bei an Trichomonagkmendeten Habicht-
kiken Stomatitis mit Lasionen und k&siges Matenatler Schnabelhohle. In
schweren Fallen kann es auch beim Greifvogel zereeneralisierten Form der
Trichomonosis kommen, die dann auf die inneren @egzbergreift (HEIDEN-
REICH, 1995). SAMOUR und NALDO (2005) beschreibaa @richomonosis

eines SakerfalkerF@lco cherrug, bei dem das Mittelohr befallen war.

Beim Wellensittich sind nur Osophagus und Kropfavetert. Die Mukosa des
Osophagus ist verdickt und stark gefaltet, ihre&Beftreten stark hervor. Im
Osophagus-Lumen befindet sich klarer bis leichtridgter Schleim. Die

Veranderungen sind meist proliferativer und entaihdr Natur, nur bei einigen
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Tieren sind kleine gelbe kasige Belage zu findele, wie bei der Taube
diphtheroider Natur sind (BAKER, 1986).

2.2.5.2Pathologie bei Huhn, Pute und Ente
WEINZIRL (1917) findet bei 10 Tage alten Huhnernchomonaden in den

leicht vergroRerten Blinddarmen. Bis auf eine l@cgeneralisierte Anamie sind
die Tierkoérper makroskopisch unauffallig. Eine D tritt nur bei chronischen
Fallen auf. GRAFNER et al. (1968) finden in der ®&®k eine Enteritis
catarrhalis des Enddarms und der Blinddarme. ROMNEL92) beschreibt die
Infektion mit Tetratrichomonas gallinarunibbeim Huhn als chronisch-diphthe-
roide bis nekrotisierende Entzindung der Blinddarmeabei bleibt jedoch
unklar, ob das massenhafte Auftreten vbetratrichomonas gallinarundie
Ursache oder die Folge der Diarrho ist. LEE (19n#yierte Junghihner mit
Tetratrichomonas gallinarunund konnte so beweisen, dass sie ein eigenes
pathologisches Potenzial besitzen. Veranderungeanyadoch nur histologisch

zu erkennen. Makroskopisch erschienen die Blinddarmauffallig.

NORTON (1997) beschreibt dieetratrichomonas gallinaruanfektion bei der
Pute als eine osmotische Diarrhé mit Bakterienbgtgig. In der Sektion fand
er eine schwere nekrotische Enteritis vom Duodefuisnzum Jejunum. Die
Erkrankung der Pute nach Infektion mirichomonas gallinageht nach HAWN
(1937) mit umschriebenen nekrotischen LasionendaufMukosa von Osopha-

gus und Kropf einher.

Bei der Ente ist die Klarung der Krankheitsursaghslich unklar. LEIBOVITZ
(1973) untersuchte die nekrotische Enteritis vorchienten und fand im
Jejunum und dem vorderen lleum verschiedene Triomaaen Tritrichomonas
eberthi Trichomonas anatisund unidentifizierte Trichomonaden), Bakterien

(E. coliund Pasteurella-artige Mikroorganismen) und anéi@reger Hexamita
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sp.), die alle am Krankheitsbild beteiligt scheinEn berichtet, dass Trichomo-
naden auch bei gesunden Enten zu finden seienghjedasschliel3lich im
Rektum, den Blinddarmen und dem hinteren lleum. SR8 et al. (2001)
fanden bei letal verlaufenden Salpingitiden voniRglEntenTetratrichomonas
sp. zusammen mE. coli. Auch hier konnte nicht abschlieRend geklart weyrde
welcher der beiden der primére Krankheitsverursacste DassTetratricho-
monas gallinarumam Symptomkomplex zumindest mitbeteiligt ist, biesive
jedoch die Tatsache, dass eine trichomonasspdmfiBehandlung mit Dimetri-
dazol zu einer Verbesserung des Gesundheitszustaleide/ogel flhrte (TSAI
et al., 1997).

2.2.6 Histopathologie der Trichomonosis

Im Frihstadium befinden sich palisadenartig angeeted Trichomonadennester
auf dem Rachenepithel. Die Schleimhaute des Rackers hyperamisch,
Odematisiert, verdickt und entzundlich infiltrieBpater werden die entztindeten
Gewebepartien purulent und sind von Leukozytenltiig@it. Es bilden sich
demarkierende Walle aus Histiozyten, Leukozyten ugthphozyten. In den
Innenzonen der Lasionen befinden sich palisadengrtippierte Riesenzellen.
Mit fortschreitender Leukozyteninvasion sterben detroffenen Mukosa-
schichten ab, es kommt zu herdférmigen Nekroserinfiser Exsudation und zu
Ulzera (VOGEL, 1992).

NARCISI et al. (1991) beschreiben detailliert disttpathologischen Verande-
rungen nach experimenteller Infektion von Taubetdem Eiberg-Stamm. An
den ersten drei Tagen wurden keine histopatholbgisd/eranderungen gefun-
den. Am vierten Tag p.i. fiel eine generalisiertaubing der Gefal3e, vor allem
der Zunge, des Kropfs, der Lunge und der Leber Bafs Absterben von
Epithelzellen und Submukosa war an einem oropha&aleg Ulcus zu sehen.
Trichomonas gallinaevurden nur auf dem Epithel gefunden. Dieser Befund

wurde auch am fuinften und sechsten Tag vorgefuniensiebten Tag p.i. war
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die Stauung der Geféal3e generalisiert im ganzend€arpd in allen Organen zu
finden. Im Oropharynx, im Kropf und in der Lungefdoed sich ein purulentes
Exsudat mit tberwiegend heterophilen Zellen. Kldieberlasionen stellten sich
als fettige Degeneration der Hepatozyten heraus. Gmnitalapparat fing an,
sich zuriickzubilden. Am achten Tag p.i. wurde dasufat im Oropharynx,
Kropf und Sinus fibrings. Die Hepatozyten der Lé#ig@pnen zeigten Anzeichen
beginnender Nekrose. Hier waren au@hichomonas gallinaezu finden.
Wahrend der acht Tage nach der Infektion verandsacte der Hamatokritwert
nicht.

KIETZMANN (1993) infizierte Jungtauben experimemtahd untersuchte die
Zellen des oberen Verdauungstrakts mit Hilfe eiRasterelektronenmikros-
kops. Dabei fand er heraus, dasdachomonas gallinaedie Epithelzellen
physikalisch an der Zell-zu-Zell-Verbindung trenpem sich dann unter die
beschadigte Zelle zu begeben. Er verglidnichomonas vaginalisund
Trichomonas gallinaaind fand bei beiden Spezies die Fahigkeit zur Aohg
an Zellen und zur amoboiden Bewegung. Die weitezbbsghadigung erfolgte
bei Trichomonas vaginaliglurch die Sekretion von hydrolytischen Enzymen,
wahrend die Schadigung bé&richomonas gallinaedurch einen enzymatischen
Schaden der Zellgrenzen verursacht wurde. Er kgedtech nicht abschlieRend
bestimmen, ob die komplette Entfernung von Zellearedurch die Bewegung
derTrichomonasspp. oder eher durch die Enzyme verursacht wird.

Auch HEATH (1981) ist der Meinung, dass mechaniscimel chemische
Faktoren bei der Pathogenese einer Infektion zusarspielen.

ALDERETE und PEARLMAN (1984) schreiben, dass e $iei Trichomonas
vaginalisum einen kontaktabhangigen Mechanismus handettieddugabe von
Kulturfiltrat oder fixierten Trichomonaden zu kemé&ellschaden fuhrten. Je-
doch war anscheinend auch nicht die mechanischs&éang verantwortlich fir

die gefundene Zytotoxizitat.
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WEINZIRL (1917) fand Trichomonadennester in denbleikiihn’schen Driisen
der Blinddarme. LEE (1972) untersuchte detaillidié histopathologischen
Veranderungen nach der Infektion von Junghuhnerh Tetratrichomonas
gallinarum Auch er fand sie im Zakum in unmittelbarer Néke kukosa, vor
allem in den Lieberkihn’'schen Drisen. Ein Verlusnh wWikrovilli und der
Glykokalix war auffallig. Tetratrichomonas gallinarunwurden zwischen den
Epithelzellen und in der Mukosa gefunden. Auch aapiaren angehaftet
wurden sie nachgewiesen. In einigen Fallen veratsacTetratrichomonas
gallinarum keinen, in anderen Fallen gro3en Schaden. SiersehiaulRerdem
keine Zellabwehr des Wirts auszuldsen. Durch dselweebenen Veranderungen
auf der Darmoberflache kommt es zu einem Verlust Alesorptionsfahigkeit
und einer Schwéachung der Zellabwehr der Darmolmr@aDamit sind die Tiere
fur Sekundarinfektionen pradisponiert.

Ahnlich beschreibt LEIBOVITZ (1973) die Verander@mgam Jejunum und
dem vorderen lleum bei Enten.

Bei Puten berichtet NORTON (1997) von Papulae inldemina Propria von

Duodenum und Jejunum, die Uber die Mukosaoberflachaben sind.

2.3 Nachweis- und Differenzierungsmaoglichkeiten

2.3.1 Diagnostik der Trichomonosis

Die Verdachtsdiagnose erfolgt am lebenden Tier adhfdes Krankheitsbildes.
Pathognostisch sind bei der Rachen-Schlundformygischen L&asionen in der
Schnabelhohle. Diese gelblich-kasigen Belage weraech ,gelber Knopf*
genannt. Zur weiteren Abklarung dient ein Abstrides Rachens und des
Kropfs. Man betrachtet ihn direkt unter einem Mg&op als Nativpraparat oder
kultiviert die Erreger zur weiteren Bestimmung (VBIG 1992). Da beiletra-

trichomonas gallinarumdie Symptome unspezifiscbind, fihrt hier nur ein
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Darmabstrich im Rahmen einer Sektion zu einer gesien atiologischen
Diagnose. Ein Abstrich aus der Kloake kann falsegativ sein.

Im Nativpraparat erscheinen Trichomonaden als iéngivale Gebilde, die sich
lebhaft bewegen. Die am Kopfende sitzenden Geifidiren rudernde Bewe-
gungen aus und die undulierende Membran bewegtlsbitaft. Abgestorbene
Trichomonaden sind jedoch nur schwer von Leukozyted anderen oval bis
rundlichen Gebilden etwa gleicher Gro3e zu unterisiem. Fur den Nachweis
von Trichomonasspp. ist das Nativpraparat im Hellfeld bei 100s BDO-facher
VergrofRerung am besten geeignet (MAASSEN, 1938).

CLARK et al. (2003) stellten fest, dagstratrichomonas gallinarurm etwa die
gleiche GroRe wie rote Blutkdrperchen haben. Dielikchnittliche GréfRe von
Tetratrichomonas gallinaruntiegt bei 11 x 5,5 pum und von Erythrozyten bei
15 x 7 pm. Anhand ihrer Gr6l3e sind sie leicht vemdglichen Bakterien zu

unterscheiden.

1Spm

11ipm

Figur 2 Relative Grol3e voifetratrichomonasverglichen mit einem Vogelery
throzyten. Aus: Flagellated protozoan infectiomgurkeys von CLARK,
DE GUSSEM und BARNES (2003).
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Um die TrichomonasArten weiter differenzieren zu konnen, farbt mam an.
Dabei ist zu beachten, dass dies Einfluss auf di@él3& und die Form hat
(HONIGBERG and BURGESS, 1994). MAASSEN (1938) veitjit verschie-
dene Farbemethoden sehr detailliert. Bei Kontresifdgen wird der Hinter-
grund mit Eosin, Neutralrot, Brillantkresylblau, age G, Malachitgrin oder
Methylenblau gefarbt. Lebende Trichomonaden faiehn nicht mit an, so dass
sie sich als helles, lichtbrechendes Gebilde abheBei der Vitalfarbung
werden die lebenden Trichomonaden angefarbt, zuispE®é mit dem Riegel-
schen Chloroform-Azur (OEHLER, 1922) oder mit Mdlagrin (STREIT,
1936). Jedoch lassen weder die Kontrastfarbung rbehVitalfarbung eine
befriedigende Diagnosestellung zu.

Dauerpréparate gibt es mit oder ohne vorherigeatlin. Dauerpraparate ohne
vorheriger Fixation wie zum Beispiel nach GIEMSAQP2 und 1904) oder nach
DAUST (1934) zeichnen sich durch eine schnelle Biiterbarkeit aus, jedoch
treten viele Degenerationserscheinungen auf, wels kei morphologischen
Untersuchungen als stérend auswirkt. Bei Dauerpadga mit vorheriger
Fixation werden Degenerationsformen kaum gebildat,die Fixierung durch
eine schnelle Gerinnung des Eiweil3es die Protogofort abtdtet. Gelegentlich
kommen leichte Schrumpfformen vor. Die am geeigstete Farbemethoden
sind hier die Methode nach GALLI-VALERIO (1900),edBudapester Farbe-
methode, modifiziert nach HEES (zitiert nach MAASEE1938) und die
Farbemethode nach NOLLER (1924). Sie liefern distde Praparate fur
morphologische Studien, da bei ihnen Geil3eln, K@nganellenapparat, Basal-
korper, Rippe und Achstenstab zu sehen sind. Dithddken sind jedoch sehr
zeitaufwendig und verdinnen das Ausgangsmateria$, bei Direktabstrichen

von schwach infizierten Végeln zu falsch negati#egebnissen fihren kann.
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2.3.2 Differentialdiagnosen der Trichomonosis

Als mdgliche Differentialdiagnosen kommen bei dexcRenform eine Infektion
mit Taubenpockenvirus, Herpesvirus-IMonilia candidans Sialolithen

(Speichelsteine) oder eine unspezifische Pharyrgmplagitis in Frage
(VOGEL, 1992). Bei der Trichomonose der inneren &g kdnnen vor allem
Infektionen mit Herpesvirus-1, Paramyxovirus-1 odem aviaren Adenovirus
zu Verwechselungen fiuhren (VOGEL, 1998pironucleus columbaeund S.

meleagridisinfektionen wurden irrtiimlich als Darm-Trichomorolseschrieben
(VOGEL, 1992). Die Nabelinfektion kann auch durchakterielle

Sekundarerreger  verursacht sein (VOGEL, 1992). Alweitere

Differentialdiagnosen nennt FRIEDHOFF (1982) Rhsit Ornithose,

Mykoplasmose, Salmonellose, Tuberkulose und Katfigiame und LEVINE

(1985) Vitamin A-Mangel, Moniliosis und Kapillarien

2.3.3 Molekularbiologische Methoden

In der Vergangenheit wurden die phylogenetischetwiEklungsbdume aus-
schliel3lich anhand der Morphologie erstellt. Die- Axzw. Abwesenheit von
morphologischen Gegebenheiten, wie zum Beispiel \daghandensein von
Organellen, wurden als Hinweise fur die Evolutioewgrtet. Dabei ging man
nach dem Schema vor, dass sich komplexe Organismereinfacheren Vor-
stufen entwickeln. Der sekundare Verlust von Merlem&onnte so jedoch nicht
bertcksichtigt werden (VISCOGLIOSI et al., 1999uch die Interpretation von
verhaltnismafiig einfachen Lebensformen wie zum Belisden Mikro-

organismen ist sehr schwierig, da hier die Morpg@ound Physiologie nur
wenige eindeutige phylogenetische Hinweise gebebhSEN and WOESE,

1993). Die Vergleiche von makromolekularen Sequerassen hingegen eine
gradlinige, quantitative Interpretation zu (ZUCKERKDL and PAULING,

1965; PACE et al., 1986). WOESE et al. (1990) retiohierten die bisherige
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Einteilung in die fuinf Reiche (Tiere, Pflanzen,zéil Protisten und Monera) und
unterteilten die lebendige Welt in drei Domaneng(ffi 3). Dies geschah

aufgrund ihrer Ergebnisse bei den Untersuchungerl6& rRNA.

Bacteria Archaea Eucarya
Animals
Green Entamoebae Slime
non-sulfur molds
hRoterie Euryarchaeota Fungl
Gram Cren- “:::;I;:l.wsarclm Halophiles Plants
Purple  Positives| a,chaeotfa bacterium Clliates

bacteria Methan-
Thermoproteus ococcus

T.celer
Cyanobacteria Pyrodictium Flagellates

Flavobacteria
Trichomonads

Thermotogales

Microsporidia
Diplomonads

Figur 3 Universeller phylogenetischer Baum. Aus: RibosbRBA: a key to
phylogeny von OLSEN und WOESE (1993)

VISCOGLIOSI et al. (1999) untersuchten die rRNA vBarabasaliden, zu
denen auch Trichomonaden gehoéren und fanden gradkeePanzen zwischen
der ultrastrukturellen Morphologie und den moleketaDaten. Dabei kommen
sie zu verschiedenen neuen Annahmen. Bisher gimgdaon aus, dass sich die
Familie Trichomonadidae aus Monocercomonas entweke da die Mono-
cercomonadidae keine Costa besitzen. VISCOGLIOSI.e{1999) vermuten
jedoch, dass sie sekundar die Costa verloren habérsomit diese als phylo-
genetischer Hinweis irrefiihrend ist. Weiterhin vatem sie, dass wahrend der
Evolution ein haufiger Wirts- und Umgebungswechsiattgefunden hat, dass
sich sogar freilebende Monocercomonaden aus zuwaasparen Formen
entwickelt haben. Dies wirde bedeuten, dass Piaragg nicht irreversibel sei.
VISCOGLIOSI et al. (1999) pladieren daflr, das<Zikunft die Morphologie
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verstarkt im Zusammenhang mit molekularbiologischdtrkenntnissen
betrachtet werden sollte und so ein komplexeres Bir phylogenetischen
Entwicklungsbdume entstehen kann. Eine alleinigeetieche Betrachtung ware
rein akademischer Natur, da genotypische Unterdeh@dne Veranderung der
phanotypischen Eigenschaften bedeutungslos sirakrdwsollte die Evolution in
Raum und Zeit betrachtet werden, da das genetiSiEdterial einem standigen
Fluss der Veranderung unterworfen ist. Einige Aodgen zeigen Wirkung,
andere bleiben wirkungslos (VAN REGENMORTEL, 2008ls Beispiele dafur
sollen hier MKS und Parvovirose genannt werden. BMKS-Virus zeigt grol3e
genotypische Unterschiede, ohne dass dies Auswgskuauf das Krankheitsbild
hat (BECK and STROHMAIER, 1987; ARAUJO et al., 2pOfvohingegen
beim Parvovirus minimale Unterschiede im GenotypeeVerschiebung des
Wirtsspektrums von Katzen auf Hunde (TRUYEN et 4095; IKEDA et al.,

2000) und eine verlustreiche Pandemie nach sich zog

2.3.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Nach Einfihrung der PCR durch SAIKI et al. (19880WMULLIS et al. (1986)

fand diese Technik auch ihren Weg in die Trichondemaifferenzierung
(RILEY et al., 1991, FELLEISEN, 1997). Das Prinzlpr PCR basiert darauf,
dass sich zwei Primer (Oligonukleotide) an die ktanpentar homologen 3'-
und 5-Enden der Ziel-DNA-Region anlagern. Die dudie Primer definierte

Sequenz kann so amplifiziert und im Gel dargesteditden.

2.3.3.1.1rRNA

Bei der 5,8S rRNA handelt es sich um ribosomale DEXe Replikations-
einheit der nuklearen rDNA besteht aus dem nidridkribierten Spacer (NTS),
dem externen transkribierten Spacer (ETS), demé&teiRibonukleinsaure 18S

(S fur Svedberg-Einheit), dem internen transkrileier Spacer (ITS-1), der
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kleinen Ribonukleinsaure 5,8S, dem zweiten intertramskribierten Spacer
(ITS-2) und der groRen Ribonukleinsaure 28S.

ITS-1  |ITS-2
NTS ETS 185 \ 58S/ 285
—{ 1
1 kb

Figur 4 Der rDNA-Aufbau eines Eukaryonten. Aus: Ribosom®A: molecu-

lar evolution and phylogenetic inference von HIELIund DIXON

(1991).

NTS: nicht-transkribierter Spacer
ETS: extern transkribierter Spacer
ITS: intern transkribierter Spacer

18S, 5,8S und 28S: Ribonukleinsauren

Man findet rRNA in den Zellen der gesamten belebi&lt, sogar in
Mitochondrien. Die verschiedenen Regionen sind rsoteedlich konserviert
und so eine ideale Informationsquelle fir phylogscae Analysen (VISCOG-
LIOSI et al., 1999).

Die in dieser Arbeit amplifizierte Region 5,8S rRNg#t hochkonserviert und
kann genutzt werden, um Riuckschlisse zu ziehen,bdiein die Zeit des
Kambrium zuriick gehen. Ordnungen, die sich seit &a@ozoikum getrennt
haben, zeigen kaum Veranderungen. So zeigt zumpiBkidie 5,8S rRNA
Region der Hausmauklus musculusiahezu 100%ige Ubereinstimmung mit der
der WanderratteRattus norvegicug¢HILLIS and DIXON, 1991). Untersuchun-
gen der 5,8S rRNA Region vofritrichomonas foetugrgaben eine 100%ige
Ubereinstimmung untereinander (FELLEISEN et al.98,9WALKER et al.,
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2003). Jedoch ist die Region recht kurz und someitvdrhandene Information
limitiert (HILLIS and DIXON, 1991).

2.3.3.2 Restriktionsenzymanalyse (REA)

Zur weiteren Differenzierung kann eine Restriktemsymanalyse eines PCR-
Produkts erfolgen. Mit Hilfe einer Datenbank flrzZgmschnittstellen kann man

fir bekannte Sequenzen die passenden Enzyme herafisrfeld auswéahlen.

2.3.3.3 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Die Technik der Random Amplified Polymorphic DNA ARD) wurde von
WILLIAMS et al. (1990) erstmals beschrieben. Es d&h sich um eine
Polymerasekettenreaktion, jedoch kommt hier eiatirelkurzer Primer zum
Einsatz, der unbekannte Bereiche der DNA amplifiziean erhalt ein
spezifisches Bandenmuster, das als DNA-Fingerpligrit. FELLEISEN (1998)
etablierte die Methode fir verschiedehechomonasspp. und probierte dabei
20 verschiedene Primer aus. Er konnte den Verdattitrten, dass es sich bei
Tritrichomonas foetusund Tritrichomonas suisum dieselbe Art handelt,

wohingegenTritrichomonas mobilensisiner eigenen Art angehort.

2.3.3.4 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
Die Pulsfeldgelelektrophorese wurde von SCHWARTA @ANTOR (1984)

erstmals beschrieben. Diese Technik erlaubt ektent€hromosomen aufzu-
trennen. Indem man die Richtung des elektrischddsFeei der Gelelektro-
phorese regelmallig andert, missen sich die Fragmemher wieder neu
ausrichten. Die DNA wird zu Beginn der Praparation Gelblockchen

eingebettet, um die langen Chromosomen vor Brueusn zu schitzen.
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Die Praparation defrichomonaspp.-DNA gestaltete sich schwierig, da sie sehr
reich an Nukleasen sind. RILEY und KRIEGER (199)den mit der Diethyl-
pyrocarbonat-Triton X-100 Methode eine Mdglichkedieses Problem zu
beheben. LEHKER und ALDERETE (1999) setzten diesthidde erstmalig fur
die PFGE ein.

2.4 Therapie

2.4.1 Chemotherapeutika gegen Trichomonosis

Das alteste Mittel gegemrichomonasspp. ist Kupfersulfat (CuSQ) welches
jedoch lebertoxisch ist (JAQUETTE, 1948). Fur diehBndlung von Menschen
und Tieren wurden mehrere Nitroimidazole entwick&las erste trichomona-
denspezifische Mittel war Enheptirein Aminonitrothiazol (ANT) (STABLER
and MELLENTIN, 1953; FRITZSCHE, 1955), welches egexinge therapeuti-
sche Breite hat und deshalb nicht mehr verwendet wi

Ein Ubliches Chemotherapeutikum bei nicht-lebensthé&fernden Tieren ist zur
Zeit SpartriX, ein Nitroimidazol (Carnidazol, von Janssen-Cilatguss) in
Tablettenform fir die Einzeltiertherapie. FiUr dieH&ndlung von grofl3eren
Gruppen gibt es Chevicdl(Dimetridazol, (GRAVENDYCK et al., 1997) von
Chevita GmbH, Pfaffenhofen) oder Cl8n{Metronidazol, (LUTHGEN und
BERNAU, 1967) von Bayer, Leverkusen), welche ubas drinkwasser zuge-
fihrt werden. Diesd herapeutikasind alle gut wirksam, aber einzelne Tricho-
monadenstdmme zeichnen sich durch eine erh6htstB®esigegen sie aus, die
zu Rezidiven fiihren kénnen (LUTHGEN und BERNAU, 106

Im Rahmen eines Antrags auf Wiederzulassung wuindgst die Vertraglichkeit
von Ridzof R-10 % Bt (Ronidazol) bei Brieftauben in einer kotlierten
klinischen Studie Uberprift (KRAUTWALD-JUNGHANNS at., 2004). Schon

bei einer doppelten therapeutischen Dosis tratste &tebenwirkungen auf. Die
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Entwicklung der Kopermasse verringerte sich, Poéyuind Diarrh6 traten auf
und Organveranderungen wurden gefunden. Inwiewieit derekter kausaler
Zusammenhang mit dem Medikament besteht, missbehad weiterfiihrenden
Langzeitstudien abgeklart werden.

Bei den lebensmittelliefernden Tieren — dies siadden Tauben alle Rasse- und
Fleischtauben, die nicht zu den Brieftauben gehérestehen zur Zeit keine
wirksamen Behandlungsmdglichkeiten zur Verfligungh@ng IV der Verord-
nung (EWG) Nr. 2377/90) (JODAS et al., 2005). Zhetapie vornTrichomonas
vaginalis beim Menschen sind weiterhin unter anderem €laun Bayer und
Flagyl® von Aventis zugelassen. Auch bei der TherapieMesschen ist man
sich Uber das mutagene Potenzial der Medikamentaudst, und es sollten
effektive Alternativen gesucht werden (HONIGBERGIBURGESS, 1994).

2.4.2 Chemoprophylaxe gegen Trichomonosis

Die Ubliche Vorgehensweise von Taubenhaltern ist, dere regelmalligen
»1richomonadenkuren® zu unterziehen. Vor allem Boreftaubenfligen werden
die Tiere prophylaktisch behandelt. Dies ist darniterklaren, dass die Tauben
auch nach erfolgter Behandlung nicht immer erregedind oder nicht lange
erregerfrei bleiben (KALETA et al., 1990). Diesergehensweise ist aber nicht
unumstritten. Nitroimidazole besitzen nach KROKER999) ein hohes
toxisches Potential. WISLOCKI und LU (1990) besdhea@ Ronidazol als
mutagen und kanzerogen. Auch kann es leicht zu déisearungen kommen,
wenn der Trinkwasserverbrauch zum Beispiel durcdnKheit erhéht ist.
FRANSSEN und LUMEIJ (1992) untersuchten ResistergmmmTrichomonaden
gegen mehrere Nitroimidazole. Resistenzen wurdenvivo und in vitro
gefunden. Sie sind vermutlich durch prophylaktisshbtherapeutische Medika-
mentengabe erworben (LUMEIJ and ZWIIJNENBERG, 19%ie schlagen
deshalb vor, nur Tauben mit manifester klinischeciiomonose zu behandeln.

Nur so kann sich eine Pramunitat bei den latentietten Tauben entwickeln.
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Sie schreiben weiter, dass eine prophylaktischeaBdlaing der Alttiere nur
wahrend der Brutzeit sinnvoll sei, um die Jungvdageschtzen.

Bei lebensmittelliefernden Tieren stehen zur Zaink chemotherapeutischen
Prophylaxemdglichkeiten zur Verfigung (VerordnuyMG) Nr. 1756/2002)
(JODAS et al., 2005).

2.5 Fragestellungen der eigenen Untersuchungen

Seit mehr als 60 Jahren (STABLER and MELLENTIN, 3p§gibt es wirksame
und relativ gut vertragliche Pharmazeutika gegen Tichomonose. Dadurch
wurde die Trichomonadenforschung in den letztemefalind Jahrzehnten stark
vernachlassigt. Speziell tber die Trichomonadeneels wurden nur wenige
Forschungsberichte veroffentlicht. Seit dem Vertbet Anwendung von Nitro-
imidazolen bei lebensmittelliefernden Tieren stefigmdiese keine wirksamen
Therapeutika zur Verfiigung. Der sich daraus ergdddrherapienotstand beim
Wirtschaftsgefligel und der damit verbundene wirgdtliche Schaden wird in
Zukunft wieder vermehrtes wissenschaftliches Is®ee an Trichomonaden
hervorrufen.

Die bisher isolierten und beschriebenen Trichomenagurden nur anhand ihrer
Morphologie, des Vogelwirts und der Lokalisation die Arten Trichomonas
gallinae und Tetratrichomonas gallinarununterteilt. Auch die Einfihrung von
molekularbiologischen Methoden hat daran kaum etgedndert. Weiter-
fuhrende vergleichende Studien wurden, soweit batikdnsher bei aus Vogeln

isolierten Trichomonaden noch nicht durchgefthrt.

Ziele der vorliegenden Arbeit sind Isolierungsverse von Trichomonaden aus
Vogeln verschiedener Arten, Charakterisierung ilvekromorphologie sowie
vergleichende molekularbiologische Studien der DN&s wird versucht, damit

einen Anteil an den nach wie vor offenen Fragastgken der Taxonomie und
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der Epidemiologie, vor allem in Hinblick auf die Fragach der Moglichkeit

von artiibergreifenden Ubertragungen der Erregelgigten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Der Grolteil der Flagellaten-Isolate stammt von &pgtienten der Klinik far

Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische. Die Probearden im Rahmen der
diagnostischen Untersuchungen in der Poliklinik Niégel und Reptilien

entnommen. Dabei unterlagen die beprobten Tieneekebesonderen Auswahl-
kriterien. Einige weitere Isolate stammen aus darikeigenen Brieftauben-

zucht.

Als Referenzstamm diente Tritrichomonas foetus AT3DO824 der freundlicher-
weise von dem Institut fur Parasitologie der Unsi&t Bern, Schweiz zur

Verfigung gestellt wurde.

Tabelle 1 Uberblick zu allen Isolaten

Wirtsspezies Anzahl der Isolate % Zeltraum der
Probennahme
Taube 75 62 2000 - 2002
Kanarienvogel 14 12 2000 - 2001
Greifvogel 14 12 1998 - 2004
Wellensittich 8 7 1999 - 2002
Huhn 4 3 2002 - 2003
Ente 3 2 2003
Pute 2 2 2003
Ringfasan 1 1 2003
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3.1.1 Herkunft der Isolate

Es wurden bei Patienten der Poliklinik (n = 62)i trsschtoten Sektionstieren
(n = 13) der Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibieand Fische, sowie bei
Tieren aus Zuchtbestdnden (n = 46) Tupferprobemoeminen. Die Kropf-
abstriche von Stadt-, Brief-, Rasse-, Ringel- uridk&ntauben, von Kanarien-
vogeln, von Habichts- und Zwergadlern, Wander- uidtelfalken, Mause-
bussard, Rohrweihe, Schleiereule und Uhu und vorleWv&ttichen sowie
Abstriche des Darms (vor allem lleum und Zakum) ¥airhnern, Enten, Puten
und Ringfasan wurden mikroskopisch auf Flagellatetersucht und diese dann
auf HEF-Kulturen, auf HELZ-Kulturen und in Diamomdiedium (DIAMOND,
1968) angezichtet.

Nachfolgend werden die Bezeichnungen der Isolatgiesalie beobachteten

klinischen Symptome der beprobten Végel mitgeteilt.

Tabelle 2 Isolate von lebenden Tauben

Isolatbezeichnung Vogelspezies Bemerkungen

Brieftaube,Columba _ )
BT1,62,46,7 o . verminderte Flugleistung
livia f. domestica

Brieftaube,Columba '
T o _ keine
livia f. domestica

TV Rassetaube;olumba hgr. Befall,
livia f. domestica Begleitflora:Staph. aureus
TV Brieftaube,Columba ggr. Befall, BegleitfloraStaph.

livia f. domestica intermed, E. coli, Hefen

Brieftaube,Columba '
T VI o . keine
livia f. domestica

Turkentaube _
T VI ) keine
Streptopelia decaoct

O

Brieftaube,Columba '
T VIII o . keine
livia f. domestica
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Fortsetzung Tabelle 2: Isolate von lebenden Tauben
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D

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
Rassetaub&;olumba '
TIX o . keine
livia f. domestica
Tx StadttaubeColumba ggr. Befall,
livia f. urbana mager, Flagelfraktur
X StadttaubeColumba hgr. Befall,
livia f. urbana sehr mager
T XIl _ Alttier: ggr. Befall,
Brieftaube Columba | Begleitflora:Lactobacillussp.,Staph.
T livia f. domestica | jungtier: hgr. Befall, massive Belag
Begleitflora:E. coli, Staph, Past. ham
HaustaubeColumba
T XIV o . mgr. Befall
livia f. domestica
Brieftaube,Columba
T XV o _ hgr. Befall
livia f. domestica
Brieftaube,Columba
T XVI o . hgr. Befall
livia f. domestica
Brieftaube,Columba )
T XVII . . keine
livia f. domestica
Brieftaube,Columba 1: mgr. Befall, 2: mgr. Befall
T XV 1.4 o _
livia f. domestica 3: hgr. Befall, 4: ggr. Befall
Brieftaube,Columba 1: ggr. Befall
TXIX 12 o .
livia f. domestica 2: hgr. Befall
StadttaubeColumba
T XX o allg. Schwache
livia f. urbana
Rassetaub&;olumba
T XXI o . hgr. Befall
livia f. domestica
StadttaubeColumba
T XXII gestorben

livia f. urbana
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Fortsetzung Tabelle 2: Isolate von lebenden Tauben

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
XXl Ringeltaube hgr. Befall, Wunde an Brust und
Columba palumbus Fligel, Euthanasie
Brieftaube,Columba _
TVI1 o . unauffallig
livia f. domestica
Brieftaube,Columba .
JT 4,5, 13, 20 o _ unauffallig
livia f. domestica
Brieftaube,Columba _
AH4,5,6,10,11,21 _ unauffallig
livia f. domestica
AHIIIL, 2,3,4,5,7 .
Brieftaube,Columba _
8,9, 10,11, 12,13, _ unauffallig
livia f. domestica
14, 15, 16, 22, 23
Brieftaube,Columba .
AHIV1, 2 3,4 o _ unauffallig
livia f. domestica
Inst.Ta.-4 6,, 71, 81, | Brieftaube Columba _
o . unauffallig
9, 10, livia f. domestica
Inst.Ta.-2, 72, &, %, | Brieftaube Columba .
o _ unauffallig
10, livia f. domestica
: verendet, schwere fibronekrotische
Ringeltaube - . ) .
1164, 1165 Lasionen im Gaumen mit Invasion d

Columba palumbus

Schadelhohle und Obstruktion des

Osophaguseingangs, Septikamie

Die Isolate JT 4, 5, 13 und 20; AH 4, 5, 6, 10,ubd 21; AH Il 1, 2, 3, 4, 5, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 22 und 23; AH1IV2, 3 und 4 wurden im
Rahmen des Avian Handling-Kurses in den Jahren 200@®001 aus Tauben

(Orientalischer Tummler) eines Taubenziichters entnen. Der diagnostizierte

Trichomonadenbefall war gering- bis hochgradig. Bai % aller beprobten

Tauben konnten Trichomonaden nachgewiesen werden.
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Die Isolate Inst.Ta.-4 6y, 71, 8, 9, 10, und Inst.Ta.-2 7,, &, 9, 10, stammen
von 15 Brieftauben, die in einem Versuchsrahmenherrn S. Schitz beprobt
wurden.

Die Gruppe Inst.Ta-X wurde zu Versuchsbeginn beprobt. Bei der Gruppe
Inst.Ta-X% handelt es sich um dieselben Tauben. Sie wurdean m@nem
Abstand von 10 Tagen erneut beprobt. In der Zwiszéié wurden die Tauben
mit dem Antibiotikum Meronefh(Meropenem, Astra Zeneca, Wedel) behandelt
(S. SCHUTZ Dissertation in Vorbereitung).

Die Isolate 1164 und 1165 stammen von Ringeltay@atumba palumbusjus
Sludspanien (Cadiz). Dort haben sie zu betrachtlicBehaden in der Wild-
population gefiihrt (HOFLE et al., 2004). Sie wurdiaundlicherweise zu
Vergleichszwecken von Frau Dr. U. Hofle zur Verfigugestellt.

Bei den restlichen Tauben handelte es sich um Ratiedie in der Klinik fir

Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische vorgesteflirden.

Tabelle 3 Isolate von lebenden Kanarienvdgeln

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
KV1,2 3 unauffallig
KV 4,5 mgr. Befall, BegleitfloraStaph,
Pseudomona¥lebsiella
KV 6 hgr. Befall, verendet
KV 7 unbekannt
KV 8 Kanarienvogel ggr. Befall, Symptome: singt nicht
Serinus canaria schlaft viel, atmet schwer
mgr. Befall, BegleitflorakE. coli,
KV 9,10, 11 letztes Jahr massenhaftes Sterben im
Bestand, Symptome: abgemagert,
aufgeplustert (waren auf Ausstellung)
KV 12, 13 gleicher Bestand wie KV 9, 10 und {11
(waren nicht auf Ausstellung)
KV 14 unauffallig
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Die Kanarienvdgel der Isolate KV 1, 2, 3 stammes @nem Zoofachhandel.

Bei dem Kanarienvogel des Isolats KV 6 handeltiee am ein zur Sektion

eingeliefertes totes Tier.

Der Kanarienvogel des Isolats KV 14 stammt ausmeidaechtbestand.

Bei den restlichen Kanarienvdgeln handelte es gsmhPatienten der Klinik ftr

Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische.

Tabelle 4 Isolate von lebenden Greifvigeln

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
7-99
Nestling
8-99
symptomlos
9-99
Nestling; sehr kleine Lasionen
22v Habichtsadler
nahe Choane
Hieraaetus fasciatus
22w Nestling, symptomlos
Nestlin
22X _ J
5 mm @ Lasion am Gaumen
. Nestling; multiple nekrotische
Fitos Lasionen, Geschwister an
Trichomonose gestorben
Wanderfalke Nestling
HP-MEM Falco peredrinus fibronekrotische Lasionen an
bereg Gaumen und Osophagus
Jungvogel; schwere
1371 Rotelfalke fibronekrotische Lasionen an
Falko naumanni Gaumen und Unterschnabel,
gestorben an Untererndhrung
Adult; schwere fibronekrotische
CR122 Zwergadler Lasionen in Schnabelraum und

Hieraaetus pennatus

Osophagus, gestorben an
Untererndhrung
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Fortsetzung Tabelle 4: Isolate von lebenden Grgdud

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
Adult; schwere fibronekrotische
1177 Schleiereule 'Il_ésionen an Gaumen und
Tyto alba Osophaguseingang mit fast

volliger Ausfillung des Lumens,
verstorben an Untererndhrung

unterentwickelter Jungvogel

Rohrweihe beidseitige Sinusitis des

RW Circus aerudinosus Infraorbitalsinus, keine Lasionen
9 des Schnabelraums oder deg
Osophagus
Mausebussard

MB 1 allg. Schwache

Buteo buteo

Uhu apatisch

Uhu 1 _

Bubo bubo verstirbt kurz nach Untersuchung

Bei dem Mausebussard-Isolat MB 1 und dem Uhu-lddlai 1 handelt es sich
um Fundtiere, die der Klinik fur Vogel, Reptilie®mphibien und Fische

eingeliefert wurden.

Die Isolate Fitos, 22v, 22w und 22x stammen ausugat (Algarve) und die
Isolate 7-99, 8-99 und 9-99 stammen aus ZentraispafCiudad Real). Die
restlichen Isolate stammen von Patienten der Klgdek Centro de Estudios de
Rapaces Ibéricas, Station der regionalen Regiensry autonomen Region
Castilla — La Mancha. Die Isolate wurden freundficheise von Frau Dr. U.

Hofle zur Verfligung gestellt.



44

Material und Methoden

Tabelle 5 Isolate von lebenden Wellensittichen

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
hgr. abgemagert, hgr. gestortes
WS | Allg.befinden, hgr. Megabakterien
im Magen, gestorben
WS I unbekannt
hgr. Befall; BegleitfloraStaph
WS o-Strept Symptome: wirgen, keine
Futteraufnahme
WS IV Wellensittich, ggr. Befall, unauffallig
Melopsittacus undulatus gor. Befall, Symptome: keine
WSV Futteraufnahme, Flugunlust,
Schwanz wippen
WS VI mgr. Befall,
Symptome: wirgen
WS VIl unbekannt
WS VIII hgr. Befall,
Symptome: wirgt Futter hoch

Bei allen Wellensittichen handelte es sich um Rétie der Klinik flr Vogel,

Reptilien, Amphibien und Fische.

Tabelle 6 Isolate von sezierten Wirtschaftsgefligel

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
H1 Endoparasitose
H 2 Parasiten, Mareksche
Huhn Krankheit
H3 Gallus gallus Kokzidien, Heterakis,
Askariden
H4 Askariden, Heterakis
Ente
E1,E2 E3 Anas platyrhynchof Generalisierte Entziindunge
_ Mastprobleme
domestica
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Fortsetzung Tabelle 6: Isolate von sezierten Whdsisgefltigel

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
P1 Kok;idien,MycopIasma
Pute gallisepticuminfektion
: alte, offene Flugelfraktur,
P2 Meleagris gallopavo Mycoplasma meleagridis
Infektion
Ringfasan o _
F1 ) ) Capillaria, Heterakis
Phasianus colchicus

Bei diesen Isolaten handelte es sich um Sektioestier Klinik fir Vogel,

Reptilien, Amphibien und Fische. Die Hihner, Putend der Ringfasan

stammen aus extensiven Haltungsformen. Die Entammeen aus gewerblicher

Haltung.

Trichomonaden konnten auch bei verschiedenen LaarnAgefunden werden.

Tabelle 7 Beprobte lebende Loris

Gattung Art
Glanzlori Braunlori,Chalcopsitta duivenbodei duivenbodei
Chalcopsitta Kardinallori, Chalcopsitta cardinalis
Kapuzenlori[Eos squamata squamata
Rotlori . . —
£ Obi KapuzenloriEos squamata obiensis
0s

Diademlori,Eos histrio histrio

WeilRbirzelloriPseudeos

WeilRbirzelloriPseudeos fuscata fuscata

Keilschwanzsittiche
Trichoglossus

Schmucklori, Trichoglossus ornatus

Breitbinden Allfarblori, Trichoglossus h. haematodus

Blauwangen Allfarblori,Trichoglossus h. capistratus
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Fortsetzung Tabelle 7: Beprobte lebende Loris

Gattung

Art

Keilschwanzsittiche
Trichoglossus

Gebirgs Allfarblori, Trichoglossus h. moluccans

Mitchell Allfarblori, Trichoglossus haematodus mitchell

Neukaledonien AllfarbloriTrichoglossus h. deplanchii

Rosenberg AllfarbloriTrichoglossus h. rosenbergii

Rotnacken Allfarblori;Trichoglossus h. rubritorquis

Sumba Allfarblori, Trichoglossus haematodus fortis

Weber’s Allfarblori, Trichoglossus haematodus weberi

Apolori, Trichoglossus johnstoniae johnstoniae

SchuppenloriTrichoglossus chlorolepidotus

Gelbkopflori, Trichoglossus euteles

Irislori, Trichoglossus iris iris

Breitschwanzlori

Prachtgelbmantelloriorius garrulus flavopalliatus

Erzlori, Lorius domicella

Lorius

Frauenlori,Lorius lory lory

JosephinenloriCharmosyna josefinae
Zierlori .

PapualoriCharmosyna papou papou
Charmosyna

Stella PapualoriCharmosyna papou stellae

Prachtzierlori

Griunburzeliger SchonlorHypocharmosyna placentis

Hypocharmosyna subplase
Berglori Gualori, Neopsittacus musschenbroekii
Neopsittacus Smaragd-GualoriNeopsittacus pullicauda pullicauda

Moschuslori,Glossopsitta

Moschuslori,Glossopsitta concinna

Systematische Einteilung nach PAGEL (1985)
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Tabelle 8 Isolate sonstiger Spezies

Isolatbezeichnung Spezies Bemerkungen
Rind
T.f. ATCC 30924
Bos taurus
Waran )
WE keine
Varanusspez.

Das IsolatTritrichomonas foetusvurde freundlicherweise von Herrn Dr. Klaus
Henning, Institut fur Tiergesundheit, Wusterhausdes Friedrich Loeffler
Instituts (vormals Bundesforschungsanstalt fir Stmankheiten der Tiere) zur
Verfiigung gestellt; das Einverstandnis zur Weiteegaon Dr. Heinz Sager,
Institut fur Parasitologie, Universitdt Bern, Sclimvdiegt vor. Die dortige
Bezeichnung lautet ATCC 30924.

Der Waran war ein Patient der Klinik fir Vogel, Réen, Amphibien und
Fische. Es handelt sich um eine nicht weiter bestemFlagellatenart, jedoch

nicht um Trichomonaden.

3.1.2 Medien, L6sungen und Reagenzien

Basal Medium Eagle (BME) mit Earle’schen Salzen
100,0 ml/l  BME EARLE Instamed 9,34 g/l mit L-Glutam
(Seromed, Biochrom, Berlin)
100,0 ml/l  Tryptose-Phosphat-Brihe (TPB)
Stammlosung: 29,5 g/l TPB-Pulver
(Difco, Michigan, USA) in Aqua bidest. gelost ungtaklaviert

1,0 mi/l Gentamycin
Losung: 1 g Gentamycinsulfat (663 U/mg)
(Seromed, Biochrom, Berlin) in 20 ml Aqua destogeél
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0,5 mi/l Moronal-Suspension (500.000 I.E. auf 40H30D)
(Heyden, Minchen)
15,0 ml/l Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsafHepes 1 M)
(Serva, Heidelberg)
gelost in Aqua dest. und mit 1 N NaOH (Merck, Daad$) auf pH 7,5
eingestellt

Dulbecco’s Phosphate Buffer (DPB)

8,00 g/l (137 mM) NaCl (Merck, Darmstadt)
0,40 g/l (5,4 mM) KCI (Merck, Darmstadt)
1,15 g/l (8,1 mM) NgHPO, (Merck, Darmstadt)
0,20 g/l (1,5 mM) KHPG, (Merck, Darmstadt)

geldst in 1000 ml Aqua dest., autoklaviert undRaumtemperatur aufbewahrt

Trypsin-Stammlésung
4,0 g/l Trypsin (1:250) (Difco, Michigan, USA)
10,0 g/l (0,505 M)  D(+)-Glucose-Monohydrat

geldst in zehnfach konzentriertem DPB

Gebrauchslosung: Stammldsung 1:10 mit Aqua desdiveen

Antibiotika und Antimykotika

Fortunf 1,0 g Ceftazidim (Glaxo Smith Kline, Minchen)
Augmentafi 1,2 g Amoxicillin (Glaxo Smith Kline, Miinchen)
Baytril® 2,5 % Inj. Lsg.  Enrofloxacin (Bayer, Leverkusen)
Diflucan® I.V. Fluconazol (Pfizer GmbH, Karlsruhe)

Candio-Hermdl Nystatin (Hermal, Heidelberg)
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TE-Puffer
0,97 g/l (10mM) Tris-HCI (Roth, Karlsruhe)
0,37 mg/l  (1mM) EDTA-Na (Roth, Karlsruhe)

geldst in Aqua dest. und mit 5 N HCI auf pH 7,4geistellt

Tag DNA Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)

Konzentration: 5 U/ul
dazugehorig: 10x PCR Buffer mit (NHSO,
25 mM MgC}

Nukleotidmischung (Epicentre, USA)
6,25 mM dNTP Solution

10 uM dATP

10 pM dCTP

10 pM dGTP

10 uM dTTP

GroRRenstandards (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
Gene Rule™ 100 bp DNA Ladder, 0,5 mg DNA/m

Gene Rulel™ 50 bp DNA Ladder, 0,5 mg DNA/m

MassRulel DNA Ladder

Loading Dye Solutiorbx (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)

0,09 % bromophenol blue
0,09 % xylene cyanol FF
60 % glycerol

60 mM EDTA
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Agarose
1,125¢g Agarose NEEO Ultra-Qualitat  (Roth, Karlsuh
2,09 MetaPh&r Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf)

LMP-Agarose (Roth, Karlsruhe)

Laufpuffer (5x TBE) fur PCR

250,0 g 09M Tris (Roth, Karlsruhe)
137,59 0,9M Borsaure (Merck, Darmstadt)
18,61 g 0,5M EDTA (Roth, Karlsruhe)

in Aqua dest. I6sen, auf 5 Liter auffillen und ehi! NaOH auf pH 8,0
einstellen
Gebrauchslosung: 0,5x TBE

Ethidiumbromidlésung
Ethidiumbromidlésung 1 % (10 g/l) (Roth, Karlsryihe

geldst in Aqua dest. als Stammlésung

zum Gebrauch auf 2 mg/l verdinnt

Phosphatgepufferte SalzlosufRBS)

8,009 137 mM NacCl (Merck, Darmstadt)
0,20 g 2,7 mM KCI (Merck, Darmstadt)
1,15¢ 8,1 mM NaHPO, (Merck, Darmstadt)
0,20 g 1,5mM KHPO, (Merck, Darmstadt)

Nukleasen-Neutralisationslésung

1219 10 mM Tris-HCI (Roth, Karlsruhe)

1,17 ¢ 20 mM NacCl (Merck, Darmstadt)
37,22 g 100 mM EDTA (Roth, Karlsruhe)

0,42 g 1 mM Aurintricarboxyl  (Sigma, Osterode Hiarz)

gelost in 1 Liter Aqua dest.
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Verdauungspuffer

9,3¢ 100 mM EDTA
9,0 mi 1%

0,5 ml 0,2 %

geldst in 250 ml Aqua dest.

(Roth, Karlsruhe)

N-lauryl-sarcosine (Merck, Darmstadt)

Sodiumdeoxycholat (Merck, Darmstadt)

2 mg/ml Proteinase K (15,1 mg/ml) (Roche, Mannheim

Waschpuffe(TE-1)
1219 20 mM Tris

9,31¢g 50 mM EDTA
geldst in 500 ml Aqua dest.

Aufbewahrungspuffe(TE-2)
0,61¢g 10 mM Tris
0,019 0,06mM  EDTA
geldst in 500 ml Aqua dest.

Laufpuffer (10x TBE) fur PFGE

5399 445 mM Tris
2759 445 mM Borsaure
3,729 10 mM EDTA

gel6st in 1 Liter Aqua dest.

Sonstiges
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Formalin, min. 37 %
Giemsa
Karbolfuchsin

Methanol

(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)
(Roth, Karlsruhe)

(Roth, Karlsruhe)
(Merck, Darmstadt)
(Roth, Karlsruhe)

(Serva, Heidelberg)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Merck, Darmstadt)
(Schmidt Alkohol, Dillenburg)
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Ethanol (Roth, Karlsruhe)
DEPC (Diethylpyrocarbonat) (Sigma, Osterode anzHa

3.1.3 Anzuchtmedien fur Trichomonaden

3.1.3.1 Diamond-TYM-Medium

Die Herstellung erfolgte nach der Beschreibung RéAMOND (1957), mit der
Erganzung von DIAMOND (1968) und eigener Modifikuarti

20,0 g Trypticase (BBL) (Becton, Dickinson & COSA)
10,0 g Hefeextrakt (Merck, Darmstadt)

50¢g Maltose (Merck, Darmstadt)

109 L-Cysteinhydrochlorid (Merck, Darmstadt)

0,89 KHPO, (Merck, Darmstadt)

0,8¢g KHPO, (Merck, Darmstadt)

0,29 L-Ascorbinsaure (Merck, Darmstadt)

ad 900 ml  Aqua dest.

0,59 Agar-Agar (Merck, Darmstadt)

100 ml FKS (Seromed, Biochrom, Berlin)
0,126 g Penicillin G, 1 Mega (Gruinenthal, Aachen)

109 Streptomycinsulfat, 1,0 g (Grinenthal, Aagh

10 ml Amphotericin B 250 pg/ml (Seromed, Biochrdderlin)

Die ersten sieben Komponenten wurden abgewogenmihddqua dest. auf
900 ml aufgefllt und in Lésung gebracht. Der pH#\ger Lésung wurde mit
NaOH bzw. HCI auf 6,0 eingestellt.

AnschlieBend wurde Agar zugegeben und die LosundgvMiztuten bei 1 bar
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 48 °C wurdemu8g Antibiotika und
Antimykotikum zugegeben, die Losung in 100 ml Flest portioniert und bei

-20 °C eingefroren.
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3.1.3.2 Huhner-Embryo-Fibroblasten

(SCHAF and PURCHASE, 1998)

Zur Herstellung der Huhner-Embryo-Fibroplastenkdiu (HEF-Kulturen)
wurden zehntagig bebritete SPF-HUhnerembryonen (YALohmann, Cux-
haven) verwendet. Nach Abflammen der Eischale aimten Pol erfolgte die
sterile Entnahme des Embryos. Kopf und innere Grgamrden entfernt und der
Korper mechanisch homogenisiert. Die so erhalteeevgbemasse wurde mit
einem Ruhrmagneten in einen Erlenmeyerkolben tbgrtind mit DPB-LAsung
zweimal gewaschen. Danach wurde Trypsin-Gebraushsp zugesetzt,
30 Sekunden gerthrt und 10 Minuten zum Sedimemtisahraggestellt. Der
Uberstand wurde verworfen, anschlieRend wieder Singhdsung zugesetzt,
10 Minuten gerudhrt und 10 Minuten schraggesteliesihal wurde der zell-
haltige Uberstand mit je 1 ml fetalem Kéalberserii$) (Seromed, Biochrom,
Berlin) in Zentrifugenglaser tberfuhrt. Die Trypigrung erfolgte noch dreimal.
Danach wurde der Uberstand 10 Sekunden bei 300@ngrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die pelletierten efelin BME mit einem
Zusatz von 5 % FKS resuspendiert. Die Suspensianlevauf eine Zelldichte
von 106/ml eingestellt und in Zellkulturflaschendurschalchen gegeben. Aus
einem Embryo lieBen sich 80 bis 100 ml Zellsuspensjewinnen. Nach
eintagiger Inkubation bei 37 °C waren die Zellenetnem dichten Zellrasen

ausgewachsen. Als Erhaltungsmedium diente BME 6t 2KS.

3.1.3.3 Huhner-Embryo-Leber-Zellen

(SCHAF and PURCHASE, 1998)

Zur Herstellung der Huhner-Embryo-Leber-Zellkulture(HELZ-Kulturen)
wurden vorzugsweise 10-11 Tage bebritete Embryomerwendet. Die
Entnahmetechnik erfolgte wie bei der HEF-HerstglurDie Lebern der
Embryonen wurden vorsichtig entfernt und in einetriBchale mit DPB-LAsung

gewaschen. Nach der Homogenisierung und ZugabeDRIB-L6sung wurde
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das Gemisch in einem Erlenmeyerkolben kurz aufdasgh Durch Schrag-
stellen sedimentieren die Leberzellstiicke, der &thad wurde verworfen. Nach
der Zugabe von Trypsin-Losung wurde der Kolbenfdiinf bis zehn Minuten in
ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt. Das Sedimaendennochmals aufge-
schuttelt und erneut fur finf Minuten schrag stelassen. Der Uberstand wurde
in Zentrifugenglaser tberfuhrt und der Trypsinigrsvorgang durch die Zugabe
von 1 ml FKS gestoppt. Die Trypsinierung wurde zWwisi dreimal wiederholt.
Nach der letzten Trypsinierung wurde der komplettealt des Erlenmeyer-
kolbens durch eine sterile Gaze in ein Zentrifuggmndiltriert. Die Zentrifuga-
tion erfolgte bei ca. 1000 g fur 10 Sekunden. Deeldtand wurde verworfen,
die pelletierten Zellen in BME mit einem Zusatz vbB % FKS resuspendiert
und in ZellkulturgefalR3e verbracht. Aus einer Emibeiper lieRen sich ungefahr
5 ml Zellsuspension gewinnen. Nach eintagiger liakwoln bei 37 °C waren die
Zellen zu einem dichten Zellrasen ausgewachsenEAlaltungsmedium diente
BME mit 2 % FKS.

3.1.4 DNA-Praparations Kit

Die DNA—-Extraktion erfolgte mit Hilfe des DNedsy Tissue-Kits (Qiagen,
Hilden).

3.1.5 Oligonukleotidprimer und Thermocycler Temperaturpro gramm

PCR-Primer (MWG-Biotech AG, Mlnchen)

Fur die PCR wurden folgende Oligonukleotidprimenvendet
(FELLEISEN, 1997)

TFR1 5-TGC TTC AGT TCA GCG GGT CTT CC-3’
TFR2 5-CGG TAG GTGAACCTG CCG TTG G-3
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Fur die RAPD wurden folgende Oligonukleotidprimerwendet
(FELLEISEN, 1998)

OPB 07 5'-GGT GAC GCA G-Z
OPB 17 5'-AGG GAA CGA G-3
OPB 18 5'-CCA CAG CAG T-3'

Fur die speziesspezifische PCR wurde folgendes mdwycler Temperatur-
programm verwendet (FELLEISEN, 1997)

5,8S rRNA

1 94,0 °C 3 Minuten

2 94,0 °C 30 Sekunden

3 66,0 °C 30 Sekunden

4 72,0 °C 90 Sekunden

5 die Schritte 2 bis 4 wurden insgesamt 40 mal wiealer
6 72,0 °C 15 Minuten

7 4,0 °C 15 Minuten

Fur die RAPD wurde folgendes Thermocycler Tempepaogramm verwendet
(FELLEISEN, 1998)

RAPD

1 94,0 °C 3 Minuten

2 94,0 °C 1 Minute

3 36,0 °C 1 Minute

4 72,0 °C 2 Minuten

5 die Schritte 2 bis 4 wurden insgesamt 40 mal arieolt
6 72,0 °C 10 Minuten

7 4,0 °C 15 Minuten
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3.1.6 Restriktionsenzyme

(MBI Fermentas Molecular Biology, St. Leon-Roth)

Bsd.| (BsiYI)

5'...CCNNNNNVNNGG...3"  ausBacillus stearothermophilus
55°C

Buffer Y*/Tangd"

Msd (Trull)

5..TVTAA...3 ausThermus rubeRFL1
65 °C

Buffer R

Tad

5..TVCGA...3 ausThermus aquaticuy T-1
65 °C

Buffer Taql

Tad (TsfEl)

5..NVAATT...3 ausThermus aquaticugn4-211
65 °C

Buffer B

Vs(d

5...ATVTAAT...3 ausVibrio species
37 °C

Buffer O
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Sma

5...CCCVGGG...3

30 °C

Puffer Y'/Tangd"

ausSerratia marcescens

3.1.7 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Brutschrank
Autoklav
Werkbank

PCR Werkbank
Mikroskop

ZellkulturgefalRe

Handschuhe

Zentrifugen

Thermoblock
Magnetrihrer
Vortex-Schdttler
Gilson-Pipetten
Wasserbad
Feinwaage
pH-Meter

(Heraeus, Frankfurt am Main)
(Systec GmbH, Wettenberg)

Mikroflow (Nunc, Wiesbaden)
Safeflow 1,2 (Nunc, Wiesbaden)

P.C.R. Omni, Microflow (Nunc Asteciedbaden)
Diavert (Leitz, Wetzlar)

Axioskop (Zeiss, Oberkochen)
TC 25 chflaschen (Greiner, Frickenhausen)

Gewbekulturschalchen 35 mm (Greiner,
Frickenhausen)
NoPowder latex examination gloves
(Ansell GmbH, Minchen)
Nitra Touch (Ansell GmbH, Miinchen)
Universal 32 R (Hettich, Tutlingen)
Rotanta/T (Hettich, Tutlingen)
Mikro 20 (Hettich, Tutlingen)
(Falc, Opto-Lab, Concordia, Italien)
(Kretschmer, Giel3en)
(Heidolph, Kelheim)
(Abimed, Langenfeld)
(Kottermann, Uetze-Hanigsen)
P 160 N (Mettler, Giel3en)
(Knick, Berlin)
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-85 °C Gefrierschrank (Nunc, Wiesbaden)

Kamera Nikon Coolpix 4500
Canon EOS 10 Spiegelreflexkamera
Objektiv Canon 100 mm Macro EF 1:2,8; Orange-RditefFi
Blende 5,6
Gestopfte Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 ¥, Hess. Oldendorf)
PCR Tubes 0,5 ml dinnwandig (Biozym, Hess. Oldéido
Nesco-Film (Nippon Shoji Kaisha LTD, Japan)
Thermocycler PTC-200 (Biozym, Hess. Oldendorf)
Stromquelle EPS 600 (Pharmacia, Schweden)

Unipack 250, (UniEquip)

Elektrophoresekammer  (von Keutz, Reiskirchen)

Mikrowellenherd Home Electronics 700 W (Alaska)

Film APX 100 (AGFA, Leverkusen)

UV-Illluminator 254 nm Wellenlange (Novodirekt)

Software Clone Manager 4,0 (Scientific & Educatiobaft-
ware, USA)

Zentrifuge Biofuge 22R (Heraeus, Ffm)

Reaktionsgefalle 2 ml (Biozym, Hess. Oldendorf)

Waage PM480, Delta RarfyéMettler, GieRen)

Vortex-Schiittler Vortex Genie 2 (Scientific Induss, NY, USA)

Wasserbad GFL 1002 (MAGV GmbH, Rabenau Londorf)
GFL 1003 (MAGV GmbH, Rabenau Londorf)

Zentrifuge 202 MK (Sigma, Osterode am Harz)

PFGE Kammer CHEF-DR II (Bio-Rad, Miinchen)

Geldokumentationsgerat Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, Mié&mgh

Video Printer (Sony, Tokyo, Japan)

Video Printer Papier (Sony, Tokyo, Japan)
Mikroskop DMR Stereomikroskop (Leika, Wetzlar)
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Kamera SVHS CCD-Kamera (EMIXamPro, Damme)
Software Motic Images Plus 2,0 (Motic Deutschlanchibd,
Wetzlar)

3.2 Methoden

3.2.1 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte bei Taube, Greifvogélellensittich und
Kanarienvogel in Form eines Kropftupfers. Dazu htacein Helfer den
lebenden Vogel in eine gestreckte Haltung und figiéhn gut. Der angefeuch-
tete Tupfer wurde von der linken Schnabelseitereantsliegenden Osophagus-
offnung gefihrt und bis zum Kropf unter Palpatiomskolle vorsichtig in die
Tiefe geschoben. Um oberflachliches Epithel abansvurde die Kropfwand
von auf3en massiert. Der Tupfer wurde wieder heemoggen und sofort in ein
geeignetes Medium verbracht und bei 37 °C inkubiert

Bei der Sektion wurde die Tupferprobe vom eroéffnei@opf genommen und
sofort in ein geeignetes Medium verbracht und ef@ inkubiert. Bei Huhn,
Pute und Ringfasan erfolgte die Probeentnahme wédher Sektion der
frischtoten Tiere. Die Tupferprobe wurde dem Daror(allem lleum und
Zakum) entnommen und sofort in ein geeignetes Muduerbracht, vorzugs-

weise zur Erstkultivierung auf HEF-Kultur, und 351 °C inkubiert.

3.2.2 Anzichtung und Konservierung der Isolate

Die Anzichtung der Flagellaten erfolgte parallelDramond-Medium und auf
HEF-Kultur. Bei schwer anziichtbaren Isolaten wurdenh HELZ als Kultur-

medium verwendet.
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Aufbereitung zur Aufbewahrung

Es wurden nur Proben eingefroren, die sich in dpoeentiellen Vermehrungs-
phase befanden. Dabei muss darauf geachtet werdkss das Medium
moglichst frei von toxischen Stoffwechselproduktand keimfrei ist. Das
Einfrieren erfolgte unverziglich bei -85 °C in kien Portionen von 0,7 ml,
nachdem 49 pl DMSO (entspricht 7 %) den Probenugefiigt wurde. Bei
dieser Temperatur erfolgte auch die Aufbewahrung.

Um eine gute Wiederanzuchtrate zu erzielen, mussten Proben nach
spatestens 9 Monaten wieder aufgetaut und mehrpassagiert werden.

Anschlie3end konnten sie wieder eingefroren werden.

3.2.3 Uberprifung der Beweglichkeit

Die Proben wurden unter einem Invert-Mikroskop &ettet und die trichomo-

nadentypische Beweglichkeit beurteilt.

3.2.4 Farberische Darstellung der Trichomonaden

3.2.4.1 Dauerpréparat ohne vorherige Fixierung

Nach GIEMSA(1902/04)

Ein Tropfen der nach Kapitel 3.2.2 angeziichtetettuken wurde auf einem

Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet. BPetsocknete Préaparat wurde
mit Methanol bedeckt und nach flnf Minuten schréggé, damit das Methanol
abflieBen konnte. AnschlielBend wurde das PrapdramMiuten mit Giemsa-
Gebrauchslosung (mit Puffer Tritisol pH 7,2; 1:26rddnnt) gefarbt. Zuletzt

wurde es abgespult und zum Trocknen wieder schsigjtje
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Nach DAUST(1934)

Ein Tropfen der nach Kapitel 3.2.2 angeziichtetettufen wurde auf einem

Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet. Betsocknete Praparat wurde
mit konzentrierter Karbolfuchsinlésung bedeckt urvath drei bis fiunf Minuten

abgespult.

3.2.4.2 Dauerpraparat mit vorheriger Fixierung

Nach GALLI-VALERIO (1900)
Ein Tropfen der nach Kapitel 3.2.2 angeziichtetetiuken wurde mit 4%igem

Formalin in einem Reagenzrohrchen fir ca. 10 Mimdeucht fixiert. Davon

wurde ein Tropfen auf einem Objekttrager ausgdstnaund luftgetrocknet. Das
Praparat wurde in stark verdinnter Giemsa-Gebréisinsg (1 Tropfen auf
5 ml Wasser) 24 Stunden gefarbt.

3.2.5 PCR-vermittelte Speziesidentifizierung

3.2.5.1 Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist eine etablierte Methode zur Untersughder DNA. Fur die
vorliegende Arbeit spielt sie eine zentrale Rolledusoll daher erlautert
dargestellt werden.
Die PCR besteht aus sich wiederholenden Zykleneweils drei Teilschritten

1) Denaturierung

2) Annealing

3) Extension
Bei der Denaturierung wird die DNA-Doppelhelix dirErhitzung auf 94 °C in
zwei Einzelstrange getrennt. Dabei brechen die le®tgsweise schwachen

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen auf.
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Beim Annealing lagern sich die spezifischen Oligdaatid-Primer an die

komplementaren Sequenzen an. Auch dies ist tempabditéngig. Die richtige

Temperatur muss fir jede neu zu etablierende P@Rtelt werden.

Bei der Extension baut die Polymerase am 3'-Endgnibend die zur einzel-
strdngigen DNA komplementaren Nukleotide an, scsdas Ende des ersten
Zyklus zwei identische DNA-Doppelstrange entstanderd. Hier erfolgt die

eigentliche Amplifizierung. Die optimale Arbeitstperatur liegt bei 72 °C.

Am Ende des letzten Zyklus kommt ein zuséatzlicheteBsionsschritt, und

zuletzt wird der Vorgang bei einer Temperatur vaitC4estoppt.

Bei der Polymerase-Chain-Reaction (PCR) handeltsieh um eine sehr
spezifische aber empfindliche Methode der DNA-ABsalybei der ein durch die
Primer definiertes DNA-Fragment in kirzester Zatwelfaltigt wird. Wahrend

aller Arbeitsschritte muss sehr sorgfaltig und saubearbeitet werden, um
Kontaminationen mit DNasen zu vermeiden und um Ri&agenzien frei von

DNA-Verunreinigungen zu halten, die zu falsch-pgsit Ergebnissen fiihren
konnen.

Die Durchfihrung erfolgt an einer Werkbank in einspeziellen PCR-Labor.
Dort finden sich Pipetten und Zubehor ausschliéliic den PCR Gebrauch.

3.2.5.2 Praparation der Protozoen-DNA

Vermehrung und Vorbereitung

Die Trichomonaden wurden in ca. 10 ml Diamond-Mediwvermehrt. Die

Praparation erfolgte auf dem Ho6hepunkt der expoeléet Vermehrungsphase.
Dafir wurden die Proben taglich auf ihre Dichte kamtrolliert. Bei gentgend
hoher Trichomonadendichte (optimal: ca. 13Murden die R6hrchen mit 1800
U/min fur 10 Minuten zentrifugiert und in den Bretsank verbracht. Uber
Nacht kbnnen sich dann die vitalen Trichomonadendsam Pellet befreien und

in den Uberstand gelangen.
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Waschen der Trichomonaden

Am nachsten Tag wurde der Uberstand in ein spitaufendes Zentrifugen-
rohrchen pipettiert und bei 2500 U/min fir 10 Miemitzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet in 0,7 ml Phffer resuspendiert. Die
Resuspension wurde in ein Eppendorfgefald tUbertittterneut bei 2500 U/min

fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurd=worfen.

DNA-Praparation mit DNeasy-Kit

Zum Lysieren der Trichomonadenzellen wurde dasPeilt 180 pl ATL-Puffer
resuspendiert, es wurden 20 pl Proteinase K hirdidggend fur 30 Minuten bei
55 °C inkubiert. Danach wurden 200 ul AL-Puffer esgtzt und fir 10 Minuten
bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Gefal3Raumtemperatur zum
Abkihlen stehen gelassen, bevor 300 ul Ethanol mispht wurden, um die
DNA zu fallen. Die Lésung wurde in ein Membrangetidd&rfihrt und bei 6.000
U/min fur eine Minute zentrifugiert, damit sich dBNA an die Membran
bindet. Die abzentrifugierte Flissigkeit wurde entt und 500 ul des ersten
Waschpuffers AW1 auf die Membran pipettiert. Wiedarde flr eine Minute
bei 6.000 U/min Flussigkeit abzentrifugiert undfemnit. 500 pl des zweiten
Waschpuffers AW2 wurde auf die Membran pipettierd bbei 13.000 U/min far
zwei Minuten zentrifugiert. Die Flissigkeit wurdentkernt und das
Membrangefal? nochmals bei 13.000 U/min fur zwei WBn zentrifugiert, um
die Membran von Ethanolresten zu befreien. UnterMambrangefal3 kam nun
ein neues Roéhrchen, es wurden 200 pl AE-PuffedeuMembran gegeben und
das Ganze fir zwei Minuten bei Raumtemperatur stgieéassen, um die DNA
zu eluieren. AnschlieRend wurde bei 6.000 U/mindiine Minute zentrifugiert.
Unter das Membrangefald kam wieder ein neues Rdamraee wurden 200 pl
AE-Puffer auf die Membran gegeben und fir zwei Memubei Raumtemperatur
stehen gelassen. Anschlieend wurde bei 6.000 UAiin eine Minute
zentrifugiert. Beide geflllten Réhrchen wurden Ietet und konnten nun bei -
20 °C gelagert werden.
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3.2.5.3 Durchfihrung der PCR
Alle Proben und Reagenzien wurden bei -20 °C geladg@irz vor Beginn
wurden sie bei Zimmertemperatur aufgetaut, aufgéselh abzentrifugiert und

auf Eis zwischengelagert.

Mastermix

54,2 ul Aqua bidest.
8,0 ul 10x Puffer
4,8 ul MgC} (25 mM)
2,7 ul Primer TFR1
2,7 ul Primer TFR2
1,6 pl dNTP (6,25 mM)
0,6 pl Taqg-Polymerase (5 U/ul)

Der Mastermix fur alle Proben des PCR-Durchgangtugive des Leerwerts
wurde zusammenpipettiert und gemischt. Ein Volumen 74,6 pl wurde auf
die einzelnen PCR-Tubes verteilt und, auRer bei deenwert, 5,4 ul (entspricht
ca. 100-300 ng DNA) der jeweiligen DNA-Probe hinetigt.

Nach sorgfaltigem VerschlieRBen der GeféalRe wurdenRioben in den vorge-
warmten Thermocycler verbracht und das Programi® BRBNA gestartet.
Sofern die Amplifikate nach dem Ende des Programmsht sofort

weiterverwendet werden konnten, wurden sie beP€@elagert.

Verwendeter GroRenstandard
Gene Rule™ 100 bp DNA Ladder
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3.2.5.4 Restriktionsverdau

Mastermix

4 ul  Aqua bidest.

3 ul  10x Puffer

1ul Enzym
Der Mastermix wurde fur alle Proben des Verdausamumsenpipettiert und
gemischt. Ein Volumen von 8 ul wurde auf die eineel Eppendorfgefalie
verteilt und 22 pl des jeweiligen PCR-Produkts bgefugt. Es kamen nur PCR-
Produkte zum Einsatz die eine deutliche Bande eeigDies entspricht einem
DNA/Enzymverhaltnis von 1-5 U pro pg DNA.
Anschliel3end wurde die DNA bei der fir das jeweillenzym vorgeschriebenen

Temperatur verdaut.

Verwendeter GroRenstandard
Gene Rule™ 50 bp DNA Ladder

3.2.5.5 Agarosegelelektrophorese

Herstellung eines 1,5%igen Agarosegels
In einen 500 ml Erlenmeyerkolben wurden 75 ml TBEH#r und 1,125 g

Agarosepulver gefillt. Das Gemisch wurde mit Hikenes Magnetrihrers

verrihrt und in der Mikrowelle bis zum Kochen ezhitUnter Ruhren kihlte das
Gemisch auf 50 bis 60 °C ab und konnte dann gegosseden. Vor dem
GielRen wurde der Plexiglasgeltrager seitlich misaF€ilm an den Randern
abgedichtet. Unmittelbar nach dem Giel3en wurde Klanm in die hierftr
vorgesehene Aussparung gesetzt. Nach ca. 20 Minuggndas Gel erstarrt,
wurde in die mit TBE-Puffer geflllte Elektrophor&aenmer verbracht und

konnte dort beladen werden.



66 Material und Methoden

Herstellung eines MetaPlfoAgaroseqgels

In einen 500 ml Erlenmeyerkolben wurden 50 ml géteiihTBE Laufpuffer
gefullt. Unter kraftigem Ruhren wurde 2 g Agarodepu hinzugefigt und das
Gemisch fur 15 Minuten stehen gelassen. Der Kollserde mit seinem Inhalt
gewogen und die Offnung mit Frischhaltefolie vetssken, in die kleine Locher
gestochen wurden. Der Kolben wurde in der Mikrowdlir eine Minute bei
mittlerer Hitze erhitzt und wieder fir 15 Minutetelsen gelassen. Danach wurde
der Kolben fur zwei Minuten bei mittlerer Hitze @b und anschliel3end sanft
geschwenkt. Jetzt wurde das Gemisch zum Kocheraglebund fiir eine Minute
kochen gelassen. Zuletzt wurde der Kolben wiedevogen und der Flussig-
keitsverlust durch heiRes Aqua bidest. ersetztwamdihrt. Bei einer Temperatur
von 50 bis 60 °C wurde das Gel in einen Plexigldsgger der seitlich mit Tesa-
Film an den Randern abgedichtet wurde gegosserh 8k&am Erstarren wurde es
fur 20 Minuten bei 4 °C gekuhlt.

Beladung des Gels

Auf einem Streifen Nesco-Film wurden Tropfchen yereils 1 pl Loading Dye
Solution verbracht. 10 pl jedes Amplifikats wurdenf dem Film-Streifen
vorsichtig mit der Loading Dye Solution vermischtausofort in die Gelslots
einpipettiert. Dabei wurde immer nach dem gleiclf®&hema vorgegangen:
zuerst die Proben (Slot 3-11), dann rechts davenLderprobe (Slot 12) und
zuletzt der GroRRenstandard (Slot 2).

Die Elektrophoresekammer wurde geschlossen undierSwomquelle ange-

schlossen.

Geréateeinstellung

Das verwendete Programm war: 100 Volt fir ca. 21&n
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3.2.5.6 Ethidiumbromidfarbung und Dokumentation

Zur Sichtbarmachung der Banden wird Ethidiumbromeswendet. Ethidium-

bromid ist ein durch UV-Licht fluoreszierender Fsidiff, der sich an die DNA
bindet. Er ist hochtoxisch, kanzerogen und mutadggss macht einen sehr
vorsichtigen und sorgsamen Umgang mit ihm nétign @irekter Hautkontakt
sollte unter allen Umstanden vermieden werden.

Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel auKa®mer genommen und
auf eine speziell angefertigte Plexiglasscheibe fariffen verbracht, die

zusammen mit dem Gel in die Farbelésung kam. N&cMuten wurde das
Gel mit Hilfe der Plexiglasscheibe dem Farbebad@nmen und fir 10 Minu-
ten in ein Entfarbebad gelegt.

Danach wurde das Gel auf die dafir vorgesehenéh&ldes UV-llluminators

gelegt und darunter befindliche Luftblasen weggestén. Durch die UV-

Bestrahlung wurden die DNA-Banden sichtbar gemdghbei ist zu beachten,
dass vor allem die Augen vor dem UV-Licht mit ein8&chutzschirm geschiitzt
werden mussen.

Zur Dokumentation wurden Fotografien angefertiger [Fotoapparat ist direkt
uber dem UV-llluminator fest angebracht. Die Bdiisigszeit betrug zwei
Sekunden. Um keine Unscharfe durch die Erschittedogim Auslosen zu

provozieren, wurde ein Selbstausloser verwendet.
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3.2.6 Typisierungsverfahren

3.2.6.1 RAPD
(Random-Amplified-Polymorphic-DNA)

3.2.6.1.1DNA-Préaparation und Durchfiihrung der PCR

Die Praparation der DNA erfolgte mit dem DNeasy-kialog zu Kapitel
3.2.5.2.

Mastermix
26,8 ul Aqua bidest.
8,0 ul Primer
5,0 ul 10x Puffer
3,6 ul MgC} (25 mM)
1,2 pl dNTP (6,25 mM)
0,4 pl Taqg-Polymerase (5 U/ul)

Ein Volumen von 45 pl wurde auf die einzelnen PQREs verteilt und, aul3er
bei dem Leerwert, 5 pl (entspricht ca. 100-300 mg¢Ap der jeweiligen DNA-
Probe hinzugefligt.

Nach sorgfaltigem VerschlieBen der GeféalRe wurdenRioben in den vorge-

warmten Thermocycler verbracht und das ProgrammRgéstartet.

3.2.6.1.2Agarosegelelektrophorese, Farbung und Dokumentation

Verwendeter Langenstandard
MassRulel DNA Ladder

Geréteeinstellung

Das verwendete Programm war: 100 Volt, ca. 2 Stunde

Ansonsten erfolgte alles analog zu Kapitel 3.2.5.5.
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3.2.6.2 Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE)

3.2.6.2.1DNA-Préaparation
modifiziert nach RILEY und KRIEGER (1992)

Die Vermehrung der Trichomonaden erfolgte in Diathdedium flr mehrere

Tage. Die Trichomonaden wurden zweimal mit je 10RBIS gewaschen. Die
Zentrifugation erfolgte bei 10.000 RPM fir je 10nvien. Das Pellet wurde in
1 ml Nukleasen-Neutralisationsldsung resuspendied fir 30 Sekunden in
einem 42 °C heillem Wasserbad inkubiert. 10 yul DBRfien hinzugefugt und
das Gemisch mit vorbereiteter 1%iger warmen LMP+Aga (1:1 mit Nuklea-

sen-Neutralisationslosung) vermischt und in Bléekthgegossen. Nach
30 Minuten bei 4 °C waren die Blockchen erstard konnten in den Verdau-
ungspuffer Uberfuhrt werden. Auf 3 ml Verdauung$épufwurden 0,4 ml

Proteinase K hinzugefuigt. Der Verdau fand fur 2dn8én bei 42 °C statt. In
dieser Zeit wurde noch einmal Proteinase K hinziggefDanach erfolgten
10 Waschschritte mit dem Waschpuffer bei 4 °C. Imséhluss wurden die

Blockchen in den Aufbewahrungspuffer verbracht.

3.2.6.2.2Restriktionsverdau

Mastermix
178 pl Aqua bidest.
20 pl 10x Puffer
2 ul Enzym

Der Mastermix wurde zusammenpipettiert und gemisdet ein Blockchen
wurde in ein Volumen von 200 ul gegeben.
AnschlieRend wurde die DNA in den Bléckchen beeeifiemperatur von 30 °C
fur 17 Stunden mit dem Enzy8mad verdaut.
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3.2.6.2.3Pulsfeldgelelektrophorese
Pumpgeschwindigkeit 70

Temperatur 11 °C

Volt/cm 6

Volt 200

Switchtime 1:60 Sekunden
[1:200 Sekunden

Zeit 28 Stunden

3.2.6.2.4Farbung und Dokumentation
Nach Beendigung des Pulsfeld-Programms wurde dadiG&0 Minuten in

einem Ethidiumbromid-Farbebad gefarbt und anscehdl3fir 10 Minuten in
einem Entfarbebad entfarbt. Danach wurde das Getliaudafiir vorgesehene
Flache des Geldokumentationsgerat gelegt und darietfindliche Luftblasen

weggestrichen. Zur Dokumentation wurden Bilder adsgckt.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Befunde

Die beprobten Vogel unterlagen keinen besondereswAblkriterien. Alle
vorgestellten Patienten kamen entweder wegen dimkrankung, zu einer
Routinekontrolle oder als Fundvogel. Die Fundvogaren entweder aufgele-
sene Jungtiere oder aber verletzte oder geschwadtitre. Und so zeigten die
Trichomonaden-positiven Vogel Symptome in einer risjpaeite von klinisch
unauffallig bis hin zu akut gestorben. Trichomomadeirden sowohl bei Jung-,
als auch bei Alttieren gefunden. Auch bei Alttiekennten klinisch-manifeste
Trichomonosen diagnostiziert werden, die zum Taddletén (z.B. die Isolate
1164, KV 6, Uhu 1). Haufiger aber waren geringggadirichomonadenfunde
als Zufallsbefund (z.B. die Isolate T XII, T VI, K¥, WS 1V). Klinisch-mani-
feste Trichomonosen &auf3erten sich vor allem duligeraeine Schwache, die
mit chronischer Abmagerung einhergingen. LasiomerRiachen konnten nicht
immer bei Trichomonaden-positiven Vogeln gefundeerden, jedoch hatten
gelegentlich trichomonadenfreie Tauben L&sionere don einer friheren
Trichomonose herriihren konnten.

Insgesamt konnten 121 Flagellaten-Isolate gewonmemden. Die Gesamtzahl
aller beprobten Vdgel konnte leider nicht ermittedirden.

In den Tabellen 2-5 sind die Symptome und zum dieilparasitologischen und

mikrobiologischen Befunde einzeln aufgefihrt.
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Abbildung 1 Gelber Knopf Abbildung 2gesunder Rachen
Ringeltaube Columba palumbys Brieftaube Columba liviaf. domestica)

In Abbildung 1 ist eine adulte Ringeltaube mit tilen Gelben Knopf typischen
Belagen zu sehen. Die gelblich-k&sigen Belage tiegbgegrenzt auf der
Schleimhaut des Larynx, rechts und links der Gotti

In Abbildung 2 ist zum Vergleich der Rachen einesgnden Brieftaube
abgebildet.

4.2 Pathologische Befunde

Trichomonaden im Darm konnen nur bei frischtoterkti8astieren nachge-
wiesen werden. Dies erklart die im Verhéltnis zbeled untersuchten Vogeln
geringe Probenanzahl. Bei allen Trichomonaden-pesitTieren konnten auch
andere Krankheitsverursacher festgestellt werdaa, Bmdoparasiten (Kokzi-
dien, Heterakis, Askariden, Capillaria), EktopaesiMycoplasmasp.-Infektio-

nen und die Mareksche Krankheit. Die Enten stamme&neinem Mastbetrieb
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mit Trichomonaden als Bestandsproblem. Hier wurelgen den Trichomonaden
auch eine generalisierte Entziindung der serdsetelg@iunden.
In Tabelle 6 sind die pathologischen, parasitoldges und mikrobiologischen

Befunde einzeln aufgefihrt.

4.3 Befunde beim Nativpraparat

Im Direktabstrich kann man Trichomonaden sehr eimfanhand ihrer Grol3e
(Figur 2) und ihren typischen Bewegungen erkeniier. Flagellenschlag und
die undulierende Membran sind mikroskopisch ausziera Sie sind deutlich
groRer als Bakterien und ihre Bewegungen werdendesn Geil3eln bestimmt.
So lassen sie sich deutlich von Bakterien abgrenBen naherer Betrachtung
zeigen die Trichomonaden eine relativ heterogenephtmogie und GroRRe. Sie
zeigen runde und schmale Formen und die kleinstéwitluen sind nur halb so
grol3 im Vergleich zu den Gro3ten. Dies ist im aédd®en Zustand jedoch
deutlicher erkennbar. Die Anzahl der freien Geill&nn im Nativpraparat nicht

beurteilt werden.

4.4 Befunde beim fixierten und gefarbten Praparat

Die Farbung mit vorheriger Fixierung in 4%igem Falim nach GALLI-
VALERIO (1900) erwies sich zur Beurteilung der Mbgbogie als geeignet. Bei
den fixierten und gefarbten Trichomonaden stel#ieh der Kern und die freien
Geil3eln deutlich dar.
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Abbildung 3 Heterogene Morphologie der Trichomonaden einesiakan-
vogels, Ausstrich aus einer HEF-Kultur von Isdfat 1, Farbung nach
GALLI-VALERIO (1900)

In Abbildung 3 ist der Ausstrich einer heterogenrpimlogischen Trichomona-
denkultur aus einer HEF-Kultur vom Kanarienvogel zehen. Bei vier
verschiedenerrichomonas gallinaéndividuen ist die gemessene Grofle mit
angegeben, die zwischen 6,9 und 11,4 um liegt.zZGwehen ist der zum Tell
betrachtliche Unterschied in Gro3e und Form derchimmonadenkdrper.
Deutlich zu sehen sind der blau angefarbte Zellkdim helleren Vakuolen im
Zellinneren und die dunklen Flagellen am vorderestipol. Die Anzahl der
Flagellen betragt vier, jedoch kann man dies nimitallen Individuen sicher
ausmachen. Die undulierende Membran kann man nuk@merrand erahnen.

Sie ragt nicht Uber das Korperende hinaus, ebeersigvdas Axostyl.
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vier Vorderflagellen
b Zellkern

L1 Lange des Korpers

ML
ength : 10.3 ym| %

L2 Breite des Korpers

Abbildung 4 Trichomonas gallinaeiner Taube

Ausstrich von Isolat T 9

MHLL
ength : 11.9 um

a vier Vorderflagellen
b Zellkern
L1 Lange des Korpers

L2  Lange des Zellkerns

Abbildung 5 Trichomonas gallinaeines Mausebussards

Ausstrich von Isolat MB 1

a vier Vorderflagellen
b Zellkern

L1 Lange des Korpers

MHL1
ength : 11.1 ym

Abbildung 6 Trichomonas gallinaeines Kanarienvogels

Ausstrich von Isolat KV 1
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HML1
L =ngth : 10.4 um

"INTE vier Vorderflagellen
d verlangerter Achsenstab
L1 Lange des Koérpers

L2 Lange des verlangerten

Achsenstabs

d
o
L2
Length : 3.5 1m
Abbildung 7 Trichomonas gallinaeines Wellensittichs
Ausstrich von Isolat WS VIl

L3 Lange der Flagellen

a vier Vorderflagellen

b Zellkern

c Uber das Korperende
hinausragende Flagelle

L1 GroRRenangabe

MMl
ength : 10.1 um

Abbildung 8 Tetratrichomonas gallinarureiner Ente

Ausstrich von Isolat E 2

In den Abbildungen 4-8 werden Isolate aus versdrned Vogelarten darge-
stellt. Sie stammen alle aus HEF-Kulturen und wardach GALLI-VALERIO
(1900) gefarbt. Die Isolate vofrichomonas gallinagAbbildung 4-7) unter-
scheiden sich vorTetratrichomonas gallinarum(Abbildung 8), da nur bei
Tetratrichomonas gallinarundie riickschlagende Flagelle Gber das Koérperende
hinaus ragt. Jedoch auch innerhalb viomchomonas gallinaegibt es Unter-
schiede. Auffallig ist bei dem Wellensittich-Isol@abbildung 7) der deutlich
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Uber das Korperende hinausragende Achsenstab. declrormen der Zell-
korper unterscheiden sich leicht. Die Kérper wirkeal runder, mal zitronen-
formiger. Da jedoch innerhalb eines Abstrichs &inlverschiedene Formen
vorkommen konnen (Abbildung 3) kann man hier kegesicherte Aussage

treffen.

4.5 Folgerungen aus der Morphologie fir die Systematik

Anhand der Anzahl der Vorderflagellen und ob eitiekschlagende Flagelle
vorhanden ist, wurden bisher die verschiedenerm®nmnadenarten unterschie-
den. Die Gr6Re und die Form sind variabel, da sim Z'eil von &auf3eren

Einflissen (HEGNER and RATCLIFFE, 1927) und derpRrationsmethode

(HONIGBERG and BURGESS, 1994) beeinflusst werden.

Tabelle 9 Morphologische Einteilung voidrichomonas gallinaeund Tetra-

trichomonas gallinarum

morphologische _ _
_ Trichomonas Tetratrichomonas
Eigenschaften _ _
_ gallinae gallinarum
zur Art-Diagnose
Anzahl der freien _ _
vier vier
Vorderflagellen
Ruckschlagende Flagelle nicht vorhanden vorhanden

Die in dieser Arbeit gefundene Morphologie bei demschiedenen Vogelarten
stimmt mit der in der Literatur (BONDURANT and HOGBERG, 1994;
MEHLHORN, 2001) vorgegebenen morphologischen Euntgj Gberein.
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4.6 Anzucht von Trichomonaden

Alle Trichomonaden-Isolate zeigten in frischen Aigten sowie bei geeigneten
Bedingungen (37 °C, pH 7,5) in den drei Kulturmedrege Bewegung. Die
Erstkultivierung erfolgte auf HEF-Kulturen. Trichamadenkulturen mit stabiler
Vermehrungsrate wurden in Diamond-Medium UberfURdELZ-Kulturen
wurden bei schwierig anzuchtbaren Trichomonadeuokert verwendet. Wah-
rend der Anziichtung wurden die Trichomonadenkutiuterch den Zusatz von
verschiedenen Antibiotika und Antimykotika (Kapit8l1.2) von Bakterien,
Hefen und Schimmelpilzen befreit.

Wahrend der Kultivierung in Diamond-Medium, HEF-eodHELZ-Kultur wur-
den Morphologie und Grol3e der Isolate bei allem ilodturmedien uniformer.
Bei Uberalterten Kulturen und bei Verschiebung pldsWertes des Mediums in
den sauren Bereich nach mehr als vier Tagen wuRlerdformen beobachtet.
Es wurden aber auch in vitalen Kulturen runde @Gebbeobachtet, die mit den
Trichomonaden in Zusammenhang zu stehen scheinen.

Bei den Trichomonaden aus den Loris gelang leighCiagnose Trichomonose
im Nativpraparat, jedoch war die Anzichtung auferalldrei Kulturmedien

wiederholt nicht moglich.

4.7 Konservierung angezuchteter Trichomonaden

Die Konservierung angezilchteter Trichomonaden gidolvie in Kapitel 3.2.2
beschrieben. In Kultur befindliche Trichomonadeal3en sich so problemlos
konservieren und wieder anzlchten. Je langer jedbehProbe bei -85 °C
eingefroren ist, um so schwieriger ist die Wiedeietung. Angetaute Proben
(z.B. nach Ausfall des Gefrierschranks) mussen in@ige subkultiviert werden,

da sie sonst absterben.
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4.8 Speziesidentifizierung

4.8.1 Amplifizierung des 5,8S rRNA-Abschnitts

Fur die PCR wurden Oligonukleotidprimer und das riviecycler-Temperatur-
programm nach FELLEISEN (1997) verwendet. Bei alleithomonasspp.-
Isolaten aus Taube, Greifvogel, Wellensittich, Ka&asogel, Huhn, Ente, Pute
und Ringfasan konnte der 5,8S rRNA-Abschnitt angpéft werden (Kapitel
3.2.5). Das Amplicon wies bei allen Isolaten dertt@ay Trichomonaseine
Lange zwischen 350 und 400 bp auf (Abbildung 9k B&ranisolat WF lieferte
kein Amplifikat.

b
j Spur 1: 100 bp Ladder
Spur 2Trichomonas gallinae,
00— Taube (AH 11l 12)
300 —

Spur 3:Tetratrichomonas gallinarum,
Huhn (H 3)

Spur 4Tritrichomonas foetuATCC
30924Rind (T.f.)

Spur 5: 100 bp Ladder

Bei den Banden < 50 bp handelt es
sich um PCR-Artefakte

Abbildung 9 Nachweis vorTrichomonasspp. mittels PCR (Kapitel 3.2.5.3)

4.8.2 Nachweis von Genpolymorphismen mittels Enzymverdau

Nach der PCR-Amplifizierung des 5,8S rRNA-Gens lgtibeine weitergehende

Untersuchung durch einen Restriktionsverdau. Dahgden finf verschiedene
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Restriktionsenzyme verwendet, die mit Hilfe desr@dvianagers ausgewahlt
wurden. Als Berechnungsgrundlage dienten bekan8& B3RNA-Sequenzen
von Tauben aus der Gen Daten Bank. Fragmente klalaes0 bp wurden nur
berechnet, da diese Banden haufig von PCR-Artafaldberlagert werden und
so mit der Gelelektrophorese nicht sicher zuzuardsied. Fragmente kleiner als
50 bp kamen bei den Restriktionsenzyrdsa_|, Msd und Tad vor.

In den folgenden Darstellungen werden fir jedestriké@snsenzym in der
jeweils ersten Tabelle die errechneten und naclegmmen Restriktionsenzym-
muster aufgefihrt. Die verschiedenen Muster werdéreiner romischen Zahl
(REM 1, REM II, usw.) bezeichnet und die Restriktionsfragmenteder
GroRReneinheit Basenpaare (bp) angegeben. Auch-gedchnittene DNA wird
als Restriktionsenzymmuster REM bezeichnet. Darfolgtrin der nachsten
Tabelle eine Aufschlisselung nach den Wirtsarted den zuvor mit den
romischen Zahlen bezeichneten Restriktionsenzynmenustin einer eigenen
Tabelle folgt das errechnete und nachgewieseneriResisenzymmuster flr
Tritrichomonas foetuATCC 30924. Zuletzt ist ein Gel abgebildet, wekluge

zuvor genannten Muster zeigt.

4.8.2.1 BselLl

Tabelle 10 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢dr der
Restriktionsfragmente miBsd.l bei Trichomonas gallinaeund Tetra-

trichomonas gallinarum

Restriktionsenzymmuster mitBseL |

Nachgewiesen (bp)
Errechnet (bp)

219

1 Bande: 200 — 250
133 1 Bande: 350 — 400
17 1 Bande: 110 — 150




Ergebnisse 81

Tabelle 11 Vorkommen der Fragmentmuster bei Trichomonadeacheedener

Wirte
Wirte i o i )

Taube 74 1 75

Kanarienvoge 14 - 14
Greifvogel 14 - 14

Wellensittich 7 1 8

Huhn - 4 4

Ente - 3 3

Pute - 2 2
Ringfasan - 1 1

Das Restriktionsenzymmustér wird gezeigt von dem Isolat T IX bei den
Tauben, dem Isolat WS | bei den Wellensittichenisoallen Huhner-, Enten-,

Puten- und Fasanisolaten.

Tabelle 12 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢dr der
Restriktionsfragmente mBsd_| bei Tritrichomonas foetuaTCC 30924

Tritrichomonas foetus

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)

355
17

1 Bande: 350 - 400
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Spur 1: 100 bp Ladder

b
* Spur 2: Mustel, Taube (Inst.Ta.-$
—— Spur 3: Mustell, Taube (T IX)
300 — Spur 4: Mustetl, Pute (P 2)
200 — Spur 5:Tritrichomonas foetuATCC
30924 Rind (T.f.)
100 — Spur 6: 100 bp Ladder

Abbildung 10 Differenzierung vonTrichomonasspp. durch das Restriktions-

enzymBsd. |

Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster: REMt geschnitten und
REM 11 ist ungeschnitten (Tabelle 10). Alle Isolate voanidrienvogel und
Greifvogel sowie die meisten von Taube und Welkticki zeigen REMI, die

Isolate der Vogelarten Huhn, Ente, Pute und Riragfaseigen REMI (Tabelle

11).

Das REM vorilritrichomonas foetusrscheint ungeschnitten (Tabelle 12).
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4.8.2.2 Ml

Tabelle 13 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente miMsd bei Trichomonas gallinaeund Tetra-

trichomonas gallinarum

Restriktionsenzymmuster mitMsel
Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)
I 1
166
85 1 Bande: 150 - 200| 1 Bande: 150 - 200| 3 Banden: 100 - 150
39 1 Bande: 50 - 100 |1 Bande: 100 - 150|1 Bande: 50 - 100
33 Banden <50 Banden <50 Banden <50
24
22

Tabelle 14 Vorkommen der Fragmentmuster bei Trichomonadeacheedener

Wirte
Msel
Wirte | T i z
Taube 74 1 - 75
Kanarienvogel 14 - - 14
Greifvogel 14 - - 14
Wellensittich 7 - 1 8
Huhn - - 4 4
Ente - - 3 3
Pute - - 2 2
Ringfasan - - 1 1
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Das Restriktionsenzymmustér wird gezeigt von dem Isolat T IX bei den
Tauben. Das Restriktionsenzymmusdterwird gezeigt von dem Isolat WS | bei

den Wellensittichen sowie allen Hihner-, EntenteRuund Fasanenisolaten.

Tabelle 15 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der

Restriktionsfragmente mit Msel be&ritrichomonas foetuATCC 30924

Tritrichomonas foetus

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)

187
49 1 Bande: 150 - 200
32 1 Bande: ca. 50
30 Banden <50
27
23
19
5
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bp

200—
200—
200 =

00—

Abbildung 11 Differenzierung vonTrichomonasspp. durch das Restriktions-

enzymMsd

Spur 1: 50 bp Ladder

Spur 2: Mustel, Taube (Inst.Ta.-3

Spur 3: Mustell, Taube (T 1X)

Spur 4: MusteHl , Huhn (H 1)

Spur 5: Mustell , Pute (P 1)

Spur 6TritrichomonasfoetusATCC 30924, Rind (T.f.)
Spur 7: 50 bp Ladder

Gefunden wurden drei Restriktionsenzymmuster (TabEB): Die Isolate von
Taube, Kanarienvogel, Greifvogel und Wellensittegigen REMI, die Isolate
der Vogelarten Huhn, Ente, Pute und Ringfasan mei@&M IIl . Nur ein

Taubenisolat zeigt REM (Tabelle 14). REM und REMII unterscheiden sich
nur an einer Schnittstelle. Das REM vbntrichomonas foetugeigt ein eigenes
Muster (Tabelle 15).
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4.8.2.3 Taq|

Tabelle 16 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente miTag bei Trichomonas gallinaeund Tetra-

trichomonas gallinarum

Restriktionsenzymmuster mitTaq|

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)
I I
241 1 Bande: ca. 250
1 Bande: 350 - 400
128 1 Bande: 100 - 150

Tabelle 17 Vorkommen der Fragmentmuster bei Trichomonadeacheedener

Wirte

Wirte i red i 2
Taube 70 5 75

Kanarienvoge 14 - 14
Greifvogel 3 11 14

Wellensittich - 8 8

Huhn - 4 4

Ente - 3 3

Pute - 2 2

Ringfasan - 1 1

Das Restriktionsenzymmustér wird gezeigt von den lIsolaten T IV, T IX,
AH 4, 1164 und 1165 bei den Tauben, den meistenf\@gel- sowie allen
Wellensittich-, Huhner-, Enten-, Puten- und Fas@waten. Das Restriktions-
enzymmustel wird gezeigt von den meisten Taubenisolaten, allanarien-

vogelisolaten sowie von den Isolaten 7-99, 8-99 @19® bei den Greifvogeln.
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Tabelle 18 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente mitag bei Tritrichomonas foetuATCC 30924

Tritrichomonas foetus

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)

198
174

2 Banden: 150 - 250

b
F' Spur 1: 50 bp Ladder
200 — Spur 2: Mustet, Taube (T XXIII)
200 — Spur 3: Mustetl , Taube (T IX)
200 — Spur 4: Mustell , Pute (P 1)
e Spur 5:Tritrichomonas foetuaATCC

30924, Rind (T.f.)

Abbildung 12 Differenzierung vonTrichomonasspp. durch das Restriktions-

enzymTad

Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster: REMt geschnitten und
REM 11 ist ungeschnitten (Tabelle 16). REIMwird von den meisten Tauben-
und allen Kanarienvogelisolaten gezeigt. Nur drer d4 Greifvogelisolate
zeigen ebenso REM REM II wird von allen Hihner-, Enten-, Puten- und dem
Ringfasanenisolat gezeigt. Ebenso von allen Watlats, den (brigen
Greifvogel- und funf Taubenisolaten (Tabelle 17).

Das REM vornrritrichomonas foetugeigt ein eigenes Muster (Tabelle 18).
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4.8.2.4 Tasl

Tabelle 19 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente miTad bei Trichomonas gallinaeund Tetra-

trichomonas gallinarum

Restriktionsenzymmuster mitTasl

Errechnet (bp Nachgewiesen (bp)
I I 11 v \%

182
60 1 Bande: | 1Bande: | 2 Banden:| 1 Bande: | 1 Bande:
57 150-200| 100-150| 150-200| 150-200| 250 - 300
36 2 Banden:| 3 Banden:| 2 Banden:| 2 Banden:| 2 Banden:
29 50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100 | 50-100
10 Banden <50Banden <50Banden <5(0Banden <50Banden <50

Tabelle 20 Vorkommen der Fragmentmuster bei Trichomonadeacheedener

Wirte
Tasl
Wirte | T i IV Y; =

Taube 74 1 - - - 75
Kanarienvoge 14 - - - - 14
Greifvogel 14 - - - - 14
Wellensittich 7 - 1 - - 8

Huhn - - 1 2 1 4

Ente - - - 3 - 3

Pute - - - 2 - 2
Ringfasan - - - 1 - 1
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Das Restriktionsenzymmustér wird gezeigt von dem Isolat T IX bei den
Tauben. Das Restriktionsenzymmusdterwird gezeigt von dem Isolat WS | bei
den Wellensittichen und H 1 bei den Hihnern. Dastid@ionsenzymmustdiv/
wird gezeigt von den Isolaten H 2 und H 3 bei dérniiern sowie allen Enten-,
Puten- und Fasanenisolaten. Das Restriktionsenzgtemv wird gezeigt von

dem Isolat H 4 bei den Huhnern.

Tabelle 21 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der

Restriktionsfragmente mitad bei Tritrichomonas foetuaTCC 30924

Tritrichomonas foetus

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)
170
90 1 Bande: 150 - 200
43 1 Bande: 50 - 100
36 Banden <50
21
12
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bp

200 ==
200 —
200 —

100 =—

Abbildung 13 Differenzierung vonTrichomonasspp. durch das Restriktions-

enzymTad
Spur 1: 50 bp Ladder
Spur 2: Mustel, Taube (AH 10)
Spur 3: Mustell, Taube (T 1X)
Spur 4: MusteHl , Wellensittich (WS 1)
Spur 5: MustelV, Huhn (H 3)
Spur 6: Muste¥, Huhn (H 4)
Spur 7: MustelV, Pute (P 1)
Spur 8: MustelV, Pute (P 2)
Spur 9Tritrichomonas foetuaATCC 30924 Rind (T.f.)
Spur 10: 50 bp Ladder

Gefunden wurden fiunf Restriktionsenzymmuster (Tlab&9). Die Isolate von
Kanarienvogel und Greifvogel und der meisten Taulbed Wellensittiche
zeigen REMI. Die Isolate der Vogelarten Ente, Pute und Riragfasnd zwei

Huhnerisolate zeigen REMV. Ein Tauben- (REMI) und ein Hihnerisolat
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(REM V) zeigen je ein eigenes Muster. Die Isolate WS dl dth 1 zeigen
gemeinsam das Muster REIM (Tabelle 20).

Das REM vorirritrichomonas foetugeigt ein eigenes Muster (Tabelle 21).

4.8.2.5 Vspl

Tabelle 22 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente miVsd bei Trichomonas gallinaeund Tetra-
trichomonas gallinarum

Restriktionsenzymmuster mitVspl

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)
I Il
306 1 Bande: ca. 300
63 1 Bande: 50 - 100 1 Bande: 350 - 400

Tabelle 23 Vorkommen der Fragmentmuster bei Trichomonadeacheedener

Wirte

Wirte i b i 2
Taube 71 4 75

Kanarienvoge 14 - 14
Greifvogel 3 11 14

Wellensittich - 8 8

Huhn 2 4

Ente 3 - 3

Pute 1 1 2
Ringfasan 1 - 1
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Das Restriktionsenzymmustérwird gezeigt von den Isolaten 7-99, 8-99 und
9-99 bei den Greifvogeln; H 2 und H 3 bei den Hithné 1 bei den Puten
sowie den meisten Tauben- und allen Kanarienvogelken- und Fasanisolaten.
Das Restriktionsenzymmustiérwird gezeigt von den Isolaten T IV, AH 4, 1164
und 1165 bei den Tauben; H 1 und H 4 bei den Himhrer2 bei den Puten

sowie den meisten Greifvogel- und allen Wellerdiigolaten.

Tabelle 24 Errechnete und elektrophoretisch nachgewiesené3¢br der
Restriktionsfragmente mitsd bei Tritrichomonas foetu&TCC 30924

Tritrichomonas foetus

Errechnet (bp) Nachgewiesen (bp)
269 1 Bande: 250 - 300
103 1 Bande: 100 - 150

bp
Spur 1: 50 bp Ladder

500 =— Spur 2: Mustell , Wellensittich

(WS VII)

300 —

o Spur 3: Muster, Taube (T XXIII)
Spur 4: Mustdr, Pute (P 2)

100 — Spur 5Tritrichomonas foetus

ATCC 30924, Rind (T.f.)
Spur 6: 50 bp Ladder

Abbildung 14 Differenzierung vonTrichomonasspp. durch das Restriktions-

enzymVsd
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Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster: REMt geschnitten und
REM Il ist ungeschnitten (Tabelle 22). BRiichomonasspp. wird REMI von
den meisten Tauben-, drei Greifvogel- und allen &¢emvogelisolaten gezeigt.
Bei allen Wellensittich-, den meisten Greifvogehduvier Taubenisolaten wird
REM Il gezeigt. Die Gruppe vohetratrichomonaspp. ist gespalten; zwei der
Huhner- und eines der Putenisolate sowie alle Entemd Ringfasanisolate
zeigen REMI1. REM Il wird bei Tetratrichomonasspp. von zweien der
Huhnerisolaten und einem Putenisolat gezeigt (Tal28).

Das REM vornrritrichomonas foetugeigt ein eigenes Muster (Tabelle 24).

4.9 Typisierung

4.9.1 Typisierung durch RAPD-PCR
Bei Random-Amplified-Polymorphic-DNA (RAPD) handeds sich um eine

unspezifische PCR. Ein kurzer unspezifischer Priamaplifiziert verschiedene
Bereiche des gesamten Genoms. Das Ergebnis istrstiduell. Nur Klone

zeigen ein gleiches Bandenmuster, und anhand dedeBenusters kann man
einen Verwandtschaftsgrad erstellen. Man erhalereisogenannten ,DNA-

Fingerprint“. Jedoch ist die Methode schlecht repmerbar. Jede Veréanderung
der Versuchsbedingungen kann die Ergebnisse veniils ebenso Verunreini-
gungen durch Fremd-DNA. Zudem erwiesen sich dimé@rials hdchst instabil.

Nach ca. 3 Wochen im geldsten Zustand waren si@ mehr einsetzbar.

Eine Typisierung durch RAPD-PCR nach der in Kapa&l.6.1 beschriebenen
Methode war nicht reproduzierbar. Somit war keirypi3ierung durch RAPD-
PCR mdglich.
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4.9.2 Typisierung durch Pulsfeldgelelektrophorese

Die DNA-Praparation nach Kapitel 3.2.6.2.1 gelangd es war moglich, die
einzelnen Chromosomen aufzutrennen. Dafur wurde Riasfeldgelelektro-
phoreseprogramm nach LEHKER und ALDERETE (1999)wesdet. Ein
weiterer Enzymverdau der praparierten DNA nach ideiKapitel 3.2.6.2.2
beschriebenen Methode gelang jedoch nicht. Somitkeiae Typisierung durch
Pulsfeldgelelektrophorese moglich.
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5 Diskussion

Parasitosen stellen beim Vogel ein haufiges Probtian Trichomonosen
wurden bereits bei vielen Vogelarten beschrieb@k8nnen bei verschiedenen
Vogelarten zum seuchenhaften Auftreten fiihren, odis hohen Verlusten
verbunden sein kann. Da es in der Vergangenhednp®tTherapeutika gab,
wurde die Trichomonaden-Forschung in den letztehreda vernachlassigt.
Jedoch ist es nicht mdglich, einen Bestand dauerth@homonadenfrei zu
halten. Zudem wurde in den letzten Jahren immedevigon therapieresistenten
Trichomonas gallina&tammen berichtet (LUTHGEN und BERNAU, 1967;
LUMEIJ and ZWIIJNENBERG, 1990; FRANSSEN and LUMEL992).

Bei lebensmittelliefernden Tieren hat sich die &ion verschéarft, da fir deren
Behandlung keine Chemotherapeutika mehr zugelasednEs wird also notig
sein, die Trichomonaden-Forschung in Zukunft wiedehr in das Zentrum des

Interesses zu rucken.

5.1 Klinik der Trichomonose

Das hier gefundene Klinische Spektrum der Symptaiee beprobten Vogel
(Kapitel 4.1) deckt sich mit dem, was in der Literabeschrieben worden ist.
Die klinischen Bilder der Trichomonose der Vogeldsstark divergierend und
reichen von subklinisch-latent bis hin zu klinistlanifest (Gelber Knopf,
Abbildung 1). Bei protrahiertem Verlauf kénnen Trecnonaden als Mono-
infektion zum Tode fihren (VOGEL, 1992). Alle Krdmditsbilder kann man
sowohl bei Jung- als auch bei Alttieren finden. dameiell erkranken Jungtiere
aber starker als Alttiere.

Laut NARCISI et al. (1991) soll es nur bei der Tautu einer Invasion der
inneren Organe und Koérperhéhlen kommen. Dies stirmmtnicht, da zum
Beispiel das Isolat RW aus dem InfraorbitalsinuseeiRohrweihe Gircus

aeruginosuy gewonnen wurde. Bei diesem Tier konnten keineidrés des
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Schnabelraums oder des Osophagus gefunden werdkse Befunde erinnern
deutlich an die beschriebenen Befunde bei Tauhermd dem hochpathogenen
Mirza-Stamm infiziert wurden. Auch COOPER und PETTM88) berichten

von einer generalisierten Form der Trichomonosenligabicht, die zu betracht-

lichen Verlusten fuhrte.

Dass Trinkwasser zur Ubertragung eine groRe Relielts erscheint unwahr-
scheinlich. Die Beobachtungen im Nativpraparat umdZellkulturen zeigen,
dass die Motilitdt von Trichomonaden bei Temperiuunter 37 °C schnell
nachlasst, und ohne Eigenbewegung sinken sie &srig@én Lésungen schnell
ab. Auch ist der saugende Trink-Typus der TaubereirAuswandern der
Trichomonaden vom Rachen lber die Schnabelspigz@&nnkwasser hinderlich
(KALETA et al., 1990). Die Beobachtungen und Schkfakjerungen von
KOCAN und HERMAN (1971) erklaren den Ubertragungshamismus besser.
Dass erkrankte Tiere grofRere Futterstinlaht schlucken kénnen und wieder
fallen lassen, liegt in der Natur der Erkrankungen¥ nun dieses Futterstick
bald darauf von einem anderen Vogel aufgepickt viieshn er sich so infizieren.
BAKER (1986) beschrieb dieses Verhalten flr denlgvsittich, zog aus seinen
Beobachtungen aber keine Ruckschlisse fur die Bpudegie.

Die viele Jahre gehegte Meinung, dass fir die Matation Verletzungen im
Rachenbereich notwendig sind, wurde von HEATH (398id KIETZMANN
(1993) widerlegt. Eventuell spielen Verletzungenm Iodektionen mit schwach

pathogenen Trichomonadenstdmmen eine Rolle.

Uber das pathogene Potenzial v@etratrichomonas gallinarunwurde viel
diskutiert (Kapitel 2.2.4.4 und 2.2.5.2). Sichesatreint, dass es zum einen
unterschiedlich virulente Stamme gibt, die dann den unterschiedlich
ausgepragten Krankheitssymptomen fihren. Zum andmteeint es sicher, dass

Tetratrichomonas gallinarundie Zellabwehr der Darmoberflache schwécht.
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Damit sind die Tiere fur Sekundarinfektionen pradisiert, die dann Klinisch als

Priméarerkrankung in Erscheinung treten kénnen.

5.2 ldentifizierung der Trichomonaden

Die erste Identifizierung von Trichomonaden im Nptéparat erfolgte mit Hilfe
des inverten Lichtmikroskopes. Sichtbar sind stetshafte Bewegungen der
Einzeller, auch ihre Grol3e ist charakteristischidBg unterscheidet sie deutlich
von Bakterien und Hefen. Auf diese Weise kdnnenTdiehomonaden aber nur
als Flagellaten angesprochen werden; eine weitdfer@nzierung ist im Nativ-

praparat nicht moglich.

5.3 Differenzierung von Trichomonaden

Eine erste und beste Differenzierung der Isoldi@ge anhand Farbungen nach
GALLI-VALERIO (1900). Die Farbungen nach GIEMSA (@2 und 1904) und
nach DAUST (1934) stellten sich fur Trichomonadenuemgeeigneter heraus, da
die Zellkdrper schrumpften und auch die Flagelléch snicht so deutlich
darstellten, wie bei der Farbung nach GALLI-VALER{T®00).

Die ruckschlagende Flagelle, die Uber das Korperdndausragt, unterscheidet
Tetratrichomonas gallinarunvon Trichomonas gallinagAbbildung 4-8). Die
Unterschiede innerhalb der Spezies vbrichomonas gallinaesind weniger
eindeutig. Die Trichomonaden der verschiedenen Vaoggn unterscheiden sich
morphologisch leicht voneinander (Abbildung 4-8erazum Beispiel der uber
das Korperende hinausragende Achsenstab bei demenaleich-Isolat (Abbil-
dung 7) oder die unterschiedlichen Formen der dgbr (Abbildung 4-7)
konnen auch in einem Isolat normalerweise vorkondwaednterschiede sein,
wie in Abbildung 3 zu sehen ist. Allein anhand Marphologie kann man keine
gesicherte Aussage treffen, von welcher Vogelare éirichomonade stammt,

und so kann die alleinige lichtmikroskopische Usitiehung zu keiner sicheren
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Diagnose der jeweils vorliegenden Trichomonadeoder -unterart fihren. Zu
dem gleichen Schluss kamen auch schon WALKER et(2003) bei der

Untersuchung von bovinen Trichomonaden.

5.4 Anzucht und Konservierung von Trichomonaden

Die in den in Kapitel 3.1.3 beschriebenen drei Madiienten der erfolgreichen
Anziuchtung und Kultivierung der verschiedenen Toimlonadenstamme. Bei
der Erstkultivierung aus Tupfern wurden mit HEF-&Kwén die besten
Ergebnisse erzielt. Sobald die Trichomonaden eiabile Vermehrungsrate
zeigten, konnten sie auf Diamond-Medium Uberfulmd wlarin weitervermehrt
werden. Von der Handhabung her war Diamond-Medium eanfachsten zu
gebrauchen. Durch die bereits vorhandenen Antkaefiusatze ist dieses
Medium auch bei stark verkeimten Kulturen sehr gegignet, um die Proben
von Bakterien und Pilzen zu befreien. Auch hat rheam die Mdglichkeit, die
Kulturen in Reagenzglasern zu zentrifugieren. Dateriden die Bakterien und
Pilze zusammen mit den Trichomonaden abzentrifugiéenn das Reagenzglas
ca. einen Tag erschutterungsfrei im Brutschranktstgandern nur die vitalen
Trichomonaden in den Uberstand, von wo man sieeinir Pipette entnehmen
kann. 100%ige Keimfreiheit ist so nicht zu erlangaber die Ausdiinnung der
Bakterien und Pilze hilft bei der weiteren Behamgjuder Kulturen. Auch bei
einer weiteren Verwendung der Trichomonaden zur ER&Aparation ist ein
zellfreies Medium vorzuziehen, da hier keine FreDdddA die Ergebnisse
verfalschen kann. Die Virulenz d@&richomonasStamme wird jedoch durclin
vitro -Passagen verringert (BONDURANT and HONIGBERG, 4)9%ntersu-
chungen solcher Art sind dann nur noch bedingt ralgl

Bei sehr schwierig anzuziichtenden Proben wurdenZ-&illturen verwendet.
Auf ihnen war die Anzuchtrate am besten, jedoclkeienen die HELZ-Kulturen
sehr oft, wenn sie wenige Tage alt sind. Auch kersith die Vermehrungsrate

der Trichomonaden so explosionsartig erhdhen, dahssKultur innerhalb
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weniger Stunden an den eigenen Stoffwechselproduigrunde gehen konnte.
Darum sind HELZ-Kulturen als Erhaltungsmedium ungeet.

Auf den HEF- oder HELZ-Kulturen kann man die Triom@naden am besten
beobachten. Dort zeigen die Individuen zwei veesdbne Verhaltensformen.
Sie bleiben an einer Stelle am Zellrasen, es schismob sie mit ihren Geil3eln
ihre Umgebung erkundeten. Dabei bewegen sie menihireien Geil3eln
Mediumbestandteile an sich vorbei, wobei die uretalide Membran deutlich
in ihrer Bewegung zu sehen ist. Oder sie schwimengneiner hoheren Ebene
zlgig durch das mikroskopische Gesichtsfeld. Dakgiegen sie sich immer in
die Richtung ihrer freien Geil3eln. Was genau detdvider Bewegung ist, kann
so aber nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Bei geschadigten Zellkulturen konnten die meisteanhbmonaden am Rand der
Schadigung gefunden werden. Hier schadigten si€eligultur weiter, so dass
mit der Zeit runde Locher im Zellrasen entstandarch zeigten Trichomonaden
in Kulturen in exponentiellen Wachstumsphasen deagbihg, sich in Klumpen
zusammenzulagern. Solche Zusammenlagerungen koselterviele Individuen
beinhalten. Wie viele sich maximal zusammenlagetted was dort geschah,

war jedoch nicht zu erkennen.

Die Anzichtung gelang bei allen bereits lichtmilkasisch im Nativpraparat
erkannten Trichomonaden, mit Ausnahme von Trichcaden bei Loris. Hier
gelang nur der Nachweis von Flagellaten aus Tupdesmn von Kropf und
Schnabelhodhle der Loris anhand von GroRe und E&eedpung, jedoch nicht
die Anzichtung in den drei beschriebenen MedieresDapricht daflr, dass
Trichomonaden aus Loris Anforderungen an ihre Lebedingungenn vitro
stellen, die sich grundlegend von den Anforderungederer Trichomonaden
unterscheiden.

Die in Kapitel 4.6 beschriebene Vereinheitlichureg Morphologie und Grol3e
wéhrend der Kultivierung konnte oft beobachtet werdSie kann verschiedene

Ursachen haben. Zum einen kdénnen genetisch vedssiee Individuen im
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selben Tier vorkommen, von denen siohvitro nur ein Klon durchsetzt oder
aber die einheitlichen Bedingungen in der Kultuvdr@ugen einen bestimmten
morphologischen Typus eines Klons. Dabei erschdiat zweite Hypothese
wahrscheinlicher, da Trichomonaden die Fahigkdienaihre Morphologie den

Lebensbedingungen anzupassen (Kapitel 2.1.4).

Die beobachteten Rundformen in Uberalterten Kuftureraren vermutlich
degenerativer Natur. Bei den runden Gebilden ialeft Kulturen handelte es
sich vermutlich um die von ABONYI (1992) beschriaba vielkernigen, viel-
begeil3elten Rundformen. Vorbeischwimmende Trichcaden verfingen sich
an ihnen mit dem hinteren Zellpol, man konnte rBgevegung beobachten und
kurze Zeit spater schwammen sie weiter.

So hatten bei der Beurteilung der sogenannten Ruméih (Kapitel 2.1.4)
vermutlich sowohl HONIGBERG und BRUGEROLLE (1990als auch
ABONYI (1992) recht, da sowohl degenerative Stadsie unter ungunstigen
Bedingungen entstehen, als auch grof3e Gebilde betaverden konnten, die
bei sich rege vermehrenden Kulturen vorkamen. Diom WFAFF (1964)
beschriebene Zystenform erscheint recht unwahmlitiei da Trichomonaden
bei ungeeigneten Umweltbedingungen sehr schneliedd®n und selbst bei

optimalen Bedingungen nicht reaktiviert werden k&mn

In vitalen Kulturen konnten zudem Zusammenlagerargghr vieler Individuen
zu ,Trichomonadenklumpen® beobachtet werden. Wielevisich maximal
zusammenlagerten und was dort geschah, war jedadit mu erkennen.
Denkbar wére ein Austausch von Genmaterial zwisclmelividuen, wie es
bereits fur andere Einzeller beschrieben wurdewBge sehr interessant, dies

weiter zu verfolgen.
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5.5 Molekularbiologische Untersuchungen

Da Trichomonaden sich je nach Wachstumsphase undiulM&edingungen
innerhalb derselben Kultur morphologisch untersidéeikonnen, sind moleku-
larbiologische Methoden fir die Differenzierungrlasslicher als die Morpholo-
gie. Zudem wurden in der Literatur bisher zum TgibRe Unterschiede
zwischen Morphologie und molekularen Daten besbene (OLSEN and
WOESE, 1993; VISCOGLIOSI et al., 1999). Eine siehéussageiber die

Verwandtschaftsverhéltnisse der Trichomonaden emander ist aber weiter-
hin schwierig. Molekularbiologische Methoden kénnesi der Interpretation

vorhandener Daten wichtige Zusatzinformationerehef

5.5.1 PCR

Die PCR ist eine geeignete Methode zum Nachweis DOIA-Sequenzen.
Anhand dieser Sequenzen ist es mdglich, Antworten den offenen
Fragestellungen zu finden (ZUCKERKANDL and PAULING965; PACE et
al., 1986).

Die Ergebnisse der hier durchgefuhrten PCR entepreden bisher veréffent-
lichten Untersuchungen (FELLEISEN, 1997) (Abbildu)g

5.5.1.1 REA

Bei den Restriktionsenzymen handelt es sich umeb@ke Enzyme aus der
Gruppe der Endonukleasen. Sie haben die Fahigkp#zifische Sequenz-
abschnitte auf der DNA zu erkennen und sie dorthltttydrolyse der Phosphor-
esterbindung zu durchtrennen. Je nach Anzahl desneten Schnittstellen
entstehen zwei oder mehr Restriktionsfragmente. Hilie der bereits aus der
Gen Daten Bank bekannten 5,8S rRNA-Sequenzen vabehawurden flnf

geeignete Enzyme ausgewahlt und Restriktionsenzgiygen mit diesen
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Enzymen durchgefihrt. Die vorherige Berechnung FFlagmente erfolgte mit

dem Programm Clone Manager.

5.5.1.1.1 Beurteilung nach Enzymen

Bsd.|

Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster (TabBd). Es konnten die

Gattungen der aviaremrichomonassp. und der aviaremetratrichomonassp.
unterschieden werden. Nur die Isolate T IX und Wigleén aus dem Muster und
zeigten REMI (Tabelle 11).

Das REM vonTritrichomonas foetugTabelle 12) entsprach den Erwartungen,
da Fragmente kleiner als 50 bp unter den verwendgeelingungen nicht sicher

dargestellt werden konnten (siehe Kapitel 4.8.2).

Msd

Gefunden wurden drei Restriktionsenzymmuster (Talded). Auch hier wurden
die Gattungen der aviarefrichomonassp. und der aviaremetratrichomonas
sp. unterschieden. Nur die Isolate T IX und WSeldin erneut aus dem Muster.
Das Isolat T IX zeigte REM und das Isolat WS | zeigte REM (Tabelle 14).
Das REM vonTritrichomonas foetugzeigte ein eigenes Muster (Tabelle 15),

welches den Berechnungen entsprach.

Tad

Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster (Taldé). Mit Tad konnten

die Gattungen der aviarefrichomonassp. und der aviaremetratrichomonas
sp. nicht unterschieden werden, da die Gruppe ddtewsittichisolate und die
meisten Greifvogelisolate das gleiche REM Wietratrichomonassp. zeigten.
Unterscheiden konnte man den apathogenen Greifstagein — Isolate 7-99, 8-
99 und 9-99 (HOFLE et al., unverdéffentlicht) — vdan restlichen Greifvogel-
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isolaten und den hochpathogenen Taubenstamm -—tdsds64 und 1165
(HOFLE et al., 2004) — von den restlichen Taubdatsa (Tabelle 17).
Das REM vonTritrichomonas foetuszeigte ein eigenes Muster (Tabelle 18),

welches den Berechnungen entsprach.

Tad

Bei diesem Restriktionsenzym wurden die meisterersohiedlichen Muster
gefunden (Tabelle 19). Es wurden wiederum die Gg#an der aviaren
Trichomonassp. und der aviaremetratrichomonassp. unterschieden. Nur das
Isolat WS | fiel erneut in das Muster des Hihndaites H 1 (Tabelle 20).

Das REM vonTritrichomonas foetugzeigte ein eigenes Muster (Tabelle 21),

welches den Berechnungen entsprach.

Vsd

Gefunden wurden zwei Restriktionsenzymmuster (Tal#d). MitVsd konnten
die Gattungen der aviarefrichomonassp. und der aviaremetratrichomonas
sp. nicht unterschieden werden, da die avidreinatrichomonasp. sehr unter-
schiedliche Ergebnisse zeigten. Auch innerhalb Vochomonassp. kamen
Unterschiede vor. Unterscheiden konnte man derhagahen Greifvogelstamm
— Isolate 7-99, 8-99 und 9-99 — von den restlicaaifvogelisolaten und die
Isolate T IV, AH 4, 1164 und 1165 von den restlichigaubenisolaten (Tabelle
23).

Das REM vonTritrichomonas foetugzeigte ein eigenes Muster (Tabelle 24),

welches den Berechnungen entsprach.

5.5.1.1.2 Beurteilung nach Vogelgruppen

Die Auswertung erfolgte erst fir Végel im Allgemem dann getrennt nach den

beiden Hauptgruppen und zuletzt nach Vogelarten.
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Geflugel
Die Gattungen der aviarefrichomonassp. und der aviaremetratrichomonas

sp. wurden von drei der funf verwendeten Enzymenschieden. Anhand der
EnzymeBsd.l, Msd und Tad war eine eindeutige Unterscheidung anhand des
Restriktionsenzymmusters moglich. Bei den Enzyag und Vsd war keine

Unterscheidung mdglich.

Ziergeflugel/Wirtschaftsgefligel

Innerhalb der aviaremrichomonassp. zeigten die Restriktionsenzymmuster der
Wellensittich- und der Greifvogelisolate der Enzymad und Vsd Unter-
schiede zu dem REM der Tauben- und Kanarienisokién

Innerhalb der aviarenTetratrichomonassp. zeigten sich Unterschiede im
Restriktionsenzymmuster der Enzyriad und Vsd. Bei Tad unterschieden
sich nur die Hihnerisolate untereinander, Vgl unterscheiden sich Hihner-

und Putenisolate.

Vogelarten

Taube

Die Taubenisolate machten mit 62 % den HauptteilRteben aus. Die Gruppe
war nicht vollig homogen; 7 % der Taubenisolateetstthieden sich von den
ubrigen 70 Taubenisolaten. T IX fiel bei vier vamf Enzymen aus der Gruppe
heraus. Bei den Enzymévisd und Tad zeigte T IX ein eigenes Muster und
unterschied sich somit von allen anderen Isoldbea.Isolate T IV, AH 4, 1164

und 1165 unterschieden sich bei zwei von funf EretynbeiTad undVsg.

Kanarienvogel
Die Kanarienvogelisolate stammten aus 7 versch@ueQuellen und waren
trotz allem eine komplett homogene Gruppe. lhr REMr bei allen funf

Enzymen identisch mit dem der meisten Taubenisolate
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Greifvogel

Die Zusammenfassung von verschiedenen Greifvogelamteine Gruppe war in
dieser Ubersicht nicht unbedingt schliissig. Da ¢bddie Ergebnisse lber-
raschenderweise relativ homogen waren, obwohl sigem auch aus sehr
entfernten Gegenden stammten, wurde diese Eingeilargenommen.

Nur die drei Isolate 7-99, 8-99 und 9-99 vom Hatsaldler, Hieraaetus
fasciatusunterschieden sich bei den zwei Enzynieag und Vsd von den

anderen Greifvogelisolaten.

Wellensittch

Bei den Wellensittichisolaten unterschied sich das Isolat WS | von den
ubrigen Isolaten. Es unterschied sich in drei vionf fEnzymen. Interessanter-
weise zeigte WS | bei allen funf Enzymen das gkei@tEM wie H 1. Eine
Mdoglichkeit ware, dass sich das Wirtstier des [s0M/S | bei einem Huhn
infiziert hatte. Da Wellensittiche haufig in Aul3eferen und gelegentlich
Huhner in der Wohnung gehalten werden, ware diegliohbd Als zweite
Mdoglichkeit kann eine Probenvermischung nicht asshmssen werden. Leider
war das Isolat WS | bei einem Ausfall des -85 °Ciri@eschranks verloren

gegangen, so dass eine Uberpriufung nicht mehmgeridtonnte.

Huhn

Die vier Huhnerisolate stammten alle aus verscmedeHthnerbestanden. Bei
drei von funf Enzymen fand man keine UnterschidBlei. dem EnzymVsg
unterschieden sich die Isolate H 2 und H 3 von idetaten H 1 und H 4. Bei
dem Enzymrad gab es die gleiche Unterscheidung und die Isdtaieund H 4

unterschieden sich zusatzlich voneinander.
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Ente

Alle drei Entenisolate stammten von dem gleicherstidketrieb und wurden zum
selben Zeitpunkt enthommen. Somit war die Einlodikeit der Isolate nicht
verwunderlich. Ihr REM entsprach bei allen funf Emen dem der meisten

Wirtschaftsgefliigelisolate.

Pute
Die Putenisolate unterschieden sich nur in einemyin Vsd. Ansonsten
entsprach ihr REM bei allen finf Enzymen dem deristea Wirtschafts-

geflugelisolate.

Ringfasan
Das REM des Ringfasanenisolats entsprach bei &lleh Enzymen dem der

meisten Wirtschaftsgeflligelisolate.

5.5.1.1.3 Folgerung

Die Mehrzahl der Taubenisolate entsprechen mitnihBchnittstellen den
vorhandenen Angaben der Gendatenbank. T IX hatsenitem eigenem REM
eine Sonderstellung. T IV, AH 4, 1164 und 1165 malas Gruppe eine
Sonderstellung. Bei den lIsolaten T IV und AH 4 isider der Grad an
Pathogenitat nicht mehr nachzuvollziehen, jedodbehasich die Isolate 1164
und 1165 als hochpathogen erwiesen (HOFLE et @04 Die Sonderstellung
der von HabichtsadlerrHieraaetus fasciatugntnommenen Isolate 7-99, 8-99
und 9-99 zeigt sich auch wiederum in ihrem GradPathogenitat. Hier handelt
es sich um den einzigen sicher apathogenen Greifstagnm (HOFLE et al.,
unveroffentlicht). So erscheint es, als ob mandein Enzymenrad und Vsg
bei Taube und Greifvogel einen Hinweis auf Pathagererhalten kbnnte. Um

dies aber sicher zu bestatigen, braucht es nodenmigirende Untersuchungen.
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Eine Unterscheidung zwischen aviaré@nchomonassp. und aviareriretra-
trichomonassp. ist mit ihnen jedoch nicht maglich.

Mit Hilfe der anderen drei EnzymBsd.l, Msd und Tad ist eine Unter-
scheidung zwischen aviardmichomonassp. und aviaref etratrichomonassp.
maoglich. Soweit bekannt wurde diese Unterscheidaisber nie auf molekular-
biologischer Ebene gemacht.

Da in der Vergangenheit die Einteilung ziemlich lkiitlich geschah, ist die
PCR mit anschlieRender Restriktionsenzymanalyse sichere Methode, um

eine vermutete Einteilung abzusichern.

Die Moglichkeit aviare Trichomonassp. und aviareTetratrichomonassp.
molekularbiologisch zu unterscheiden wurde beldgherhalb von avidren
Trichomonassp.und avidrenTetratrichomonasp. gibt es aber noch zusétzliche
Unterschiede. Um sie zu beurteilen, muss die Ndag untersuchten DNA-
Abschnittes (5,8S rRNA) in Betracht gezogen werdesiche hochkonserviert
ist. So stellt sich nach Sichtung der in Kapité.2.vorgestellten Ergebnisse die
Frage, wie sie zu interpretieren sind. Handeli@s Isei aviarerfrichomonassp.
und auch bei avidremetratrichomonassp. um verschiedene Arten, Unterarten
oder Typen? Eigentlich soll sich die 5,8S rRNA iriiab einer Art 100%ig
entsprechen. Bei eng verwandten Arten unterscheigesich um nur wenige
Prozentpunkte. Bei der Hausmats musculusind der Wanderrattdiattus
norvegicuszum Beispiel sind die 5,8S rRNA-Regionen fast tcseh, obwohl
sie verschiedenen Gattungen angehodren (HILLIS ankKODN, 1991).
Untersuchungen der 5,8S rRNA Region vaitrichomonas foetugrgeben eine
100%ige Ubereinstimmung untereinander (FELLEISENakt 1998), jedoch
zeigen sich deutliche Unterschiede zu anderen kavifirichomonaden im
Praputium (WALKER et al.,, 2003). So ist es ausgespen erstaunlich,
innerhalb von sowohl aviarenfrichomonas sp. als auch von aviaren

Tetratrichomonasp. so viele Unterschiede in der DNA-Sequenz aaifat.
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Bei den Untersuchungen von OLSEN und WOESE (198B5&6U rRNA — wie
in Figur 3 zu sehen — ergibt sich eine sehr fribspaltung der Trichomonaden
von den anderen Eukarya. So haben die Trichomonadérer Evolution lange
Zeit gehabt, sich zu verschiedenen Gattungen utehfau entwickeln.

Bei der hierarchischen Einteilung in Klasse, Ordnufamilie, Gattung und Art
handelt es sich um eine Abstraktion. FlUr diesediurntg werden verschiedene
Eigenschaften herangezogen, deren Auswahl aberimemegewissen Grad
willktrlich ist (VAN REGENMORTEL, 2000). Seit Darwivor 140 Jahren mit
»The origin of species” unser Evolutionsverstandpidgte, wurde noch keine
allgemein akzeptierte Art-Definition gefunden. Dierschiedenen Konzepte
werden nach wie vor alle sehr kontrovers diskufi€ldNZ, 2002).

Die hier prasentierten Ergebnisse sprechen dafi#yeaTrichomonassp. und
aviareTetratrichomonasp. in die selbe Hierarchiestufe Gattung zu stellem
sie dann untergeordnet jeweils aufzuteilen. Diehdrige Taxonomie hat alle
aviaren Trichomonassp. zu der ArtTrichomonas gallinaeund alle aviéren
Tetratrichomonasp. zu der ArTetratrichomonas gallinarurlausammengefasst.
Diese Nomenklatur ist irrefihrend, d&richomonas gallinaevor allem bei
Tauben vorkommt. Es existieren zwar Veroffentliopem zu Trichomonas
gallinae beim Huhn (RIVOLTA, 1878; HAWN, 1937; STABLER, 19§
jedoch keine mehr aus jlungerer Zeit. Falls dieseeiAteilung beibehalten
werden soll, waren die Begriff@richomonas aviumund Tetratrichomonas
aviumlogischer.

Molekularbiologisch stimmen allein die Kanarienael mit den Taubenisolaten
100%ig uUberein, wohingegen Taubenisolate gegen@bsifvogel- und Wellen-
sittichisolaten Unterschiede bei der REA zeigenniEnterschiede sowohl im
Phéanotyp (Wirtsspektrum) als auch im Genotyp (588A) auftreten, macht
eine taxonomische Unterscheidung Sinn. Es eroSiudt jedoch die Frage, auf

welcher Hierarchiestufe diese Unterscheidung vargenen werden sollte. Da
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keine konkreten Richtlinien fir diese Unterschemluexistieren, wére eine

Unterteilung sowohl in Art, Unterart oder auch Tgmrundsatzlich méglich.

Die Frage nach artibergreifenden Infektionen kaumhypothetisch beantwortet
werden. VISCOGLIOSI et al. (1999) kamen zu dem @&l dass in der
Entwicklung von Parasiten ofters Wirtswechsel geftinden haben. So kénnen
verschiedene Arten einer Parasitengattung zufélliger gleichen Tiergruppe
anzutreffen sein. Bei einer Immunschwache oderrdingnarinfektion kdnnen

sich Parasiten auch bei sogenannten Fehlwirteerhaibhd vermehren. Jedoch
unter Berlcksichtigung der morphologischen und kdébiologischen

Ergebnisse scheint es flr jede Vogelart eine eiJeimbomonadenart, -unterart
oder -typ zu geben. Um diese Frage besser beaptwart kbnnen, mussten
weitere Genombereiche vergleichend untersucht werdtBerfir stehen die

eigenen Isolate zur Verfliigung.

5.5.2 Sequenzierung

Einige ausgewahlte Proben wurden sequenziert. Bigebhigen Ergebnisse der
vergleichenden Sequenzanalyse flhrten zur glei€hateilung wie die eigenen
Restriktionsenzymanalysen. Die Nukleinsaureseqeemzg und die verglei-

chende Sequenzanalyse wurden im Institut fur Vg@dLeiter: Prof. Dr. H.-J.

Thiel) von Frau S. Widauer und Herrn PD Dr. P. BecHdurchgefihrt. Die

Ergebnisse werden in einer getrennten Verotffenihghvon BECHER, P. und
KNISPEL, B. prasentiert werden.



110 Diskussion

5.6 Folgerungen aus den morphologischen und genetischen
Befunden fur die Systematik

Aufgrund der gefundenen Ergebnisse wird vorgesehmadie Einteilung in die
GattungenTrichomonassp. und Tetratrichomonassp. beizubehalten und als

Artbezeichnung gvium' anstelle von gallinag‘ bzw. ,gallinarunt’ zu wahlen.

Tabelle 25 Unterscheidung vonTrichomonas aviumund Tetratrichomonas

avium

Eigenschaften ) ) ) )
' Trichomonas avium Tetratrichomonas avium
zur Art-Diagnose

Taube, Greifvogel, .
_ _ Huhn, Pute, Ente, Ring-
Wirte Kanarienvogel,
o fasan, und andere
Wellensittich, und andere

o vorderer Verdauungstrakt
Lokalisation S hinterer Verdauungstrakt
ev. generalisiert in Organen

Morphologische keine ruckschlagende )
. rickschlagende Flagelle
Unterschiede Flagelle

Restriktionsenzyme zur
_ _ Bsd.l, Msd und Tad
genetischen Unterscheidu

=)

g

Weiterhin wird vorgeschlagen, die avidren Trichoemben anhand des Wirts-
vogels in Unterarten zu unterteilen.

Zu dieser Einschéatzung bin ich gekommen, da vemaltie Ergebnisse in der
REA eindeutige Unterschiede aufzeigen, die sichnebeim Wirtsspektrum

zeigen. Somit erscheint eine Unterscheidung in mygle zu geringfiigig. Eine
Unterteilung in Arten wird jedoch auch nicht vorgemmen. Mit Hilfe der REA

konnen Isolate aus Tauben und Kanarienvbgeln von tholaten aus

Greifvogeln und Wellensittichen unterschieden wardéEinzelne Isolate

entsprechen jedoch der REA der jeweils anderen g&rupomit scheint es, dass
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es bei natirlichen Infektionen zu Uberschneidungemmt. Zudem ist eine
Unterscheidung von lIsolaten aus Tauben und Kanaiggin sowie aus

Greifvogeln und Wellensittichen mit der hier verwleten Methode untereinan-
der nicht moglich. Es widerstrebt jedoch, sie ineeGruppe einzuteilen. Aus
diesen Grunden wird die hier getroffene UnterteglumUnterarten gewabhilt.

Um entscheiden zu kdnnen, ob die hier gewahlte rtimheng in Unterarten

Bestand hat, sollten aber weitere DNA-Abschnitte @@&ren Trichomonaden
sowie die entsprechenden DNA-Abschnitte von Tricbhnaden anderen

Tierarten vergleichend untersucht werden.

Tabelle 26 Unterscheidung vomrichomonas aviunm Unterarten

Eigenschaften zur T.a T.a T. a. falconi- T.a

Unterart-Diagnose columbae serinae formae melopsittacae
_ Kanarien- _ o
Wirt Taube Greifvogel | Wellensittich
vogel
Weitgehende genetische
Ubereinstimmung der Taube/Kanarienvogel Greifvogel/Wellensittich
5,8S rRNA

Restriktionsenzyme zur

genetischen Tag undVsgd

Unterscheidung

Die Ergebnisse der REA der aviareetratrichomonasp. sind nicht so deutlich
wie die Ergebnisse der REA der aviar@nchomonassp. Dies liegt mit
Sicherheit auch an der deutlich geringeren Probmaidn Eine analoge
Einteilung in Unterarten wird vorgenommen, da adah wenigen Ergebnisse
dies rechtfertigen zu scheinen und da diese Eumgi- jedoch auf der Artebene
— in der Literatur haufig praktiziert wurde und &if(KOCAN and HERMAN,
1971; LEVINE, 1985; BOCH und SCHNEIDAWIND, 1988).



112

Diskussion

Tabelle 27 Unterscheidung vometratrichomonas aviunm Unterarten

T.a. T.a. T.a. T.a.
gallinae anatis meleagridis phasiani
Wirt Huhn Ente Pute Ringfasan

5.7 Abschlussbemerkungen

Bei den Untersuchungen wurde eine relativ gro3e almt 100%ige Wirts-

spezifitat gefunden. Bei Tauben und Greifvogelnapaieren jeweils eigene

Trichomonas aviurUnterarten. Aber sowohl bei Tauben als auch balifGr

vogeln wurden Trichomonaden isoliert, die genetdeh5,8S rRNA der jewells

anderen Unterart entsprachen. Dies spricht fur Knéektionen. Ob die

beobachteten Unterschiede in der Virulenz Zufaird@egel sind, lohnt sich auf

jeden Fall weiterzuverfolgen. Denkbar ware dann Bersatz von fur diese

Vogelart apathogenen Trichomonaden von der eigeden von einer anderen

Vogelart. Bei vorhandener Kreuzimmunitat konnteresdi Stamme unter

Ausnutzung des Prinzips der Pramunitat als Theeagadz dienen.

Die PCR mit anschlieBender Restriktionsenzymanastseine sichere Methode,

um die Einteilung inTrichomonas aviunund Tetratrichomonas aviunabzu-

sichern. Dafir sind die EnzyniBsd._l, Msd und Tad geeignet.
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6 Zusammenfassung

Es wurden Trichomonaden von folgenden verschied®&uogelarten untersucht:
Taube Columba livia f. domestica; Columba livia f. urbana; Streptopelia
decaocto; Columba palumbpKanarienvogel $erinus canarig Wellensittich
(Melopsittacus undulatys Greifvogel (HabichtsadlerHieraaetus fasciatus;
Wanderfalke, Falco peregrinus; Rotelfalke, Falko naumanni; Zwergadler,
Hieraaetus pennatusSchleiereuleTyto alba; Rohrweihe,Circus aeruginosus;
Mausebussardduteo buteolUhu, Bubo bubd, Huhn Gallus gallug, Ente Anas
platyrhynchod. domestica), PuteMeleagris gallopavpund RingfasaiiPhasia-
nus colchicus Zu Vergleichszwecken wurden auch Trichomonadem WRind
(Bos tauruy und Flagellaten vom WararV4ranus spp.) untersucht. Hierzu
dienten Abstriche vom Pharynx bzw. vom Darm sowigefte und geféarbte
Praparate.

Die Trichomonaden wurden auf verschiedenen Medieranjond-Medium,
HEF- und HELZ-Kulturen) angezichtet, gefarbt unchiimikroskopisch ihre
Morphologie verglichen. Aus diesen Untersuchungemde geschlossen, dass
eine rein morphologische Unterscheidung sehr uesiisi

Die DNAs von 121 verschiedenen Trichomonadeniso|asoliert aus den oben
genannten Vogelarten, wurden prapariert und di& 5BNA-Regionen mittels
PCR amplifiziert.

Eine Typisierung durch RAPD-PCR oder Pulsfeldgéteteohorese war nicht
maglich.

Fur vergleichende genotypische Studien wurden aistrRestriktionsenzym-
analysen mit den Enzymdssd.l, Msd, Tad, Tad und Vsd durchgefuhrt. Mit
Hilfe der EnzymeBsd.l, Msd und Tad ist eine Unterscheidung zwischen
aviaren Trichomonas sp. und aviaren Tetratrichomonassp. mdglich. Die

EnzymeTad und Vs zeigen Unterschiede innerhalb vawidrenTrichomonas
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sp. und aviarenTetratrichomonassp. Hier unterscheiden sich Trichomonaden

der verschiedenen Vogelarten und zum Teil auchrivatle einer Vogelart.
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7 Summary

The trichomonads of the following different specie$ birds have been
investigated: pigeonQolumba livia f. domestica;Columba liviaf. urbana;
Streptopelia decaocto; Columba palumpuscanary $erinus canarig
budgerigar Melopsittacus undulatysbird of prey (Bonelli's eagleilieraaetus
fasciatus;peregrine falconFalco peregrinus;lesser kestrelfFalko naumanni;
booted eagleHieraaetus pennatudyarn-owl, Tyto alba; marsh harrierCircus
aeruginosushuzzard Buteo buteogagle owlBubo bubg, fowl (Gallus gallug,
duck @Anas platyrhynchod. domestica), turkey Meleagris gallopavp and
pheasantRhasianus colchicys For reason of comparison the trichomonads of
cattle Bos tauru¥ and of monitor lizard\(aranusspp.) have been investigated,
too. For this purpose swabs of the pharynx respagtithe intestine as well as
fixed and stained microscopic preparations have beed.

The trichomonads were cultivated in different mef@amondmedium, CEF-
and CELC-cultures), they were stained and theirpmology was compared
microscopically. The conclusion from these invedilgns is that a
morphological distinction is rather uncertain.

The DNA of 121 different Trichomonasisolates frame birds mentioned above
were prepared and the 5,8S rRNA-regions were aieplify PCR.

A typing with RAPD-PCR or pulsed-field gel electhapesis was not possible.
For comparative genotypical studies, restrictiomyeme analyses were carried
out for the first time with the enzymddsd.l, Msd, Tad, Tad and Vsd. A
distinction between aviafirichomonassp. and avianTetratrichomonassp. is
possible with the enzyme&sd.l, Msd and Tad. The enzymedad and Vs
show variations within aviafirichomonassp.and avianTetratrichomonassp..
Here a distinction can be made between the tricimawth® of different species of

birds and in some cases within one species of .birds
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